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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 seran sujetos a revision
por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacién

de aceptacion para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenesaplicados
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 centralde cada

hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. 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 en la revista Biotecnologia estan exentas de costo paralos 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), ADN, ARN yotras

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 aspectos fundamentales hasta sus
aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y
Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia farmacéutica,
Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles,
Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y biomateriales,
Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética.

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

siguiente formato:

1. El titulo del manuscrito se escribira en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo debera estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones

y férmulas.
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2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefalando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente rengldn con letra italica Arial del
mismo tamano, se incluira la direccion postal de la institucion de adscripcion de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, debera incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afiadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

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 espafol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglén 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 debera dejar un espacio de un
rengléon al inicio de una seccidon 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 ubicacién 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.

7. 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 deberan ser
indicadas con letras minusculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
senalada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacion original. 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...”
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Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse completa y entre

paréntesis directamente en el texto.

9. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafo 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
e0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

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.

Patentes:

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

Congresos y reuniones:

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.

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No 2 6


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177

F .

Instrucciones para los autores

Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Cardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccién de safranal. Tesis Maestria 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.

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 divulgacién y difusién 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 se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccion https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccion
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx y

marisol.cordova@icat.unam.mx.

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 aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicara en linea y podra ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Biorreactores Airlift de lazo externo, una alternativa para la
produccion de bikaverina: una revisiéon

Diana Belem Alanis-Gutiérrez', Maria de la Luz Xochilt Negrete-Rodriguez?, Ma. del
Carmen Chavez-Parga"

"Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Gral. Francisco J. Mugica S/N, C.U., 58030,
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2Tecnolégico Nacional de México / Instituto Tecnolégico de Celaya, Departamento de
Ingenieria Bioquimica y Ambiental, Garcia Cubas 600, Fovissste, Celaya, Gto., 38010,
Meéxico.

"Autor de correspondencia
Correo electronico: cparga@umich.mx

Resumen

La bikaverina es un metabolito secundario producido principalmente por hongos filamentosos del
género Fusarium. Este metabolito presenta una estructura de policétido tetraciclico, cuyas
aplicaciones abarcan desde la industria farmacéutica, alimentaria, textil y cosmética. La produccién
de metabolitos secundarios provenientes de hongos filamentosos en sistemas cerrados, como
sistemas de fermentacion sumergida depende de mudltiples variables fisicoquimicas y biolégicas, la
concentracion y biodisponibilidad de nutrientes, pH, temperatura, agitacion, solubilidad de oxigeno
en el medio, la presién hidrostatica de la fase liquida, la aireacién y agitacion. En particular, la
agitacion es una variable fundamental, debido a que los fendmenos de transferencia de masa se
encuentran estrechamente relacionados. En esta revisién se analizan los efectos mas relevantes
sobre el rendimiento y la produccion de la bikaverina al utilizar un biorreactor Airlift de lazo externo,
al establecer una comparacién con sistemas de fermentacion sumergida convencionales. Ademas,
se exploran las ventajas econdmicas, técnicas, ambientales y operativas de este tipo de
biorreactor.

Palabras Claves: Bikaverina, metabolitos secundarios, biorreactores, transferencia de masa, Airlift.

Abstract

Bikaverin is a secondary metabolite produced mainly by filamentous fungi of the genus Fusarium.
This metabolite has a tetracyclic polyketide structure, whose applications range from the
pharmaceutical, food, textile, and cosmetic industries. The production of secondary metabolites
from filamentous fungi in closed systems, such as submerged fermentation systems, depends on
multiple physicochemical and biological variables, the concentration and bioavailability of nutrients,
pH, temperature, agitation, oxygen solubility in the medium, hydrostatic pressure of the liquid
phase, aeration, and agitation. In particular, the agitation is a fundamental variable because mass
transfer phenomena are closely related. In this review, the most relevant effects on bikaverin yield
and productivity using an external loop Airlift bioreactor are analyzed in comparison with
conventional submerged fermentation systems. In addition, the economic, technical, environmental,
and operational advantages of this type of bioreactor are explored.

Key Words: Bikaverin, secondary metabolites, bioreactors, mass transfer, Airlift.
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Introduccion

La bikaverina es un policétido compuesto por
20 atomos de carbono, 14 de hidrégeno y 8 de
oxigeno (Figura 1). Este compuesto presenta
un pigmento rojizo, lo que facilita su
identificacion inmediata durante una
fermentacion en cultivo sumergido. Debido a
esta caracteristica, ha tenido un notable
impacto en los sectores alimenticio y textil.
Ademas, se han llevado a cabo estudios sobre

CHy O

H3C
0 (@)

sus posibles efectos terapéuticos; actividad
antibiotica (Lu et al.,, 2025), actividad
antitumoral(Hinojosa Ventura et al., 2019),
actividad neuroprotectora (Nirmaladevi et
al., 2014) y recientemente, se ha propuesto
como un modelo potencial de acoplamiento
molecular para el diseno de farmacos
inhibidores del COVID-19, al utilizar
simulaciones de bioinformatica (Singh &
Florez, 2020).

O

CH;

OH O

Figura 1. Estructura quimica de la bikaverina.

Algunos reportes muestran que la bikaverina
esta presente en microorganismos fungicos del
género Fusarium, entre ellos, Gibberella
fujikuroi es una especie reconocida por su
notable capacidad de biosintetizar una amplia
diversidad de metabolitos secundarios. Dentro
de las micotoxinas mas investigadas se
encuentran la moniliformina, las fusarinas, las
fumonisinas, el acido fuséarico y Ia
beauvericina, todas ellas con efectos toxicos
ampliamente documentados tanto en humanos
como en animales. Paralelamente, este hongo
también produce metabolitos no tdxicos de
interés biotecnolodgico, entre los que destacan
la neurosporaxantina, un carotenoide con
propiedades antioxidantes, y la bikaverina, un
pigmento policétido con potenciales
aplicaciones en las areas farmacoldgica y
biomédica. La biosintesis de bikaverina, al
representar un efecto bioldgico significativo al
inhibir la fosforilacion oxidativa en las células,
constituye una oportunidad clave para generar
nuevos conocimientos y alternativas en
posibles tratamientos, ademas de contribuir al
avance tecnoldgico y cientifico, especialmente
a través de su sintesis por via fermentativa. Lo
que conlleva al analisis de las variables fisicas
y fenomenolégicas en biorreactores que
inciden en la actividad metabdlica, lo que
enfatiza a la necesidad urgente de profundizar
en esta linea de investigacion, con el propdsito
de avanzar en la comprension y mejora

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2

continua de estos sistemas. En este
contexto, proponer el analisis de las
variables fisicoquimicas presentes en un
biorreactor Airlift y su impacto en el
metabolismo de G. fujikuroi para maximizar
la produccion de bikaverina representa una
valiosa oportunidad de desarrollo e
innovacion tecnoldgica.

Los pigmentos fungicos como la bikaverina
estan asociados con efectos antioxidantes
o bien, con transmision de sefales o como
fuente energética en las células (Socaciu,
2007). La presencia de pigmentos fungicos
representa una ventaja para la
identificacién analitica rapida y oportuna,
debido a que las moléculas son capaces de
absorber luz en la regién visible (380-700
nm) (Muthumanickam et al., 2010). Los
pigmentos fungicos se han aplicado en
multiples areas, desde la antigiedad en el
tefido de textiles, predominando los colores
café, rojo, amarillo, azules y naranjas.
Hasta la época moderna con ciencia y
tecnologia avanzada en el tratamiento
oportuno y preventivo de enfermedades
degenerativas. Los metabolitos secundarios
fungicos como la bikaverina, presentan
limitaciones en el escalamiento a nivel
industrial, principalmente debido a que los
procesos de produccion y purificacion
implican costos energéticos y de insumos
elevados, hoy en dia la disponibilidad
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comercial es Unicamente como esténdar
quimico extranjero, provisto por Sigma-Aldrich
— Merck y su costo es de 296.33 délares
estadounidenses por mg de bikaverina, en
2025, por lo tanto, es fundamental implementar
técnicas que maximicen su produccién y
recuperacion para satisfacer las necesidades
en aplicaciones e investigaciones in silico, in
vitro e in vivo. Es importante analizar la
viabilidad metabdlica y explorar alternativas
biolégicas que afectan directamente el
desarrollo celular para la produccion de
metabolitos secundarios fungicos,
especialmente en el disefio y seleccion de
biorreactores, los cuales ofrecen un entorno
controlado y optimizado para este propdsito,
una de las principales ventajas de una correcta
seleccién de biorreactores, es que puede ser
eficiente no solo en Ila producciéon de
bikaverina, si no también puede ser aplicable a
otros procesos de produccidén, cuyas
condiciones permitan el control y monitoreo de
variables de la misma forma. Los biorreactores
permiten un mejor control de factores clave en
procesos de fermentacion sumergida, como
biodisponibilidad de nutrientes, temperatura,
presion hidrostatica, pH, que son
fundamentales para la generacién vy
acumulacion de metabolitos de interés.
Ademas, es crucial validar una correlacion de
este conocimiento generado a lo largo de los
afios con variables fisicas como la agitacion
neumatica y mecanica, y su posible efecto en
el rendimiento metabdlico. Esta correlaciéon se
logra a través del estudio de los fendmenos de
transporte que ocurren dentro de los
biorreactores, los cuales influyen directamente
en la transferencia de oxigeno, la distribucion
de nutrientes y la disminucién de otros
subproductos metabdlicos. En este contexto,
es fundamental considerar la composicién del
medio de cultivo, debido a que afectan
significativamente este proceso,
especificamente a la induccién para producir
bikaverina mediante la limitacién de nitrégeno
(Linnemannsténs et al., 2002; Giordano et al.,
1999), la adicion de calcio favorece la
biosintesis de bikaverina, mientras que las
fosfatos y sulfatos reprime su formacion
(Rodriguez-Ortiz et al., 2010), ademas de un
pH acido y un ambiente con aireacién, de este
Ultimo sin especificar un intervalo optimo
(Limén et al., 2010).

Las investigaciones centradas en la produccién
de bikaverina mediante el uso de un

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2

biorreactor como dispositivo de
fermentacion son limitadas, en su mayoria
las investigaciones son realizadas en
matraz agitado, debido a que la idea central
de las investigaciones es sobre el hongo y
su correlacion con el medio de -cultivo,
efectos bioldégicos al ser maodificados
genéticamente. La Tabla 1 presenta la
informacion recopilada sobre la produccion
maxima de bikaverina a escala de
laboratorio en matraz agitado. Es
importante destacar que las
productividades maximas reportadas en
este sistema fermentativo se encuentra
principalmente  en aquellas  cepas
modificadas genéticamente, es una opcion
viable para aportes y estudios en biologia
molecular, no obstante, para un proceso de
escalamiento a nivel piloto o industrial,
resulta en una desventaja financiera,
debido a la inversibon de una cepa
modificada en comparacién con una cepa
silvestre, no obstante, en un sistema a nivel
matraz, es evidente que existe una
limitacion importante en la transferencia de
oxigeno. Por lo tanto, resulta interesante
explorar las posibilidades de mejorar el
rendimiento en la produccién de bikaverina
mediante el estudio fisico de las variables
de transformacién durante el proceso de
fermentacion, en una escala aumentada
con un biorreactor que permita controlar y
monitorear distintas variables en tiempo
real, lo cual podria contribuir a un avance
significativo en biotecnologia e ingenieria
quimica.

Gibberella fujikuroi como productor de
bikaverina

Gibberella fujikuroi actualmente
denominado como Fusarium moniliforme
(Klittich & Leslie, 1988; Giordano et al.,
1999) es un hongo patégeno que incide
principalmente en plantulas de arroz (Kvas
et al.,, 2009). El hongo es responsable de
causar la enfermedad bakanae, lo cual
provoca graves pérdidas de cosechas en
paises productores de arroz. Los sintomas
mas comunes se asocian con plantulas de
arroz con alargamiento inusual de tallos y
con aparente clorosis (Janevska &
Tudzynski, 2018). Otra caracteristica
importante en la deteccion de las plantas
infectadas es que la infertilidad, y como
consecuencia la produccién de granos

10
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Tabla 1. Maxima produccién de bikaverina reportada en matraz agitado con diferentes medios de cultivo.

Microorganismo

Produccién de

bikaverina (mg/L) Medio de cultivo

Condiciones de
operacion

Enfoques de la
investigacién

Optimizacion de las

Fusarium Enriquecido con condmpp es de 28 °C, 250 rpm, sin (Dos Santos et al.,
oxysporum 320.5 harina de arroz fermentacion para la control de pH 2020)
CCT7620 produccion de
bikaverina
Medio de cultivo Evaluar la
Fusarium fujikuroi 6.300 basal enriquecido produccion de 28 °C, 200 rpm, pH (Lale & Gadre,
(NCIM 1019) ’ con sacarosa y bikaverina en una inicial = 6.5 2016)

harina de soja

cepa mutada

Fusarium fujikuroi

Medio enriquecido
120 con sacarosay en

Evaluar la
produccion de

bikaverina en 30 °C, 150 rpm, pH

IM158289 ausencia de sales distintas fuentes de =4-5 al., 2010)
de fosfato y sulfato carbono
Recodificacion
Medio liquido SC- enzimatica para
Saccharomyces maximizar la

202.75 Ura con glucosa y

cerevisiae
galactosa

e 30 °C durante 96 h
produccion de

bikaverina en
levaduras

*npi = no presenta informacion.

comestibles es escasa (Sharma et al., 2024).

A veces, el hongo provoca el retraso del
crecimiento de los brotes de arroz,
probablemente debido a la produccién de
fumonisinas y acido fusarico. Los efectos

negativos del crecimiento, o bien, la
hiperelongacion y la gravedad de |la
enfermedad pueden estar asociados

directamente por los niveles de resistencia del
huésped (Fiyaz et al., 2016) aunado al efecto
de la presencia de fumonisinas. El uso mas
comun que existe para este hongo es la
produccion de &cido giberélico, si se describe
una  produccibn a escala  industrial,
especificamente en el control de calidad de
frutas, incluso se han reportado incidencias en
el malteado de cebada para la produccion de
cerveza. Ademas de la sintesis de acido
Giberélico, G. fujikuroi es conocida por
producir diversos metabolitos secundarios,
entre ellos micotoxinas y pigmentos con
potencial biotecnolégico. En las ultimas dos
décadas, se han caracterizado varios
pigmentos de interés, siendo los mas
destacados la neurosporaxantina, la bikaverina
y las fusarubinas (Prado-Cabrero et al., 2009;
Linnemannstons et al.,, 2002; Studt et al.,
2012). Sin embargo, la capacidad biosintética
para la produccion de estos metabolitos
secundarios y la ingenieria metabdlica para
producir estas  sustancias, aun son

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2

desconocidos para la mayoria de ellos y es
una gran oportunidad para obtener una
perspectiva clara en cuestion de
escalamiento industrial.

Por las diversas aplicaciones en las que ha
tenido auge la bikaverina, es importante,
continuar con el estudio metabdlico de la
ruta biosintética, con esto se puede tener
una respuesta acertada de la correlacion
fisica y biolégica que contribuye a la mejora
continua del proceso. De igual forma que el
acido giberélico, la bikaverina se sintetiza a
partir de acetil-CoA (Avalos et al., 1999)
sigue la ruta de los policétidos, donde
también participa malonil-CoA, catalizado
por una enzima pre-bikaverina policétido
sintasa que a su vez es activada por el gen
Bik1 para formar pre-bikaverina, luego
actla una enzima monooxigenasa activada
por el gen Bik2 que oxida la pre-bikaverina
para formar oxo-pre-bikaverina,
posteriormente se metila mediante una o-
metiltransferasa activada por el gen Bik3,
donde se forma un intermediario me-oxo-
pre-bikaverina, que luego es hidroxilado a
norbikaverina, finalmente se metila
nuevamente  por actividad regulada
mediante el gen Bik3 y se forma bikaverina,
como se muestra en la Figura 2.
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1-acetil-CoA + 8-malonil-CoA

sintass

1 Pre-bikaverina policétido
Bik1

Pre-bikaverina

Pre-bikavering 7-hidrolasz
Bik2

Oxo-pre-bikaverina Bikaverina

7,10-diceto-pre-bikaveriz 3- Norbikaverinz 8- G
O-metiltransferasa metiltransferasz
Bik3 Bik3

Me- oxo-pre-bikaverina r Norbikaverina
A '.'v-;; A Nt ’{ ] Ry Ir.-

Me- oxo-pre-
bikaverinz 6-
hidrolzsz
Bik2

Figura 2. Ruta metabdlica de la biosintesis de bikaverina descrita para el género Fusarium. (Adaptado de Lebeau et al.,
2019)

La bikaverina ha sido considerada en algunos
estudios tempranos como una micotoxina
(Kitagawa et al., 1997), aunque su grado de
toxicidad muestra una marcada variacion
segun el organismo y el contexto de
exposicion. En afios recientes se han llevado a
cabo evaluaciones toxicoldgicas adecuadas;
de acuerdo con Beyzi et al. (2024) la
bikaverina no presenta efectos mutagénicos
segun la prueba de Ames ni citotoxicidad
relevante en células L929, con viabilidades
superiores al 73% y un valor de IC;, estimado
en 1.79 yg/mL

Aunque G. fujikuroi 'y oftras especies
productoras de bikaverina suelen ser
fitopatdbgenas 'y capaces de generar
micotoxinas como fumonisinas o beauvericina,
no se ha documentado hasta ahora que la
bikaverina produzca alteraciones sanitarias en
consumidores humanos. Por el contrario, se
considera un compuesto con potencial
farmacoldgico, lo que lo diferencia de otras
micotoxinas mas nocivas presentes en el
género Fusarium. ((Hasuda & Bracarense,
2023; Dos Santos et al., 2020)
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Uno de los principales intereses en la
purificacion de la bikaverina radica en su
potencial aplicacion terapéutica,
particularmente como agente antitumoral.
Estudios han demostrado su efecto
citotoxico frente a diversas lineas celulares,
incluyendo linfoma, carcinoma y sarcoma
(Zhan et al., 2007; Nirmaladevi et al., 2014).
Investigaciones recientes han confirmado
estos hallazgos; Haidar et al. (2019)
reportaron una inhibicion significativa del
crecimiento en lineas celulares de
adenocarcinoma mamario (MCF-7),
carcinoma pulmonar (A427) y
epidermoidales (A431), con reducciones de
viabilidad superiores  al 60 % a
concentraciones de 10 uM. Estos
resultados fortalecen la evidencia sobre el
potencial farmacoldgico de la bikaverina
como compuesto antineoplasico. Dado que
la estadistica poblacional muestra un
aumento en la incidencia y prevalencia del
cancer con el tiempo, es fundamental
continuar con mejoras y desarrollo de los
mecanismos de produccion para obtener
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bikaverina, debido a que es una alternativa
potencial para tratamientos contra algunos
tipos de cancer. No obstante, en la década de
los afos 70s se demostré que la bikaverina
presentd efectos antibiéticos frente al protozoo
Leishmania brasiliensis, el cual provoca
Leishmaniasis enfermedad clasificada por la
OMS como cutanea, mucocutanea y visceral,
las personas mayormente afectadas son
aquellas que viven en zonas remotas. Hasta el
afio 2020 se habia reportado un aproximado
de un millén de nuevos casos, dentro de los
cuales el 85% se presentan en paises de
Latinoamérica, Brasil, Perd y Colombia
presentan mayor prevalencia, actualmente
este padecimiento se clasifica como
enfermedad tropical desatendida (World Health
Organization: WHO, 2023). Por lo tanto, al
establecer un método eficiente de produccién y
purificacion en paises de América Latina, se
abre la posibilidad de tratar esta enfermedad,
especialmente considerando que desde hace
décadas se ha demostrado el efecto antibiotico
de la bikaverina frente al protozoo. Otro uso
biomédico importante de la bikaverina fue el
reportado por Springler et al. (2016), quienes
realizaron estudios sobre su efecto en la
alteracién de la barrera intestinal en un modelo
celular diferenciado de células porcinas. Los
resultados mostraron una viabilidad celular
favorable, lo que podria considerarse un
parametro de seguridad. Respecto a un
planteamiento en el area de microbiologia
clinica, recientemente (Al-Sa’ady et al., 2023)
reportd que bikaverina presenta actividad
antimicrobiana y antifingica frente a cultivos
patdgenos, presenta efecto antagonico frente a
cepas bacterianas Staphylococcus aureous y
Staphilococcus typhi, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, y Pseudomona aeuriginosa,
para cepas fungicas presentd efectos en
Candida albicans. Ademas, desde el enfoque
farmacoldgico y biomédico, la bikaverina ha
adquirido aplicaciones en materiales textiles. Al
ser un pigmento producido naturalmente por
un organismo fungico, se considera un material
atractivo en el proceso de tefido (Velmurugan
et al.,, 2010; Dos Santos et al., 2020). Otra
aplicacion en la que los policétidos fungicos
han tenido auge tanto en enfoque industrial,
como en el campo de la investigacién aplicada,
ha sido en procesos de biocontrol agricola.
Puesto que se ha afirmado que Fusarium es
un hongo fitopatdgeno, algunos metabolitos
secundarios aislados han presentado efectos
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positivos sobre el tizén tardio del tomate,
entre ellos bikaverina que redujo el efecto
de la enfermedad un 71%
aproximadamente (Kim et al., 2007).
Puesto que el enfoque de biosintesis se
encuentra encaminado a mejorar el
rendimiento de los cultivos fungicos desde
un punto de vista genético y molecular, es
importante también explorar mas a fondo
los efectos de las variables fisicas y
dilucidar esta problematica desde una
perspectiva de ingenieria quimica.

Dado que el género Fusarium es el mas
estudiado sobre la Dbiosintesis de
bikaverina, es importante mencionar que se
han reportado otras especies flungicas
capaces de producirla, aunque en menor
proporcion. El estudio y aislamiento de F.
moniliforme incluyo determinaciones
estructurales para validar su estructura
quimica, por lo tanto, la especie
moniliforme es un antecedente confiable
para profundizar acerca de los cambios
metabdlicos que influyen en la biosintesis
de bikaverina. En la Tabla 2, se muestra
una recopilacion del género Fusarium
donde se ha trabajado en la caracterizacion
de bikaverina, con diversos aportes
cientificos.

Las aportaciones en tema de patentes
acerca de la bikaverina, de acuerdo con la
revision actual, en la base de datos
“Lens.org®’ se han reportado 87 registros
de patentes relacionadas a la produccion
de bikaverina, en cierta medida algunas de
ellas difieren en aplicaciones y el acceso a
la informacién precisa es limitada. En la
Figura 3 se muestra una distribuciéon de
patentes en distintas areas del
conocimiento y que tienen relacién directa
con la produccion de bikaverina, cabe
mencionar que la jurisdiccion a la que
pertenecen es a algunos paises del
continente europeo, China y en su mayoria
Estados Unidos, con 53 de las patentes
registradas, ademas, existe un mayor
porcentaje de invenciones enfocadas a
hacia la industria farmacolégica vy
microbiologia, con 27 y 31 patentes
respectivamente.

No obstante, la menor cantidad de patentes

enfocadas a la industria textil, con una
patente registrada (Lens.org, 2025). En el
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Tabla 2. Especies fungicas que han sido registradas como productoras de bikaverina, encaminadas hacia diferentes
perspectivas en aportes cientificos.

Cepa Area de interés cientifico Referencia

Fusarium fujikuroi Produccion de Metabolitos secundarios (Janevska & Tudzynski, 2018)

Fusarium moniliforme Sheldon Produccién de metabolitos secundarios (Latus-Zietkiewicz et al., 2006)

Produccion de metabolitos secundarios y

Fusarium oxysporum e
procesos de separacion

(Mendonga et al., 2021)

Fusarium verticillioides Biologia molecular (Lazzaro et al., 2012)

Fusarium spp Biologia molecular (Deshmukh & Purohit, 2014)

Fusarium proliferatum Biologia molecular (Kohut et al., 2010)

Fusarium lycopersici Cultivo celular (Nirmaladevi et al., 2014)

Fusarium agapanthi Biologia molecular (Edwards et al., 2016)

Fusarium bulbigenum

Produccion de metabolitos secundarios

Fusarium graminearum

Produccion de metabolitos secundarios

(Medentsev et al., 2005)

Fusarium circinatum

Biologia molecular

(Phasha et al., 2021)

Cladobotryrum varium

Caracterizaciéon microbiolégica

(Milic et al., 2022)

Botrytis cinerea

Biologl'a molecular

(Schumacher et al., 2013)

area de microbiologia

comprenden los

métodos de utilizacién y produccion de
“Biomats” provenientes de hongos
filamentosos, entre ellos Fusarium (Kozubal et
al., 2019).

No obstante, la menor cantidad de patentes
enfocadas a la industria textil, con una patente
registrada (Lens.org, 2025). En el area de
microbiologia comprenden los métodos de
utilizacion y  produccion de  “Biomats”
provenientes de hongos filamentosos, entre
ellos Fusarium (Kozubal et al., 2019).

Factores fisicos que afectan la produccion
de bikaverina

La transformacién del oxigeno y otros gases, y
su transporte en una fase liquido es uno de los
principales desafios para la ingenieria de
biorreactores (De Jesus et al., 2017). Existen
diversos procesos biolégicos que ocurren en
presencia de microorganismos aerdbicos, en
los cuales el medio puede volverse altamente
viscoso en funcion del tiempo, lo que genera
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Biologia Molecular-Biotecnologia

Farmacologia Agroindustria

Textiles

Microbiologia

Figura 3. Relacion de patentes recopiladas en relacién
con la produccion de bikaverina con un enfoque en
distintas areas del  conocimiento  cientifico.
(Elaboracion propia)

limitaciones en los sistemas de aireacion,
agitacion y mezclado, en cierto modo es
importante mantener constante, o bien, lo
mas constante posible el suministro de
oxigeno gaseoso en el seno del liquido
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para el crecimiento y mantenimiento celular y
asi lograr un producto determinado.
Generalmente en el caso de hongos
filamentosos, la obtencion de metabolitos
secundarios y/o algunos intermediarios.

En la Figura 4, se muestra un esquema de la
transferencia de oxigeno a través de las
células.

o Capa limite

/ \

“\_ Agregado
\\ celular

-

\ /T célula
o=l v e individual

Interfase gas- Medio de cultivo

liquido Interfase liquido- célula

Figura 4. Mecanismo de transferencia de oxigeno desde

su origen en la burbuja de gas, su trayectoria en el seno

del liquido hasta llegar a la célula. (Adaptado de Bailey &
Ollis, 1977)

La seleccion del biorreactor adecuado para
obtener un producto final especifico requiere
que se tome en cuenta una serie de criterios y
factores. Entre ellos se incluyen la geometria,
el sistema de agitacién y aireacion, el tamano y
la forma del difusor, el material del biorreactor,
la facilidad de operacién y control, su
capacidad para separar el producto del medio
o los subproductos, el consumo de energia v,
finalmente, la facilidad de limpieza vy
desinfeccién posterior al proceso,
especialmente cuando es un proceso por lotes
(Moucha et al., 2003; Ju et al., 2009). Estudiar
los aspectos operacionales y optimizar las
variables que influyen en el entorno de un
biorreactor no es una actividad sencilla. Una
alternativa  viable para comenzar es
comprender el comportamiento hidrodinamico
del Dbiorreactor, debido a que este
conocimiento es esencial para entender los
fendmenos de transporte involucrados en su
operacion. Entre las variables hidrodinamicas
importantes se encuentran la velocidad de
circulacion del liquido, el tiempo de mezclado,
la retencion de gas, el diametro de la burbuja,
la transferencia de masa (k.a) y la velocidad
de corte (Guieysse et al., 2011). Para que en
una fermentacion fungica la transferencia de
oxigeno de la fase gaseosa a la fase liquida
sea eficiente, se debe evitar la generacion de
regiones de alto cizallamiento, dado que estas
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afectan a las células y producen cambios
morfoldgicos irreversibles en el
microorganismo, por lo tanto, el afecto
incide directamente en la regulacion
metabdlica de los productos. Por esta
razén, se debe evaluar cuidadosamente el
efecto de la agitacion sobre la morfologia
de los cultivos sumergidos. Por otro lado, la
velocidad del agitador y la intensidad de la
mezcla tienen un papel importante en la
ruptura de las burbujas. Para crear una
mayor turbulencia en el medio y romper las
burbujas, muchos biorreactores utilizan un
conjunto de deflectores, lo que también
puede provocar una mayor velocidad de
cizallamiento (Garcia-Ochoa & Gomez,
2009). Por lo tanto, es imperativo entender
que para algunos procesos fermentativos
donde esté involucrado un microorganismo
sensible a fuerzas mecanicas, como el
caso de G. fujikuroi lo mas conveniente en
el caso es optar por la eleccion de un
biorreactor de agitacion neumatica como es
el caso de los biorreactores Airlift. La
funcionalidad principal de este tipo de
biorreactores es la recirculacién de liquidos,
caracteristica que asegura un correcto
mezclado, este efecto es dado por las
cuatro secciones distintas; el tubo
ascendente (Raiser), el tubo descendente
(Downcomer), el separador de gas y el
fondo. Ademas, estos Dbiorreactores
presentan un bajo consumo de energia, y
que la manufactura y la construccion es
relativamente simple y sin partes moviles
(Chisti & Moo-Young, 1989). Ademas de los
fendmenos de ftransporte es importante
analizar otras variables fisicas que pueden
influir en el proceso, entre ellas; la
temperatura, pH, agitacion y presion.

Efecto de la temperatura

Son escasos los estudios enfocados a las
relaciones de temperatura en cultivos
agitados, de G. fujikuroi, especificamente
en la produccién de bikaverina. En su
mayoria el enfoque principal es
encaminado hacia otros metabolitos de
interés, sin embargo, existen reportes sobre
efecto de la temperatura en la tasa de
crecimiento de hongos en estado sélido.
Estudios recientes han establecido los
rangos de temperatura Optimos para el
crecimiento de G. fujikuroi (también
identificado como Fusarium moniliforme).
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Chen et al. (2020) evaluaron cepas infectantes
en arroz y observaron un crecimiento radial
efectivo dentro de un rango aproximado de 15
a 30 °C, con temperaturas 6ptimas en torno a
22 — 26 °C. Asimismo, Rodriguez et al. (2024)
reportaron condiciones Optimas en sistemas de
fermentacion a 28 — 30°C y pH cercano a 5,
con rendimiento alto de acido Giberélico y
crecimiento vigoroso del hongo. Aun con los
estudios realizados es dificil establecer las
relaciones de temperatura de los parametros
obtenidos durante la fase de almacenamiento,
operacion y/o funcionamiento, en cada proceso
puede variar no soélo con la temperatura
durante la fase de almacenamiento, sino
también con el tratamiento previo de las
células. En otras palabras, la actividad
potencial de las células no es necesariamente
la misma en todas las fermentaciones, por lo
tanto, al tener control total sobre su estado
fisioldégico, podrian mostrar un patrén diferente
de relaciones de temperatura en las
fermentaciones, asi como en condiciones de
incubacion y almacenamiento.

Efecto del pH

Ademas de la temperatura, hay otras variables
quimicas que estan directamente relacionadas
con la regulacién metabdlica de los productos
de interés, y que a su vez esta puede ser
medida y/o controlada desde un sensor
equipado en un biorreactor. El efecto del pH
sobre la produccion de bikaverina en un
proceso fermentativo de G. fujikuroi ha sido
analizado previamente. En algunas especies
de hongos, la bikaverina se encuentra en
menor concentracién en comparacion de la
norbikaverina, y a su vez la formacién de estos
metabolitos por diferentes especies de hongos
depende directamente de las condiciones del
medio de cultivo, pero es afectada
principalmente por la disponibilidad baja de
nitrégeno y el pH acido (Limén et al., 2010).

La regulacién de las rutas metabdlicas en G.
fujikuroi ha sido ampliamente estudiada,
especialmente en relacion con la biosintesis de
acido giberélico. No obstante, también se han
reportado investigaciones centradas en otros
metabolitos secundarios, como la bikaverina,
en las cuales se ha identificado y caracterizado
un conjunto especifico de genes y enzimas
clave involucrados en su produccién. En G.
fujikuroi, la formacién de bikaverina es inducida
por la ausencia de nitrégeno y el pH acido
principalmente, por lo tanto, es favorecida por
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otras variables fisicas, como la aireacion, la
escasez de algunas sales fosfatadas, o la
disponibilidad de sacarosa, o bien, la
relaciéon entre ellos (Linnemannstons et al.,
2002). De acuerdo con la investigacion
presentada por Wiemann et al., (2009) en
una fermentacion inicial con un pH alcalino
reprime fuertemente la expresion de genes
que codifican para la produccién de
bikaverina, por lo tanto, lo ideal para este
proceso fermentativo es acidificar el medio.
A pH acido los iones H* predominan en el
medio y en consecuencia afecta el
transporte los mismos al interior de las
células, lo cual implica una respuesta
cualitativa con la presencia del cambio de
coloracion en el medio en funcién del
tiempo.

Efecto de la agitacion

Si bien la produccion de algunos
metabolitos secundarios producidos
alcanzo niveles mas altos en columnas de
burbujeo, se logré una mayor productividad
en un biorreactor de tanque agitado
(Camara et al.,, 2020; Cerri & Badino,
2012). ElI aumento en el rendimiento
probablemente esté relacionado con una
aireacion forzada y una agitacion
parcialmente homogénea, que proporciona
la oxigenacion y tiempo de mezclado en
medio, sin embargo, esta caracteristica
puede diferir al operar en un biorreactor
Airlift que por su composicion geométrica,
es posible que, al proveer un mecanismo
de aireacion forzada favorezca Ia
transferencia de oxigeno, y minimice los
esfuerzos de corte debid a que no existe
una fuerza mecanica producida por
propelas, por lo tanto, es proceso puede
ser mas eficiente (Mendoza-Martinez &
Escamilla-Silva, 2013). La mayoria de los
ensayos experimentales relacionados con
la agitacion y la produccién de bikaverina
se centran en la biosintesis. Sin embargo,
se puede afirmar que en una agitacion en
matraz resulta mas complejo controlar el
suministro de aire o cualquier otro gas. Por
ello, para estudiar en profundidad el efecto
directo sobre la produccion de bikaverina,
es crucial realizar una evaluacion que
contemple los aspectos geométricos de los
biorreactores comerciales, como el Airlift, el
tanque agitado y el lecho empacado. En
este caso, la variable de respuesta debe
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ser la produccion de bikaverina, al utilizar un
suministro de gas constante mediante un
mecanismo de aireacién forzada, y al analizar
la geometria de los biorreactores
mencionados, es posible que en el Airlift los
rendimientos tanto de crecimiento celular,

como productividad de bikaverina sean mas
altos en comparacioén con los otros tipos de
biorreactores. En la Tabla 3, se muestran
algunos de los tipos de impulsores
mecanicos y neumaticos que se han
utilizado en la produccién de bikaverina

asociado a la geometria de este.

Tabla 3. Comparacion de diferentes mecanismos de agitacion, configuraciones geométricas de biorreactores, produccion de
bikaverina y el coeficiente volumétrico de transferencia de masa.

Coeficiente
Volumétrico
Capacidad Produccion de Agitador/
Biorreactor  Microorganismo reportada transferencia  Configuracion d Referencia
(L) Difusor
(mg/L) de masa
global (K_a)
(h")
Tanque Fusarium - Tipo oreja (Dos Santos et
agitado oxysporum 1 300 20 Mecanica de al,, 2022)
CTT7620 elefante ”
Airlift d Fusarium Absprci()r: de c t (Dos Sant t
irlift de pigmento - - ruceta os Santos e
lazo interno oéé?fégg 5 (485 nm = npl Neumatica perforada al., 2020)
1.2)
Tanque __Gibbgrella _ (Chavez-
agitado fujikuroi CDBB- 3 106.29 41.42 Mecanica Rushton Parga et al.,
H-984 2014)
Biorreactor Gibberella (Chavez-
Airlift de fujikuroi CDBB- 3.5 14 *npi Neumatica Cilindrico Parga et al.,
lazo interno H-984 2008)
Biorreactor Gibberella P(a?h:\;?;
de lecho fujikuroi CDBB- 3.5 1200 *npi Neumatica Cilindrico 29005) ”
fluidizado H-984
Biorreactor Gibberella (Escamilla-
de lecho fujikuroi CDBB- 3.5 6830 *npi Neumatica Cilindrico Silva et al.,
fluidizado H-984 2001)

*npi = no presenta informacion.

Como se presenta en la Tabla 3, la escala
industrial no ha sido reportada hasta ahora,
existen muchas posibilidades ante esta
particular situacion y potencialmente se debe a
la limitada informacion acera de modelos de
escalamiento, por lo tanto, es ineludible
continuar con una via de desarrollo en
ingenieria actual para obtener esta informacion
y continuar el estudio de este policétido, y no
solo la bikaverina, si no de muchos otros
metabolitos secundarios fungicos, cuyas
caracteristicas y propiedades permitan el
desarrollo de productos innovadores en
distintos sectores industriales.

Efecto de la presion hidrostatica

La presién hidrostatica dentro del biorreactor,
desde el punto de vista fisico no ha sido
considerada un factor directamente
involucrado en la regulacién metabdlica de G.
fujikuroi para la produccién de bikaverina. No
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obstante, esta variable es importante desde
el punto de vista del disefio y operacién del
sistema, especialmente en biorreactores
Airlift. En estos sistemas, el gradiente de
presion hidrostatica generado entre la zona
de ascenso y descenso promueve la
circulacién del liquido, mejora el mezclado
y contribuye a minimizar zonas muertas, es
decir, regiones transferencia de masa
minimas y movimiento deficiente, aunado
también a los cambios reolégicos del
sistema en funcion del tiempo.
Adicionalmente, un aumento en la presion
hidrostatica incrementa la solubilidad del
oxigeno en el medio liquido, de acuerdo
con la Ley de Henry, de esta manera se
favorece la eficiencia de transferencia de
oxigeno, el cual es un aspecto critico en
procesos aerébicos fungicos. En las ultimas
dos décadas, diversos estudios han
reportado correlaciones entre la presion y
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parametros hidrodinamicos clave, como el
tiempo de mezclado y el coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno
(Chisti, 1998; Joshi et al., 1990; Petersen &
Margaritis, 2001). Esto sugiere que, para un
disefo exitoso, es fundamental comprender los
parametros de mezcla para facilitar un posible
escalamiento industrial, no obstante, la presién
es una variable que afecta directamente en los
procesos de ftransferencia de masa, las
reacciones en las cuales se encuentra
involucrada una fase gas-liquido la presion
juega un papel fundamental puesto que las
velocidades de reaccion estan limitadas por la
resistencia a la transferencia de masa en la
fase liquida, y los biorreactores Airlift al constar
principalmente por un suministro constante de
gas, la tension superficial esta involucrada y
por consecuencia la presién a un nivel micro
molecular. Algunos estudios muestran el efecto
de los cambios de presion sobre el coeficiente
volumétrico de transferencia de masa en la
interfaz liquido-gas en un intervalo de presién
amplio al evaluar diferentes gases, al afirmar
que los coeficientes de transferencia de masa
en fase liquida no son afectados
significativamente con algunos gases nobles,
no obstante, el sistema de Helio p-xileno,
exhibié una disminucion en el coeficiente a una
presién superior a 70 atm. Aunque es un
método que ha aplicado durante afos, es
efectivo y preciso, este método tiene varias
ventajas, como la rapidez en la respuesta del
extensémetro, se pueden medir cambios de
presion muy rapidos sin un retraso de tiempo
significativo, como el que se produce cuando
se utiliza un electrodo de membrana, sin
embargo, la limitacion se encuentra en el
tamafio del extensémetro cuando se trata de
un biorreactor de gran capacidad. Otra de las
principales ventajas es que, aunque los
electrodos de membrana sélo pueden usarse
para determinar la concentracién de unos
pocos gases especiales como oxigeno vy
diéxido de carbono, el presente método puede
aplicarse a cualquier sistema gas-liquido. Pero,
este método no se puede utilizar para sistemas
gas-liquido donde los gases son altamente
solubles debido a que el volumen en ambas
fases puede variar significativamente durante
un experimento, lo que trae como
consecuencia algunos falsos positivos.

En el analisis de la transferencia de oxigeno
en sistemas gas-liquido, la presion hidrostatica
desempena un papel relevante al influir
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directamente en la solubilidad del oxigeno
disuelto, de acuerdo con la Ley de Henry.
En biorreactores Airliff, el aumento en
presion parcial del oxigeno incrementa su
concentracion en la interfase gas-liquido, lo
cual puede favorecer el rendimiento del
coeficiente volumétrico de transferencia de
masa kca.

La ecuacion clasica basada en balances de
masa, como la propuesta por Teramoto et
al. (1974), permite estimar la concentracion
de oxigeno en fase liquida bajo condiciones
donde la difusividad y viscosidad del
sistema se consideran  constantes
(Ecuaciéon 1), donde: C, se refiere a la
concentraciéon de oxigeno en la fase liquida
(g mol/cm®); n;, numero de moles en la
fase liquida (g mol); V, volumen de la fase
liquida (cm3); n, niUmero de moles totales
(g mol); ng; nUmero de moles en la fase
gaseosa (g mol); P Presion del sistema
(atm); V; Volumen en la fase gaseosa
cm® ); z factor de compresibilidad, R
constante de los gases (cm®atm/g mol K);
T Temperatura (K).

C, =n,/V, = (n, —ng)/Vy = (n, — PV;/2RT) [V,
(Ecuacioén 1)

En esta expresion, la presion P se
incorpora explicitamente, reflejando su
influencia sobre la cantidad de oxigeno
gaseoso transferido al liquido. No obstante,
estudios recientes han senalado que, en
condiciones reales, parametros como la
viscosidad del medio o la acumulacion de
biomasa pueden modificar
significativamente la eficiencia  de
transferencia, incluso bajo presién elevada.
Mast et al, (2023) observaron una
disminucién del rendimiento de kia en
medios viscosos, a pesar de mantener la
presion y el régimen de agitacion
constantes.

En consecuencia, aunque la presion
hidrostatica puede mejorar la solubilidad del
oxigeno, su efecto sobre la transferencia de
masa real depende también de las
condiciones reoldgicas del medio, la
geometria del biorreactor y la interaccion
entre las fases, aspectos que deben ser
considerados al estimar kLa de forma mas
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precisa en bioprocesos de cultivo sumergido.
Expertos en fendmenos de transporte han
optado por prevenir estas situaciones durante
una etapa experimental a través de
herramientas computacionales modernas, las
cuales prevén pérdidas de tiempo, como lo que
ofrecen los softwares enfocados en estudios
de la fluidodinamica computacional.
Recientemente, estudios reportados por (Al-
Mashhadani et al.,, 2015), estudiaron un
modelo simulado para dar una respuesta
decisiva en el disefio de un biorreactor Airlift.
Finalmente se dio una respuesta favorable
para evitar zonas muertas asociada a las
deficiencias de mezclado y determinar una
mejora en la transferencia de masa en
bioprocesos, por lo tanto, la presion se
involucra el modelado de flujo de
microburbujas al utilizar la ecuacion de
transporte de momentum, ecuacion 2.

002 + @pyy * Vu, = —VP +V x [0y, (Vu, + Vu])] +
81019 (Ecuacion 2)

En este analisis, se consideran varias
propiedades fisicas relevantes para la
descripcion del comportamiento hidrodinamico
del sistema. La fraccion de volumen de la fase
liquida, representada por @,, se expresa en
metros cubicos de liquido por metro cubico
total del sistema (m3/m?), la densidad del
liquido, p;, se cuantifica en kilogramos por
metro cubico (Kg/m®), mientras que su
velocidad media, u,; , se expresa en metros por
segundo (m/s),el tiempo de residencia o de
operacion se representa con la variable t en
segundos (s) y la presion del sistema se
denota como P, en pascales Pa. Por otro lado,
la viscosidad dinamica del liquido, n, , se mide
en pascal-segundo (Pa *s)y la aceleracion
debida a la gravedad, g, se expresa en metros
por segundo al cuadrado m/s?.

De manera similar, Marroquin-Fandifio et al.,
(2020) exploraron las herramientas de
COMSOL Multiphysics® para evaluar la
dinamica de fluidos computacional para la
construccion de un biorreactor Airlift de lazo
externo a escala milimétrica. Previo al
establecer el disefio de un biorreactor con
Airlift, es necesario realizar una simulacion
computacional para minimizar posibles errores
operativos que puedan afectar directamente el
proceso, y asi, evitar pérdidas monetarias
asociadas a un cambio estructural o de
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materiales, ademas de validar el efecto de
las variables fisicoquimicas que se
discutieron en la presente revision. Esto es
importante, en virtud de que la calidad de
las células podria ser significativamente
alterada. A partir de este enfoque, es
posible analizar diferentes perspectivas que
incluyen areas con impacto académico y
cientifico. Un ejemplo de ello es el disefio
asistido por computadora y herramientas de
Dinamica de Fluidos Computacional, que
permite simular la funcionalidad del
biorreactor desde un enfoque microscépico,
al estimar tedricamente los fendmenos de
transferencia de masa.

Uso de biorreactores en la produccion
de bikaverina

Los biorreactores son dispositivos aislados,
fundamentales en los  bioprocesos,
utilizados para cultivar organismos vivos,
desde  bacterias, levadura, hongos
filamentosos, células vegetales, tejidos,
entre otros. Estos sistemas permiten la
produccion de una amplia variedad de
productos biotecnoldgicos, como farmacos,
enzimas, alimentos funcionales,
metabolitos secundarios, etc. Su
importancia radica en que proporcionan un
ambiente controlado para la proliferacion de
microorganismos o células. Uno de los
desafios mas grandes en bioprocesos, es
la seleccién y disefio de un biorreactor,
debido a que es importante tomar en
cuenta diferentes criterios operacionales en
funcion de lo que se desea obtener como
producto final. Para la producciéon de
bikaverina a partir del hongo G. fujikuroi es
importante tomar en cuenta diversos
factores, esencialmente, lo que se ha
reportado es la limitacion de nitrégeno, el
pH (Limén et al., 2010), aireacion (Giordano
& Domenech, 1999); en el caso de G.
fujikuroi, es fundamental considerar la
sensibilidad de sus estructuras miceliales
frente a los cambios en el régimen de flujo
dentro del sistema de cultivo, los cuales
estan dominados principalmente por el
mecanismo de agitaciéon. Los biorreactores
de tanque agitado representan una
alternativa viable para la produccion de
bikaverina, especialmente en términos de
escalabilidad, dado que su disefo ha sido
ampliamente estudiado y estandarizado a
lo largo del tiempo. Sin embargo, esta
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tecnologia presenta limitaciones importantes.
Entre ellas, destacan el elevado consumo
energético asociado al motor de agitacion v,
sobre todo, el régimen de flujo turbulento
generado por las hélices, que provoca
esfuerzos de corte significativos, los cuales
pueden dafiar seriamente las estructuras
fungicas, en consecuencia, afecta
negativamente el crecimiento y la
productividad del hongo. Merchuk, (1990)
menciona que algunos cultivos vegetales,
incluidos los hongos filamentosos tienden a
formar aglomerados en estructuras metalicas,
al formar una capa superficial en la que
incrementa el factor de ensuciamiento,
tomando en cuenta esta informacion, el uso de
un biorreactor de tanque agitado, es una
alternativa limitada en este tipo de procesos,
por lo que en esta revision se propone analizar
con mayor profundidad la alternativa del uso
de un biorreactor con agitacion neumatica,
este tipo de biorreactores garantizan una
agitacion homogénea y un mezclado eficiente
sin exponer a las células a fuerzas de
cizallamiento que puedan afectar a su
proliferacion y desarrollo, sin embargo, dentro
de los biorreactores de agitacion neumatica
existen diferentes configuraciones
geométricas, desde una columna de burbujeo
hasta biorreactores Airlift.

Los biorreactores de agitacion neumatica
utilizan principalmente la inyeccién de una
corriente gaseosa, generalmente aire, para
garantizar el mezclado vy facilitar la
transferencia de sustancias gaseosas (como
02 y CO2) hacia la fase liquida. A diferencia de
los reactores clasicos de agitacion neumatica
con flujo aleatorio, como las columnas de
burbujas, el disefio especifico de Ilos
biorreactores Airlift permite que el liquido
circule entre dos zonas interconectadas
denominadas “Raiser’ y “Downcomer’ (Siegel
& Robinson, 1992). Actualmente, la
investigacion 'y el desarrollo de los
biorreactores Airlift se han centrado en
demostrar el potencial de este sistema en
nuevas aplicaciones, asi como en modelar las
complejas relaciones entre los parametros de
disefio, operacion, dindmica de fluidos y
transferencia de masa. Existen numerosos
modelos experimentales capaces de describir
el funcionamiento y el rendimiento de estos
biorreactores (Guieysse et al., 2011). Sin
embargo, la validez de dichos modelos suele
estar limitada a aplicaciones y configuraciones
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especificas del reactor. Por ello, en este
trabajo se analizan los modelos mas
relevantes y ampliamente aceptados, con el
objetivo de ilustrar como los parametros de
disefio, operacion y funcionamiento afectan
la dinamica de fluidos y las propiedades de
transferencia de masa.

En los dultimos 25 afos se publicaron
investigaciones relacionadas con la
produccion de bikaverina, con énfasis en
distintas areas de conocimiento. No
obstante, la publicacion acerca del uso de
biorreactores Airlift, dado que la mayoria de
ellas presentan un enfoque electrénico, y
con directrices en instrumentacién y control.
Por lo tanto, se deduce que ambas areas
correlacionadas representan una
oportunidad para realizar aportes
significativos en los campos de Ia
biotecnologia y la bioingenieria. Ver Figura
5.

Los biorreactores Airliff se presentan en
diversas configuraciones, las cuales se
clasifican segun su estructura fisica. Entre
las mas comunes se encuentran los de lazo
interno y lazo externo. En ambos casos, los
biorreactores estan  compuestos  por
compartimientos separados para la zona de
ascenso y la zona de descenso, los cuales
se interconectan mediante tubos
horizontales. Sin embargo, en |la
configuracién de lazo interno, ambas zonas
se encuentran en el mismo recipiente y se
separan Unicamente por un deflector.
Ambas configuraciones ofrecen ventajas
frente a los biorreactores de agitacion
mecanica. Una de las principales
diferencias entre los biorreactores Airlift de
lazo interno y los de lazo externo radica en
la disposicion del conducto de la zona de
descenso. En los sistemas de lazo interno,
este se encuentra dentro del mismo cuerpo
del biorreactor, lo que puede generar zonas
de flujo menos definidas y dificultar la
separacion de fases. En contraste, los
biorreactores de lazo externo presentan un
riser 'y un downcomer fisicamente
separados mediante un circuito externo, lo
que favorece el control de la circulacién del
medio y favorece la eficiencia de la
transferencia de masa y el mezclado, en
consecuencia, reduce la posibilidad de
zonas muertas o cortocircuitos hidraulicos.
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Figura 5. Publicaciones realizadas en los ultimos 25 afios. (barras azules) = acerca de la produccién de bikaverina, (barras
purpuras) = acerca de biorreactores Airlift. (Elaboracion propia)

Esta configuracién resulta especialmente
ventajosa para la produccién de bikaverina
mediante fermentacién aerdbica con G.
fujikuroi, dado que la maxima productividad se
asocia con una distribucion homogénea de
nutrientes, bajos esfuerzos de corte y una
adecuada disponibilidad de oxigeno disuelto.

Por lo tanto, el uso de un biorreactor Airlift de
lazo externo representa una alternativa
tecnologica prometedora para escalar este
proceso de forma eficiente y sostenible,
ademas el suministro limitado de oxigeno
afecta la demanda basal de los
microorganismos, por lo que, la baja
solubilidad de la fase gaseosa provoca que la
aireacibn sea un factor critico en el
escalamiento de procesos fermentativos
(Amaral et al., 2008; Olsvik & Kristiansen,
1992). Ademas, Giordano & Domenech, (1999)
reportaron que las tazas de aireacion en
cultivos sumergidos de G. fujikuroi promueve el
crecimiento y la productividad de bikaverina y
giberelinas, mientras que las tazas bajas
estimulan la productividad de acidos grasos y
fusarina C. En este sentido, el uso de un
biorreactor tipo Airliff, que permite un
suministro continuo de aire sin componentes
mecanicos de agitacion, puede favorecer una
transferencia de oxigeno mas eficiente en
comparacion con otros sistemas,
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especialmente en cultivos de hongos
sensibles al esfuerzo de corte. Estas
caracteristicas lo posicionan como una
alternativa prometedora para procesos de
produccion de bikaverina y para el
desarrollo de estrategias de escalamiento
industrial.

En cuanto a los estudios fisicos vy
fenomenoldgicos que abordan los efectos
de la difusién y transferencia de oxigeno en
procesos bioldgicos, como la fermentacion
de G. fujikuroi para la produccion de
bikaverina, se observa que la informacién
precisa sobre la correlacion entre las
variables fisicoquimicas y metabdlicas del
entorno de reaccion permanece limitada.
Sin embargo, es posible escalar este
proceso a nivel industrial al establecer las
bases tedrico-practicas de la ingenieria
quimica y la biologia. Ademas, es
fundamental mejorar los aspectos fisicos y
operacionales relacionados con el
rendimiento del proceso. Profundizar en
este tema es crucial debido al impacto
potencial en sectores como el alimentario,
textii 'y farmacéutico, al desarrollar
estrategias metodoldgicas para producir
bikaverina a escala industrial.
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Perspectivas hacia la produccion industrial

Actualmente, no existen reportes sobre la
produccion de bikaverina a escala industrial.
La mayoria de los desarrollos industriales en
especies del género Fusarium han estado
dirigidos principalmente a la obtencion de
giberelinas y otras micotoxinas de interés
comercial. Un ejemplo destacado es el proceso
patentado en Estados Unidos en 2010
(Rangaswamy & Balu, 2010), que describe la
produccion de acido giberélico (GA;) mediante
fermentacion en estado sdlido con Fusarium
moniliforme, alcanzando un rendimiento de
hasta 225 g/kg, asi como mas de 15 g/L en
sistemas de fermentacion sumergida.

Estos antecedentes demuestran el potencial
biotecnolégico del género y abren la
posibilidad de explorar estrategias similares
para la bikaverina, un metabolito secundario
con aplicaciones potenciales en las industrias
farmacéutica, biomédica y cosmética. Sin
embargo, las bases para su escalamiento aun
requieren desarrollo y consolidacion, tanto en
términos de comprensién metabdlica como de
ingenieria del proceso.

A medida que se profundiza en Ia
caracterizacion de G. fujikuroi y sus rutas
biosintéticas, y considerando los beneficios
potenciales de la bikaverina en aplicaciones
biomédicas, su produccion industrial se perfila
como un objetivo alcanzable a mediano plazo.

Conclusiones y perspectivas finales
Existen numerosas variables que deben ser
estudiadas y exploradas para mejorar
continuamente los procesos de produccion de
metabolitos secundarios fungicos, como la
bikaverina. Estas variables abarcan aspectos
multidisciplinarios, como biologia molecular,
microbiologia, bioquimica y bioingenieria. La
comprension 'y optimizacion de variables
fenomenoldgicas, como la eficiencia de
mezclado y la transferencia de masa, son
esenciales en procesos fermentativos por su
influencia directa en el desempefio de diversos
bioprocesos. En este contexto, la eleccién o el
disefio del biorreactor debe alinearse con las
caracteristicas especificas del sistema. Para la
produccion de bikaverina al utilizar G. fujikuroi,
factores como el pH, la limitacién de nitrégeno,
la ausencia de sales de fosfato y sulfato, una
adecuada transferencia de oxigeno y bajos
esfuerzos de corte resultan determinantes para
maximizar su sintesis. Por lo tanto, el uso de n
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biorreactor Airlift de lazo externo representa
una alternativa prometedora para
consolidar la producciéon de bikaverina a
mayor escala.
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Resumen

Los codigos de barras genéticos son herramientas esenciales en biotecnologia y biologia evolutiva,
utilizadas para la identificacion de especies y el estudio de la biodiversidad. Sin embargo, la
presencia de microsatélites en estos cddigos puede influir en la precision de la informacion
genética que representan. En este estudio, se realizé un analisis bioinformatico de microsatélites
en codigos de barras de la familia Cactaceae, utilizando la herramienta MFind. Se analizaron 3,203
secuencias obtenidas de la base de datos BOLD, abarcando registros de 26 paises. Se
identificaron tres tipos principales de microsatélites: ACAC, AGAG y ATAT, observando que ATAT
presentd la mayor frecuencia de repeticiones. Ademas, los analisis de correlaciéon revelaron
relaciones significativas entre las repeticiones de estos microsatélites (p = 0.00), sugiriendo
patrones de distribucion que podrian afectar la identificacion de especies mediante cédigos de
barras genéticos. Los resultados resaltan la importancia de considerar la presencia de
microsatélites en estudios filogenéticos y de conservacion.

Palabras Claves: Cédigos de barras genéticos, microsatélites, Cactaceae, bioinformatica, MFind,
biodiversidad.

Abstract

Genetic barcodes are essential tools in biotechnology and evolutionary biology, used for species
identification and biodiversity studies. In this study, we conducted a bioinformatics analysis of
microsatellites in Cactaceae barcodes using the powerful MFind tool. This tool allowed us to
analyze a total of 3,203 sequences from the BOLD database, covering records from 26 countries.
Three main microsatellite types were identified: ACAC, AGAG, and ATAT, with ATAT showing the
highest frequency of repetitions. Correlation analyses revealed significant relationships between
microsatellite occurrences (p = 0.00), suggesting distribution patterns that may influence species
identification using genetic barcodes. The results underscore the importance of considering
microsatellite presence in phylogenetic and conservation studies.

Key Words: Genetic barcodes, microsatellites, Cactaceae, bioinformatics, MFind, biodiversit
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Introduction

Genetic barcodes, particularly DNA barcodes,
are powerful tools in evolutionary biology,
providing insights into species identification,
lineage tracing, and evolutionary processes.
They are short gene sequences that identify
species and understand ecological and
evolutionary dynamics. This is particularly
useful in species identification and evolutionary
studies: DNA barcodes are crucial for
identifying species and understanding species
boundaries, community ecology, and functional
trait evolution. They help in studying trophic
interactions and conserving biodiversity by
providing a standardized method for species
identification across various taxonomic groups
(Gostel & Kress, 2022). The analysis of
microsatellites in the genetic barcodes of the
family Cactaceae is essential due to the
uniqueness and diversity of this plant group,
which includes numerous endemic species
adapted to extreme environments.
Microsatellites, due to their high variability and
distribution in the genome, can influence the
accuracy of molecular identification based on
barcodes. Studying these repetitive elements in
the barcodes of Cactaceae allows us to detect
possible sources of error or ambiguity in the
delimitation of species, which is especially
relevant in a group with a high incidence of
hybridization and morphological convergence.
The Cactaceae family has significant
ecological, economic, and cultural importance,
being key in the conservation of arid and semi-
arid ecosystems, as well as in the provision of
resources for human communities.

A genetic barcode is a short DNA sequence
that identifies and differentiates between
species or genetic material. It serves as a
unique identifier, much like a product barcode,
allowing for the rapid and accurate
classification of organisms or genetic elements.
However, barcodes are susceptible to
repetitions in the form of microsatellites that
influence the genetic information they
represent. The most common types of genetic
barcodes are the Genome Barcodes: These
are unique k-mer frequency distributions
across a genome, used to identify and
differentiate genomes. They are particularly
useful in metagenome binning and identifying
horizontally transferred genes. The DNA
Barcodes are standardized short sequences of
DNA, typically 400-800 base pairs long, used
for species identification. They are widely used
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in ecology, evolution, and conservation to
understand species boundaries and
interactions (Kress, 2017). More
specifically, genetic barcodes are useful in
species identification, where the DNA
barcodes are extensively used to identify
species, aiding in biodiversity conservation
and ecological studies. Also, genome
barcodes help in studying genome structure
and function, particularly in determining
phylogenetic  relationships and gene
transfer events (Zhou et al., 2008).

Some vegetable genes are

commonly used as barcodes.
Genes used as plant barcodes mainly
include rbcL, matK, trnH-psbA, ITS2, and
ycfl. These genes have been developed
and tested to identify plant species and
address questions in systematics, ecology,
evolutionary biology, and conservation
(Dong et al., 2015). The rbcL and matK are
two geneswidely recommended as the
central barcode for plants due to their
species-discrimination ability and universal
applicability (Hollingsworth et al., 2009).
The combination of rbcL and matK provides
a universal framework for  plant
identification. The nuclear marker ITS2 is
commonly used in plant phylogenetic
investigations and shows high levels of
interspecific divergence. On the other hand,
ycf1 is one of the most variable loci in the
plastid genome that is more effective than
other plastid candidates for species
identification (Li et al., 2021). However,
species-level resolution can be challenging,
especially in regions with low floristic
diversity (Braukmann et al., 2017).
Dinucleotide microsatellites, such as AT
repeats, are common in plants and animals.
In plants, AT repeats are the most frequent,
while in animals, AC/TG repeats are more
common. Trinucleotide repeats, such as
TAT, are also prevalent and have been
observed in various plant species (Morgante
& Olivieri, 1993). Also, tetranucleotide and
lengthier microsatellites exist and are used
in genetic studies, especially in rice, where
between 5,700 and 10,000 microsatellites
have been identified (McCouch et al.,
1997). In this context, other studies have
been carried out on the genetic diversity of
cacti in Mexico: 10 microsatellite loci were
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developed for Pachycereus pringlei from the
Sonoran Desert, showing polymorphism with
an average of 6.3 alleles per locus. These loci
help investigate population structure and
genetic diversity (Gutiérrez Flores et al., 2014).
Likewise, in another study, eight microsatellite
markers were developed for Mammillaria
crucifera, endemic of Mexico. These markers
help to describe population structure and
support conservation (Solérzano et al., 2009).

Materials and Method

The MFind tool (Rios-Willars & Chirinos-Arias,
2024) was used for microsatellite analysis, and
a query was made to the BOLD database
(Ratnasingham, 2007) with the classifier
"Cactaceae[tax]" in February 2025. With this,
3,203 barcodes were found in records from 26
countries deposited in 27 institutions
worldwide. For processing, computer
equipment with the following characteristics
was used: Processor 11th Gen Intel(R) Core™
i9-11900K @ 3.50GHz Installed RAM 64.0

>ACAC
ACAC

GB (63.7 GB usable). The system type is a
64-bit operating system with an x64-based
processor. The barcode database and the
MFind output are available in the galaxy
(Afgan et al., 2018) platform link:
https://usegalaxy.org/u/rioswillars/h/cactace
acedb Regarding the use of the MFind tool,
a download of the Java code corresponding
to the software was made. Subsequently,
the database of cactus barcodes was
incorporated for processing. It is essential
to ensure that the database is in multifasta
format and that the first sequence is
incorporated as a "problem sequence". The
first position is the microsatellite to be
searched for throughout the rest of the
sequences, for example, the "ATAT"
microsatellite. Figure 1 is a screenshot of
the beginning of the multifasta file where
the first sequence to be searched is found.
The graphs and correlation calculations
were performed using the statistical tool
MiniTab16.

>GBITS67830-21|Pachycereus tepamo|ITS|AY181560
TCATTGTCGAAACCTGCCCAGCAGAAAGACCGCGAACATGTTTACCCCA

Figure 1. Rendering the sequences in the multifasta file. The first sequence is the problem sequence “ACAC”.

Results

For the ACAC microsatellite, 924 records
corresponding to two hits and 468 records for
one hit were found in the database. Figure 2A
illustrates these findings. A higher prevalence
was found for the AGAG microsatellite than the
previous one, with the highest recorded being
one hit per genetic marker in the database,
998. The records with two hits for that
microsatellite follow this count. Figure 2B
illustrates the counting values for this variable.
Finally, the ATAT microsatellite had the highest
number of hits compared to the previous two.
In this case, the count of six repetitions stands
out, and 576 represents the highest bar in
Figure 2C. It should be noted that the counts
for the cases of zero repetitions were included
in the graphs to contrast the results. This count
represents the absence of the microsatellite in
question  for  genetic markers. The
representation of the count of the three
different microsatellites in surface graph format
clearly illustrates a genetic picture of each
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microsatellite's distribution and prevalence
compared to the others. It also provides
current  information on the genetic
characteristics of these plants. Figure 3 is a
surface illustration of the ATAT vs ACAC
and AGAG microsatellites. There are peaks
in prevalence in the central part and
towards the back of the upper left corner.
This represents relevant information for
genetic markers, such as identifiers of cacti
of particular interest. Finally, we found that
the correlation between the variables is
positive. When ATAT increases, AGAG also
increases (P=.62; p=0.00), as does ACAC
(P=0.65; p=0.00). In this sense, when
ACAC increases, ATAT increases (P=0.70;
p=0.00). Table 1 illustrates the Pearson
correlation P-values for the three variables.
The set of results in .csv format is also
available at the following link on the Galaxy
platform.
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Figure 2. Description of microsatellite findings on the analyzed database. The figures describe the count of barcodes vs
microsatellite repeat. Section A depicts the ACAC microsatellite. Section B depicts the AGAG microsatellite, and Section C
depicts the ATAT microsatellite.
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Figure 3. It shows the surface of the ATAT vs ACAC and AGAG microsatellites. The noticeable peaks describe the
prevalence of ATAT microsatellites vs AGAG and ACAC.

Table 1. Correlation between the variables ATAT, ACAC, and AGAG with p = 0.00

AGAG ATAT
ATAT 0.625
ACAC 0.653 0.705
Discussion and AGAG motifs, with the first showing a
The analysis of microsatellites in the genetic notably higher frequency. This finding
barcodes of the Cactaceae family reveals the suggests that certain microsatellites may be
predominant presence of the ATAT, ACAC, associated with conserved or functionally
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relevant regions within the barcodes, which
could influence the accuracy of molecular
species identification. The significant
correlation between the repetitions of these
microsatellites indicates the existence of non-
random distribution patterns, possibly related to
the adaptive evolution of the family in extreme
environments and its high genetic diversity.
These results highlight the importance of
considering the presence and distribution of
microsatellites when using genetic barcodes for
species delimitation, especially in complex
taxonomic groups such as Cactaceae. The
variability generated by microsatellites can be a
source of error in identification, but it also
represents an opportunity to explore additional
markers of genetic diversity and phylogeny.
Furthermore, detailed knowledge of these
patterns can help improve conservation
strategies by enabling more precise
identification of threatened species and
facilitating decision-making in biodiversity
management and protection programs.

Finally, this study provides a novel perspective
by integrating bioinformatics tools for the
analysis of microsatellites in barcodes, which
can be replicated in other plant families of
biotechnological and ecological interest. The
methodology and results obtained lay the
groundwork for future research aimed at
understanding the  functional role of
microsatellites in plant evolution and
adaptation, as well as their impact on the
effectiveness of molecular identification
systems used in conservation biology.

Conclusions

According to the literature, the results obtained
in this work are congruent with other related
works. The presence of microsatellites in
genetic markers can influence the information
of the barcodes themselves. Likewise, the
MFind tool showed results efficiently, and it is
recommended to use it for future research in
biotechnology and its disciplinary areas. The
count of ATAT-type microsatellites stood out
for their prevalence throughout the database
analyzed, representing an opportunity for their
use as a resource for constructing surface
graphs such as the one presented here. In this
sense, it was observed that the count of
microsatellites such as AGAG and ACAC had a
lower presence and, at the same time, a direct
correlation with ATAT. This suggests that the
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barcodes used for cactus analysis may be
saturated with microsatellites, affecting their
efficiency as genetic identifiers.
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Resumen

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral maligno mas comun y agresivo en humanos y presenta
un pronostico desfavorable. Los tratamientos existentes han tenido un éxito limitado en la
prolongacion de la supervivencia. La heterogeneidad tumoral y la caracterizaciéon precisa del GB
siguen siendo un desafio, y actualmente no se dispone de biomarcadores efectivos y especificos
de la enfermedad. Por lo tanto, la identificacion y comprensién de moléculas clave responsables
del fenotipo maligno del GB permitiran generar nuevos blancos terapéuticos potenciales.

El objetivo de este estudio es identificar genes diferencialmente expresados entre pacientes y
controles, con el fin de reconocer firmas genéticas que permitan diferenciar los tipos de GB.
Reanalizamos cinco conjuntos de datos transcriptomicos de GB disponibles publicamente,
comparando controles y pacientes para la deteccién de genes diferencialmente expresados (DEG).
Ademas, realizamos andlisis de enriquecimiento y supervivencia, y confrontamos los resultados
con la literatura cientifica para proponer biomarcadores diagnésticos y pronésticos potenciales.

Identificamos tres grupos de DEG que afectan diversas caracteristicas que favorecen el desarrollo
tumoral, asi como cuatro DEG que no habian sido previamente reportados en GB. Los genes
identificados representan nuevos biomarcadores potenciales para el diagndstico o la mejora de
tratamientos, y también permiten obtener nuevos conocimientos sobre los mecanismos
moleculares implicados y una mejor comprension de los subtipos de GB.

Los DEG clave son posibles blancos para el diagnéstico, la subtipificacién, el prondstico y el
tratamiento, con el objetivo de mejorar la terapia y la supervivencia en GB. Los hallazgos
principales indican que PDPN estd asociado con la linfangiogénesis y la metastasis, lo que lo
convierte en un marcador atractivo para la clasificacién del GB, mientras que la glicosilacién
alterada sugiere un papel en la progresion del cancer, haciendo de NEBL un buen biomarcador
potencial de progresion.

Palabras Claves: Astrocitoma, Clasificacion, Biologia Computacional, Diagndstico, Transcriptoma.

Abstract

Glioblastoma (GB) is the most common and aggressive malignant brain tumor in humans and has a
bad prognosis. Existing treatments have had limited success in prolonging survival. Tumor
heterogeneity and accurate characterization of GB remain challenging, and effective disease-
specific biomarkers are currently unavailable. Therefore, identifying and understanding of key
molecules responsible for the malignant phenotype of GB will allow the generation of new potential
therapeutic targets.
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The aim of this study is to identify differentially expressed genes between patients and controls to
recognize genetic signatures that will allow differentiation of GB types. We re-analyzed five publicly
available GB transcriptomic datasets, comparing controls and patients for the detection of
differentially expressed genes (DEG). Additionally, we performed enrichment and survival analysis,
and confronted the results with scientific literature to propose potential diagnostic and prognostic
biomarkers.

We identified three groups of DEGs that affect several characteristics that favor tumor development
and four DEGs that had not been reported earlier for GB. The identified genes are potential new
biomarkers for diagnosis or to improve treatments, and they also allow gaining new insights into
understanding molecular mechanisms and a better understanding of GB subtypes.

Key DEGs are potential targets for diagnosis, subtyping, prognosis, and therapy to improve GB
treatment and survival. Main findings are that PDPN is associated with lymphangiogenesis and
metastasis, making it an attractive marker for GB classification as well as the altered glycosylation
indicating a role in cancer progression making of NEBL a good potential progression biomarker.

Key Words: Astrocytoma, Classification, Computational Biology, Diagnosis, Transcriptome.

Introduction

Glioblastoma (GB) is the most common and
lethal variant of glioma. Mean survival is only
14-15 months with 10 % survival probability of
5 years (Gallego, 2015). Improving the survival
time of GB patients remains a challenging
management problem. Patients with GB have a
dramatically poor prognosis due to its cellular
and molecular heterogeneity. For that reason, it
is essential to find molecular targets that can
serve as biomarkers and possible druggable
targets, that should lead to a new classification
system for patient stratification, prognosis
prediction and selection of appropriate
therapies that could provide therapeutic
opportunities for this deadly neoplasm. This
tumor is also flexible and adaptative to different
adverse conditions, such as nutrient
deprivation and other multiple interactions
between the tumor microenvironment and
immune cells that may drive and maintain its
development. The identification of potential
biomarkers in such a complex disease requires
the integration of several data sources and a
data analysis pipeline ensuring correct pre-
processing, filtering and selection of core
genes that could serve the above purpose.

Considering the glioblastoma characteristics,
we searched for gene expression data of
glioblastoma patients and healthy controls, with
the aim to identify a gene signature or some
biomarkers that are potentially good candidates
for diagnosis, subtyping, improving treatment
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and, also to gain new insights to understand
the underlying molecular mechanisms in
GB. To achieve this goal, we identified
differentially expressed genes in five
publicly available GB datasets comparing
controls and patients. This identification
helped us to propose a gene signature for
the differentiation of GB types. Further, we
conducted an enrichment analysis of the
differentially expressed genes (DEGSs) lists.
This allowed the confirmation of previously
known processes in GB and, also, the
identification of new crucial genes that had
not previously been reported in GB. We
selected the principal potential biomarkers
through a thorough literature review and
survival analysis to propose them for
diagnosis or as future drug targets.

Our main finding is that the key DEGs can
be classified into three groups: Genes that
code for proteins of the collagen family
(COL1A1, COL4A2, COLBA1), genes that
code for transcription factors (HOXA10,
HOXD10, HOXAS5) and genes that code for
proteins related to angiogenesis and/or
cellular remodeling and a higher invasive
potential (PDPN, VEGFA, CHI3L1).
Moreover, we found four DEGs that have
not been reported earlier as related to GB
and could have a high potential of being
valuable biomarkers and be possible
druggable objectives. They have been
reported to be implicated in carcinogenesis
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or progression in other cancers but not directly
related to GB (HS3ST4, GCNT4, NEBL,
ST6GALNACH1).

Materials and methods

We selected five data sets from the NCBI GEO
database that compare GB vs. regular brain
tissue expression. Each data set was pre-
processed and analyzed separately. Pre-
processing and quality control were conducted:
selecting random samples from each condition
(GB/normal) to balance samples, gene filtering,
and normalization to prevent mean-variance
dependence. The results of these steps were
confirmed using descriptive statistics.

Transcriptomic analysis.
Further, we identified DEGs using
Bioconductor specialized packages (Carlson,

2017) version 3.16 in R version 4.2.1 and
conducted an enrichment analysis for
common DEGs in DAVID tool . The
direction of differential expression was
reported by fold-change outputs. Main
DEGs were used for survival analysis.

The Genome  Expression  Omnibus
database of NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) was
searched for gene expression data of
glioblastoma patients and healthy controls
(without previous therapy). The datasets
listed in Table 1 met the criteria. Most of
these datasets had chip-seq, non-coding
RNA or even methylation data that were not
used. All datasets were accessed in the
second semester of 2021.

Table 1. Data sets from NCBI with accession numbers, description of content and samples used in our

investigation after random selection.

GEO accession Description
number

Samples used (before - after
random selection)?

GSE119834 (D. RNAseq from GB samples, glioblastoma stem Before: 45 GB; 44 GSC; 9 NSC.
W. Huang et al.,, cells (GSC) and neural stem cells (NSC). 19471 genes.

2009; Mack et al., Fragments Per Kilobase
2019; Sherman transformation.
et al., 2022)

(FPKM)  After: 9 GB; 9 NSC. 19048 genes.

GSE145645 (Xu RNAseq from GB biopsies, normal brain tissues Before: 32 GB; 3 NB. 19774 genes.

et al., 2021) (NB), and cell line counterparts.

transformation.

FPKM-Ig2 After. 4 GB; 3 NB. 17963 genes.

GSE147352 (T. RNAseq from GB biopsies, lower grade gliomas Before: 85 GB; 18 LGG; 15 NB.

Huang et al, (LGG)andNB.

35149 genes.
After: 17 GB; 15 NB. 32661 genes.

RNAseq of normal/tumor tissue pairs of GB Before: 12 GB; 12 NB. 33245

After: 12 GB; 12 NB. 20565 genes.

2021)

GSE151352
patients (same patient). rlog-normalized count genes.
data.

GSE159851

RNAseq from endothelial cells isolated from Before: 5 GB; 6 NB; 6 BM. 20336

(Schaffenrath et primary and secondary brain tumors. GB, genes.

al., 2021)

Adenocarcinoma brain metastasis (BM) and NB. After: 5 GB; 6 NB. 19174 genes.

aFiltered by quality analysis based on descriptive statistics analysis.

Ethical Considerations

This study is based solely on the re-analysis of
publicly available transcriptomic data, which
were generated under the ethical guidelines
and approvals of the original studies. Since the
data used are anonymized and publicly
available, this research falls under the category
of secondary research, which, according to
international and national standards, does not
require new ethical approvals. In Colombia,
Resolution 8430 of 1993 requires ethical
approval for studies involving direct human
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participation or biological samples, but
exempts studies using anonymized, publicly
available data. Law 1751 of 2015
emphasizes the protection of dignity and
privacy, while Decree 1374 of 2013
regulates the use of data in scientific
research, ensuring that anonymized public
data usage does not infringe on patient’s
rights. International guidelines, such as the
Declaration of Helsinki, also confirm that
secondary research using anonymized data

37


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds

Articulos

usually does not require further ethical review.

Summarization

When needed, summarization was performed
to a specific reference human genome for each
data set to ensure analysis of genes using
gene symbols as an identifier. For GSE147352,
GSE151352, and GSE159851, we used
Genome comprehensive annotation for the
Human package available in Bioconductor.

Data preprocessing

Data quality used descriptive statistics
(boxplots, correlations, density plots, and
Euclidean distance dendrogram) to identify
atypical or non-comparable samples. Filters for
non- informative row data were conducted:
zero expression, non-variability between
samples (zero variation coefficient). Some
datasets needed a resampling because of an
excessive difference between the number of
cases (GB) and controls (NB) or because of a
high sample number to balance conditions and
controls. Finally, to correct mean-variance
dependence Variance Stabilizing Normalization
(VSN) (Huber et al., 2002) was applied for data
without previous normalization.

Significance Analysis of Microarrays (SAM)
(Schwender, 2017) was the method used for
identifying DEGs in datasets for continuous
data (microarrays, FPKM transformations,
etc.). Differential gene expression analysis
based on the negative binomial distribution
(DESeq2) (Love et al.,, 2014) was used for
identifying DEGs for raw count data. Both
methods were used with a false discovery rate
(FDR) < 0.05 (Benjamini & Hochberg, 1995) as
control of multiplicity effects and error rate for
many hypothesis tests.

Enrichment analysis

For common DEGs in the five data sets,
enrichment search was conducted using
DAVID tools (https://david.ncifcrf.gov/, 2021
version). Based on the enrichment terms we
grouped them into the main higher category

and searched for their relationship with
processes related to glioblastoma onset,
development, and metastasis that could be
potentially useful for monitoring the disease.
Moreover, a reduced number of genes with
coherent differential expression was chosen for
further analysis to identify potential biomarkers.
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Survival analysis

We used the GEPIA tool (Tang et al., 2017)
for the survival analysis of the main
common DEGs and saved the p-value of
the hazard ratio test (Spruance et al., 2004)
to select the best potential biomarkers.
GEPIA was selected because it allows for
the analysis of disease-free survival and
overall survival.

Gene expression validation using TCGA
To validate our findings and confirm the
results on a larger dataset, we used
UALCAN (Chandrashekar et al., 2017), a
comprehensive web resource for analyzing
cancer omics data. UALCAN provides easy
access to publicly available cancer
transcriptome data from The Cancer
Genome Atlas (TCGA) project. We used
this tool to examine the expression levels of
our candidate biomarker genes in
glioblastoma samples from the TCGA
database. The web resource was consulted
in the 2022 version (Chandrashekar et al.,
2022).

Results

Differentially expressed genes and
functional enrichment

Statistical analysis of the five GB datasets
allowed us the identification of thirteen
commonly deregulated genes identified as
critical genes related to the presence of
tumor processes (Table 2). Their
importance was further investigated through
annotation and enrichment, the interaction
of the protein products, and survival (Table
3).

Survival analysis and Gene expression
validation using TCGA

The main finding of this study, taking
together all steps, is that the DEGs can be
classified into three groups. These groups
are related to molecular subtypes, therapy
response, closed protein interactions
between them, and overall patient survival.
The genes belonging to these three groups
have been reported earlier (Table 3).
Kaplan-Meier analysis shows Disease-Free
Survival (DFS) and Overall Survival (OS)
for the five significant genes identified using
the GEPIA tool. The analysis included
genes where either or both survival metrics
were statistically significant.
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Notably, for COL6A1, both DFS and OS were but not OS for PDPN and NEBL, while OS
significant, suggesting their potential as a was significant but not DFS for VEGFA and
biomarker. In other cases, DFS was significant HOXD10 in glioblastoma.

Table 2: Log fold change values and functional classification of the thirteen key genes identified by differential expression
analysis of five GB datasets.

log2 Fold Change by data set®

DEGs OSET1983 GsEt4s645 GSE147352 GSE151352 GSE159851 Functional group
COL1A1 -1.18 3.79 718 0.44 3.09 Cellular differentiation factors,
' ’ ' ' ’ extracellular matrix related, epithelial-
mesenchymal transition.
Cellular differentiation factors,
COL4A2 -0.52 200 3.82 0.30 343 angiogenesis, extracellular matrix
’ ’ ’ ' ’ related, epithelial-mesenchymal
transition.
COL6A1 -0,51 0,87 1,86 0,19 2,26 Cellular differentiation factors, epithelial-
mesenchymal transition.
HOXA10 -1,84 7,20 10,21 0,79 2,99 Epithelial-mesenchymal transition.
HOXD10 -1.44 6,99 - 0,83 7,69 Epithelial-mesenchymal transition.
HOXAS -11,00 5,65 9,85 0,82 4,89 Epithelial-mesenchymal transition.
PDPN -11,00 1.57 3,91 0,34 1,51 Epithelial-mesenchymal transition.
Cellular differentiation factors,
VEGEA 0.29 1.70 376 037 303 angiogenesis, extracellular matrix
’ ’ ’ ’ ’ related, epithelial-mesenchymal
transition.
CHI3L1 -11,00 1,44 4,97 0,28 3,40 Cellular differentiation factors, epithelial-
mesenchymal transition.
HS3ST4 -6,48 2,22 -348 -1,16 2,1 Epithelial-mesenchymal transition.
GCNT4 -2,60 -1,45 -3,50 -3,06 -2,82 Epithelial-mesenchymal transition.
NEBL -11,00 -0,33 -1,49 -0,53 2,42 Extracellular matrix related.
ST6GALNAC1 -6,86 -1,73 -1,29 -1,36 -3,33

Epithelial-mesenchymal transition.

aShowing a qualitative expression by color. Red for down-regulated and green for up-regulated genes. For additional
information see Supplementary Table.

Moreover, we found four DEGs that have not New potential biomarkers of therapeutic
been reported earlier and could have a high targets in GB

potential for being useful biomarkers and NEBL

possible druggable objectives. These DEGS NEBL is a protein-encoding gene belonging
were  HS3ST4, GCNT4, NEBL, and to the nebulin family. The proteins of this
ST6GALNAC1 which have been reported to be family play an essential role in cell adhesion
implicated in carcinogenesis or progression in and the architecture of the actin filament in
other cancers. Global references related to the cell (Pappas et al., 2011). Upregulation
cancer are listed in Table 3. of the NEBL gene has been reported in

several high-grade and metastatic stage
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Table 3: Thirteen key genes identified by differential expression analysis of five transcriptomic GB datasets, results of their
survival analysis for each of them and summary of the reported implication of these genes in cancer.

Description

Gene Disease free Overall
symbol survival survival

T T
COL1A1 p(HR)=0.24 p(HR)=0.14
COL4A2 p(HR)=0.11 p(HR)=0.35
COL6A1 p(HR)=0.03" p(HR)=0.0058"

COL1A1, COL4A2, and COL6A1 genes are protein-coding genes
that can encode the different types of collagen and belong to the
collagen family (Chandrashekar et al., 2017).

The COL1A1 expression level in GB is much higher than in LGG
(Chandrashekar et al., 2022).

The COL4A2 gene had a significantly high-expression level in
anaplastic astrocytoma and glioblastoma, and its expression level
was closely related to glioma malignancy (Chandrashekar et al.,
2017, 2022; Jiang et al., 2020).

COL6A1 is a highly expressed tumor biomarker, including GB,
with low levels in most normal tissues (S. Sun et al., 2018).

HOXA10 p(HR)=0.32 p(HR)=0.17
HOXD10  p(HR)=0.03" p(HR)=0.03"
HOXAS5 p(HR)=0.49 p(HR)=0.49

Transcription Factor (TF)

A high expression of HOXA10 has been observed in head and
neck squamous cell carcinoma (HNSCC) which correlates with
poor prognosis (Choi et al., 2018).

HOXD10 may play different or even opposite roles at different
stages of GB onset and development. For patients with GB,
HOXD10 may be a valid predictor of prognosis (Feng et al., 2021;
Y. Li et al.,, 2021; Turtoi et al., 2014), but it is an unfavorable
prognostic marker in renal cancer (see proteinatlas.org).

HOXA5 is seen to be dysregulated in several tumor types,
including cervical cancer and breast cancer, suggesting that
HOXAS5 may be an important tumor suppressor (Hussain et al.,
2020).

PDPN (HR)=0.0086" p(HR)=0.35
VEGFA p(HR)=0.17 p(HR)=0.17
CHI3L1 p(HR)=0.16 p(HR)=0.16

Angiogenesis/remodeling

It was observed that PDPN could be considered as a possible
biomarker of stem cells derived from glioma, which confers
resistance to ionizing radiation and would serve as a prognostic
marker on patient outcomes (Sulman et al., 2008).

CHI3L1 and PDPN are increased in GB tumors staining for
markers associated with the mesenchymal gene expression
pattern (Wood et al., 2016).

VEGF and PDPN have been identified as angiogenesis and/or
lymphangiogenesis regulators and might be essential to restrict
tumor growth, progression, and metastasis (Belfort-Mattos et al.,
2016).

CHI3L1 up-regulated VEGF expression in GB; they synergistically
promote endothelial cell angiogenesis (Francescone et al., 2011;
Shao, 2013).

Combination therapies, including anti-CHI3L1 and other traditional
antiangiogenic agents together with chemotherapy/radiotherapy
could be an interesting approach to treat GB (Francescone et al.,
2011).

HS3ST4  p(HR)=0.52 p(HR)=0.52
GCNT4 p(HR)=0.51 p(HR)=0.99
NEBL p(HR)=0.049" p(HR)=0.99
ST6GALN  p(HR)=0.42 p(HR)=0.072
AC1

New Posible Genes implicated in GB

HS3ST4 is involved in post-synthetic modification of heparan
sulfate proteoglycan (HSPG); tumors of different histotypes,
including breast, lung, brain, pancreas, skin, and colorectal
cancer, are characterized by profound alterations in the fine
structure of proteoglycans leading to uncontrolled proliferation,
immune escape, metastasis and differentiation (Knelson et al.,
2014; Zizza et al., 2019).

GCNT4 is a prognostic marker in renal cancer (see
proteinatlas.org); GCNT4 mediates O-Glycan biosynthesis in
mucin-type biosynthesis (GCNT4, 2024; GCNT4 Gene -
Glucosaminyl (N-Acetyl) Transferase 4, 2025). Alterations of O-
glycans, such as increased expression of Tn antigens, are
commonly detected in cancer cells (Gao, 2013). Additionally,
expression of Tn antigen has been described in human
glioblastoma cell lines (Dusoswa et al., 2020) and the developing
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mouse brain but not in healthy human brain tissues (Dusoswa et
al., 2020).

Nebulette (NEBL) overexpression increases cell migration
(Mamizadeh et al., 2021). It could be a favorable prognostic
marker in renal cancer and an unfavorable one in urothelial cancer
(see proteinatlas.org).

High expression of NEBL may be beneficial for the prognosis of
glioma (Liu et al., 2021).

ST6N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 1
(ST6GALNAC1) appears to be a favorable prognostic marker in
head and neck cancer (see proteinatlas.org), overexpression of
ST6GALNACH1 in gastric, breast, prostate and ovarian cancer cell
lines and tissues has been directly associated with poor prognosis
(Hugonnet et al., 2021), it has been observed that other members
of sialyltransferases family could be related with glioma
progression (Cuello et al., 2020; lwasawa et al., 2018; Suzuki et

al., 2005).

"Statistical significance with p-value < 0.05

cancers (Mamizadeh et al., 2021), where NEBL
overexpression increases cell migration
(Hosseini et al., 2018). Currently there is no
information on a clear correlation and
significance of the expression of NEBL and
gliomas beyond a study that proposes that
NEBL is associated with tubuline (Hosseini et
al., 2018) to a greater degree than with actin in
the cytoskeleton of glioma cells (Dunina-
Barkovskaya, 2013).

ST6GALNAC1

The ST6GALNAC1 gene encodes a
homonymous protein that is a sialyltransferase
expressed in the Golgi apparatus and transfers
sialic acid to the O-linked sugar chain of the
spleen backbone, receptor protein and
produces the sialyl-Tn antigen (STn antigen).
The STn antigen is overexpressed in some

adenocarcinomas, including colon, gastric,
pancreatic, breast, prostate, and ovarian
adenocarcinomas, but has limited or no

expression in normal organs (Marcos et al.,
2004). The functions of the STn antigen are
thought to be related to cell-to-cell attachment
and cell migration, but recent studies have
suggested associations with cancer
aggressiveness and poor prognosis (Ferreira et
al., 2013; Ozaki et al., 2012).

Since ST6GALNAC1-positive cancers are
associated with poor prognosis, targeting
ST6GALNAC1 and STn antigen could be an
attractive novel treatment to prevent metastasis
and recurrence of adenocarcinomas, including
colorectal cancer (Ogawa et al., 2017). In the
case of gliomas and GB, it is unknown what
their correlation and significance could be,
since there are currently no studies in this
regard. The confirmation of the significance of
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this gene was not established based on the
TCGA data and therefore, more than the
other genes, which significance was
validated using TCGA data, it needs to be
validated experimentally.

HS3ST4

Heparan sulfate (HS) is a highly sulfated
glycosaminoglycan found on the cell
surface and in the extracellular matrix. It is
involved in cell-cell and cell-matrix
communications and regulates the binding
of a large number of ligands, resulting in a
variety of physiological and pathological
effects, such as in embryonic development,
cell growth and differentiation, homeostasis,
inflammatory response, tumor growth and
microbial infection (Hellec et al., 2018).
Altered expression of HS- modifying
enzymes has been frequently observed in
cancer. Consequently, dysregulation of the
HS biosynthetic machinery results in
dramatic changes in HS structure, affecting
a variety of fundamental cellular processes
involved in tumorigenesis and cancer
progression, including proliferation,
migration, apoptosis and immune evasion
(Denys & Allain, 2019).

It has been observed that the increase in
the expression of HS isoenzymes such as
HS3ST4 may involve a mechanism that
allows tumor cells to modulate the
activation of natural killer (NK) cells and
thus prevent their elimination, thus
promoting evasion of the immune system
by tumor cells (Denys & Allain, 2019; Hellec
et al, 2018). Although HS3ST4 is
abundantly expressed in the cerebral cortex
and cerebellum (Denys & Allain, 2019) to
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date there are no studies that correlate its
expression in gliomas.

GCNT4

Members of the glucosaminyl (N-acetyl)
transferase  (GCNT) family are critical
mediators in the synthesis, branching, and
oligomerization of the mucin backbone (H. Sun
et al., 2020). Altered glycosylation is a hallmark
of cancer (H. Sun et al., 2020). Members of the
GCNT family, including GCNT2, GCNT3, and
GCNT4, have been previously identified as
being associated with multiple human
malignancies, influencing cancer genesis by
regulating cell growth and apoptosis in
pancreatic, prostate, and colon cancer (Hu et
al.,, 2021; Zeng et al.,, 2022). However, the
relationship between the expression levels of
GCNT and GC family members has not been
thoroughly investigated, including their
expression and significance in gliomas.

Discussion

Cancer is a group of diseases characterized by
abnormal cell growth and the potential to
spread. Both environmental and genetic factors
are crucial in cancer development. At the
cellular level, oncogenes promote uncontrolled
growth, whereas tumor suppressor genes
protect against malignancy. Interestingly, some
genes, such as the NOTCH receptors—key
components of the evolutionarily conserved

a MES

/ MTC e

PRO
PPR

Notch signaling pathway—can function
paradoxically as both oncogenes and tumor
suppressors, depending on the context
(Aster et al.,, 2017; Shen et al.,, 2018;
Soussi & Wiman, 2015; Yip et al., 2010).

Transcriptomic studies help classify tumors
into subtypes, aiding therapeutic response
and clinical outcomes. The study's analysis
aligns  with  previous classifications,
including Verhaak et al.'s proneural, neural,
classic, and mesenchymal GB types
(Verhaak et al., 2010). It also considers
potential contamination and integrates
signaling  process-based classifications
(Kim et al., 2021; Wang et al., 2017).
Combining transcriptional analysis results
with these elements harmonized
classifications, revealing proneural and
mesenchymal characteristics, which may
result from PMT, a mechanism similar to
EMT in other cancers. EMT involves
carcinoma cells improving their invasive
capacity, losing cell polarity, and acquiring a
mesenchymal phenotype, promoting
metastasis (Behnan et al., 2019; Garofano
et al., 2021; Kim et al., 2021; Wang et al.,
2017) (Figure 1a-1b).

CLA

PRO

Fig 1 a-b: Proposed transcriptomic profiling and signaling pathway-based integration classification in GB. (a) Describes at
each vertex the main transcriptomic types described to date, each edge represents subtypes based on analyzes of signaling
pathways and transitions that have been observed experimentally between the PMT analogous to what happens in other
types of cancer with EMT so that the tumors can manage to prosper. (b) Venn diagram between the transcriptomic types,
subtypes based on signaling routes and clusters analyzed in this document. PRO: Proneural, MES: Mesenchymal CLA:
Classical, GPM: Glycolytic/Plurimetabolic, MTC: Mitochondrial, NEU: Neuronal, PPR: PRoliferative/PRogenitor, PMT:
Proneural-mesenchymal transition, 1-5 Cluster of GB patient samples analyzed.
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A key unresolved question is whether PMT
arises intrinsically or is induced by the tumor
microenvironment (TME). Some evidence
points to PMT being triggered by external
factors like chemotherapy and radiotherapy
(Lau et al., 2015; Lu et al., 2012; Segerman et
al.,, 2016; Yang et al., 2021), while other
studies highlight internal master regulators
such as STAT3, C/EBPB, TAZ, and NF-kB as
key drivers (Yang et al.,, 2021; Zhang et al.,
2020). Additionally, members of the HOX
family of transcription factors have been
implicated in modulating carcinogenesis, with
context-dependent effects that can either
promote or suppress tumor progression (Feng
et al,, 2021; Q. Li et al., 2014; Shah et al,
2012).

Within this context, several molecular markers
have emerged as potential tools for
classification and therapy. PDPN, a mucin-like
transmembrane protein  associated  with
lymphangiogenesis and metastasis, is widely
expressed across tumors. Its interaction with
receptor type C lectin-ike 2 (CLEC-2)
promotes platelet aggregation and metastasis,
while also modulating cytoskeletal dynamics to
enhance migration, invasion, and angiogenesis
independently of VEGF pathways (Grau et al.,
2015; Modrek et al, 2020). Given its
expression patterns and the results of GEPIA
analyses, PDPN represents a promising
marker for GB classification.

Similarly, NEBL, which encodes a cytoskeletal
matrix protein, is overexpressed in various
high-grade and metastatic cancers (Coéser et
al., 2010; Hosseini et al., 2018). Although it has
not been previously linked to GB, GEPIA data
suggest a potential association  with
progression-free survival, making it a candidate
for further study and potential therapeutic
targeting.

Another hallmark of cancer is altered
glycosylation, involving the dysregulation of
sialyltransferases and heparan sulfate (HS)-
modifying enzymes (Vajaria & Patel, 2017).
High-grade gliomas often exhibit elevated
levels of terminal sialoglycans  and
sialyltransferases (Hugonnet et al.,, 2021). In
this study, we observed aberrant expression of
glycosylation-related genes, including
ST6GALNAC1, GCNT4, and HS3ST4. While
their specific roles in GB remain unclear, their
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dysregulation suggests involvement in key
processes such as proliferation and
migration (Denys & Allain, 2019). Notably,
ST6GALNAC2 was enriched in E2F and
MYC target pathways, and E2F7 has been
shown to activate EZH2 transcription, which
in turn induces MTOR signaling, a crucial
pathway in glioblastoma progression
(Ahmad et al., 2024).

In addition to  glycosylation-related
pathways, remodeling of the extracellular
matrix (ECM) plays a crucial role in glioma
progression.  This  dynamic  process
facilitates the activation and migration of
endothelial cells, thereby promoting tumor
angiogenesis. Within this context, members
of the collagen gene superfamily such as
COL1A1, COL4A2, and COLG6A1, have
been implicated in the angiogenic cascade
and may serve as potential biomarkers or
therapeutic targets for GB classification and
treatment (Pan et al., 2020).

However, interpreting gene expression data
related to ECM components and other
molecular features requires consideration of
the inherent biological complexity of
glioblastoma. Differences in gene
expression trends across datasets can be
attributed to several factors, including
biological variability, inclusion of different
cell types, technical differences, and
sample composition. GB's heterogeneity,
maintained by GSCs, contributes to its
resistance to treatment and presents
challenges and insights for targeted
therapies. Finally, but not least importantly,
the observed differences in gene
expression trends, particularly the
significant variance between the
GSE119834 dataset and the other four
datasets, could be attributed to several
factors. Biological variability is a primary
factor, as the GSE119834 dataset includes
glioblastoma stem cells (GSC) and neural
stem cells (NSC) in addition to glioblastoma
(GB) samples, while the other datasets
focus primarily on GB and normal brain
tissues. This inclusion of different cell types
might influence gene expression profiles
and lead to distinct trends. Furthermore, the
multiform and progressive nature of GB
may lead to the evolution of molecular
profiles in other datasets towards those
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observed in the GSE119834 dataset.
Glioblastoma tumors  exhibit  significant
heterogeneity at both the single-cell and spatial
levels, driven by distinct populations of cells
with specific transcriptional signatures and the
unique microenvironments created by hypoxia
gradients. This heterogeneity, as noted by (Ou
et al.,, 2020), is maintained by GSCs with
concordant genomic mutations, contributing to
the tumor's chemo- and radioresistance. Given
the dynamic nature of GB, the molecular
profiles observed in the other datasets may
transition or evolve towards those seen in the
GSE119834 dataset, which captures the
complexity of GB more comprehensively. This
potential for molecular evolution highlights the
importance of considering PMT and other
transition mechanisms in the study of GB.

The integration of data from UALCAN, TCGA,
and GEPIA in our study has provided a
comprehensive view of gene expression in
glioblastoma. Each dataset has its strengths:
UALCAN offers an accessible interface for
survival analysis and gene expression
validation, TCGA provides a rich, detailed
dataset that allows for in-depth genomic and
transcriptomic analysis, and GEPIA bridges the
gap between TCGA cancer data and GTEx
normal tissue data, offering a broader context
for gene expression analysis. Despite these
strengths, the discrepancies observed in the
gene expression trends across these datasets
can be attributed to several factors:

® Sample Composition and Heterogeneity:
The composition of samples in each
dataset can differ significantly. For
instance, TCGA and UALCAN primarily
focus on tumor samples, while GEPIA
includes normal tissue data from GTEX,
which may affect comparative analyses.

® Technical Variations: Differences in
sequencing technologies, data processing
pipelines, and normalization methods
across these platforms can lead to
variability in gene expression
measurements.

® Biological Variability: Intrinsic biological
differences, such as tumor heterogeneity,
different subtypes, and the tumor
microenvironment, can contribute to
inconsistent gene expression patterns
observed in different datasets.
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Our study demonstrates that integrating
multiple datasets can enhance the reliability
of biomarker identification and provide a
more nuanced view of the molecular
underpinnings of glioblastoma.

Conclusions

Glioblastoma is one of the most aggressive
and lethal human brain tumors. The high
invasiveness, the propensity to disperse
throughout the brain parenchyma, and the
elevated vascularity and necrosis make
these tumors extremely recidivist, resulting
in a short patient median survival even after
surgical resection and chemoradiotherapy
(D’Alessio et al., 2019). There is a growing
body of evidence demonstrating the
existence of PMT, which suggests that first-
line therapy for a primary disease may not
work effectively for recurrent tumors due to
this situation (Kim et al., 2021). In order to
contribute to the understanding, diagnosis
and treatment of glioblastoma,
transcriptomic studies for tumor
classification are crucial for -classifying
tumors into subtypes, aiding in therapeutic
response and clinical outcomes. The
classifications align with prior studies and
integrate signaling processes. Proneural-
Mesenchymal Transition is analogous to
EMT in other cancers and is significant in
GB. PMT may be intrinsic or induced by
external factors like = chemotherapy,
radiotherapy, or master regulators such as
STAT3 and NF-KB.

Regarding the potential biomarkers we
identified through the integrative
transcriptomic  analysis and  further
confirmation, the main findings are that
PDPN is associated with
lymphangiogenesis and metastasis, making
it an attractive marker for GB classification.
Collagen Superfamily genes like COL6A1
are significant in tumor angiogenesis and
prognosis. NEBL, a cytoskeletal matrix
protein, is also proposed as a potential
target for GB therapy. The altered
Glycosylation represented by
sialyltransferases and HS  modifying
enzymes show altered expressions,
indicating a role in cancer progression that
could be used for therapeutic decisions.
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Moreover, it is important to mention that
differences in gene expression trends across
datasets are due to biological variability,
inclusion of different cell types, technical
differences, and sample composition. GB's
heterogeneity contributes to its treatment
resistance and presents challenges and
insights for targeted therapies and findings
need to be validated in different populations
and ancestries. These findings underscore the
importance of considering various genetic,
molecular, and environmental factors in
developing effective cancer treatments,
particularly for GB. It seems clear that to
combat GB there must be a change from
classic cytotoxic chemoradiotherapy to more
targeted therapies, considering the high degree
of heterogeneity and molecular complexity of
the tumor. GB subtyping is a key process to
impact a patient's survival by providing
targeted therapies.
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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo obtener un bioplastico a escala de laboratorio a partir de
sustratos generados mediante fermentacion sumergida, mediante un proceso dividido en dos
fases: fermentacion y polimerizaciéon. Primero, se selecciond el microorganismo y se formularon
medios de cultivo convencionales y alternativos para la fermentacion. En estos medios se produjo
acido lactico, materia prima para la polimerizacion. La fermentacién se ejecutd a nivel laboratorio
con la cepa seleccionada, y el acido lactico generado se purificé y caracteriz6 mediante analisis
fisicoquimicos. El experimento se realizd por triplicado en dos medios: PDA y residuos vegetales
como sustrato alternativo. Se obtuvo acido lactico en ambos casos, con concentracién maxima de
9.34 g/L y pH promedio de 2.46 en el medio de residuos vegetales. La produccion se confirmo
mediante espectroscopia UV-Vis e infrarroja. En la segunda fase, se ajustd y llevé a cabo la
polimerizacion, consistiendo en las etapas de preconcentracién, oligomerizacion y polimerizacion,
adaptadas a las condiciones y equipamiento del laboratorio. El bioplastico se caracterizd
fisicoquimicamente. Las pruebas infrarrojas identificaron grupos funcionales especificos, mientras
que el analisis reoldgico evidencié un comportamiento pseudoplastico. El peso molecular promedio
del polimero fue 16,327.43 g/mol. Ademas, se realizaron ensayos de biodegradabilidad que
resultaron positivos. Finalmente, un analisis econdmico evidencié la alta viabilidad del proceso para
su aplicacion en laboratorio.

Palabras Claves: fFermentacion, Residuos Vegetales, Bioplastico,  Polimerizacion,
Biodegradabilidad.

Abstract

The objective of this research was to obtain a laboratory scale bioplastic from substrates obtained
by submerged fermentation; a process, which consisted of two parts: a fermentation process and
polymerization. First, the microorganism used was selected and the means of conventional and
alternative crops for fermentation were formulated, where the material (lactic acid) was obtained
that it will be used to get the polymerization; The fermentation process was performed at the
laboratory level, in order to produce lactic acid from the microorganism strain, which was purified
and characterized by physicochemical form. This was carried out in triplicate for two different culture
media PDA and vegetable wastes as alternative substrate, obtaining lactic acid in both media, with
a maximum concentration of 9.34 g / L and a pH of 2.46 for the average vegetable waste. To verify
the production of lactic acid tests Ultraviolet visible and infrared spectrums were used. In the
second step the process suitable polymerization to laboratory conditions as equipment, reagents
and time was set; the process contained three steps pre-concentration, oligomerization and
polymerization completed bioplastic production stages was characterized by physicochemical form.
Infrared tests were performed to identify the functional groups, and observing rheological tests that
it has a pseudoplastic behavior, and the calculation of the average molecular weight was 16327.43
g / mol. Besides, biodegradability tests that tested positive were performed. Finally, the economic
analysis was obtained feasibility high of application to laboratory level.

Key Words: Fermentation, Waste Vegetable, bioplastic, Polymerization, Biodegradability
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Introduction

The accumulation of substantial quantities of
plastic waste represents a critical
environmental challenge, primarily due to the
recalcitrant nature of conventional plastics
stemming from their non-biodegradable
chemical architecture (Elnashar, 2011).
Transitioning from  petrochemical-derived
plastics to biodegradable alternatives offers a
viable strategy to mitigate the environmental
burden imposed by persistent plastic
residues. Biodegradable plastics can be
managed as organic waste streams, enabling
their disposal in sanitary landfills or controlled
composting facilities where  microbial-
mediated degradation occurs over
significantly reduced timeframes. Such
bioplastics are typically synthesized from
renewable biomass resources of both animal
and plant origin (IBAW, 2005).

Polylactic acid (PLA) constitutes one of the
most extensively investigated biodegradable
polymers, synthesized via the polymerization
of lactic acid monomers (Garcia et al., 2004).
Lactic acid (2-hydroxypropanoic acid), a
chiral alpha-hydroxy acid, serves diverse
industrial  sectors  including  chemical
synthesis, pharmaceuticals, food technology,
and bioplastic manufacture, with production
routes encompassing both chemical and
biotechnological processes. Chemical
synthesis methods often yield a racemic
mixture containing equimolar amounts of the
D- and L- stereoisomers, resulting in optical
inactivity—a significant drawback for certain
applications (Serna, 2005). Conversely,
biotechnological production employs
microbial ~ fermentation, enabling the
generation of optically pure enantiomers,
either D(-) or L(+) forms, depending on the
microorganism and fermentation conditions
utilized (Hofvendahl & Hagerdal, 2000).

Among lactic acid-producing microorganisms,
Rhizopus oryzae, a filamentous fungus
classified within the Zygomycetes, is
prominent for its capacity to biosynthesize
optically pure L(+)-lactic acid with high yield
efficiency. This strain displays metabolic
versatility by fermenting diverse
lignocellulosic agro-industrial residues,
thereby valorizing waste streams while
concomitantly producing lactic acid along with
ancillary metabolites such as ethanol (Feng-
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Wei, 2023). Solid waste accumulation
represents an additional anthropogenic
environmental concern, where plant-derived
biomass residues constitute a significant
proportion. These plant wastes infiltrate
subsurface lithospheric strata, potentially
compromising water quality through leachate
generation and pollutant dispersion (Eswaran
et al., 2001).

Plant biomass is inherently rich in complex
carbohydrates, rendering it an attractive
carbon source for microbial bioprocesses,
including the fermentative production of lactic
acid by R. oryzae. This valorization pathway
provides a dual environmental benefit by
reducing net CO, emissions associated with
plant biomass decomposition and generating
value-added bioproducts. Therefore, the
substitution of persistent synthetic polymers
with biodegradable bioplastics derived from
renewable carbonaceous feedstocks, such as
lignocellulosic plant residues, emerges as a
sustainable solution to ameliorate multiple
environmental impacts.

The objective of this study is to develop an
integrated bioconversion process utilizing
submerged fermentation with R. oryzae to
transform plant waste substrates into
bioplastics precursors, thereby contributing to
the reduction of environmental contamination
linked to both conventional plastic
persistence  and  agricultural residue
accumulation.

Materials and Methods
Microorganism

The R. oryzae strain utilized in this study was
procured from the Venezuelan Center for
Microorganism Collection (CVCM), accession
number 3031, at the Central University of
Venezuela (UCV). Subsequently, the
biomass was subjected to lyophilization for
preservation.

Reactivation of R. oryzae strain

Lyophilized R. oryzae  strain  was
reconstituted using sterile deionized water
and subsequently inoculated onto Potato
Dextrose Agar (PDA) medium. The
inoculated plates were incubated under
ambient laboratory conditions (approximately
22-25°C) for a period of five days.
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Morphological characterization was
performed to confirm fungal identification, in
accordance with established protocols
(Guevara et al., 2010; FAO, 1985; Schaad &
Jones, 2001).

Inoculum Preparation

Spores were harvested from mature R.
oryzae cultures cultivated on Potato Dextrose
Agar (PDA) plates. The spore suspension
was prepared by rinsing the agar surface with
10 mL of 0.1% (w/v) Tween-80® aqueous
solution to facilitate spore detachment. The
resultant suspension was then subjected to
filtration to remove mycelial fragments and
agar debris. Spore concentration was
quantified using a hemocytometer (Neubauer
chamber) under microscopic examination,
following established protocols (Sanchez-
Rosario & Sanchez, 2011; Khunnonkwaoa et
al., 2012; Gil-Horan et al., 2008; Guevara et
al., 2010; Cafiedo & Ames, 2004).

Culture media

The alternative culture media utilized for
submerged fermentation processes consisted
of the following raw material concentrations
(g/L): potato (200), sweet potato (330), carrot
(100), beetroot (300), and cassava (100).
This base was further supplemented with
(g/L): sodium phosphate (0.40), ammonium
sulfate (2.0), magnesium sulfate (0.25), and
zinc sulfate (0.40). Vegetables were
subjected to washing, mechanical crushing,
and drying in accordance with standard
COVENIN 1156-79, maintained at 70 °C for a
duration of 4 days. The conventional culture
medium employed was Potato Dextrose (PD)
broth, prepared by boiling 200 g of potato in 1
L of distilled water, followed by filtration
through cheesecloth, dilution at a 1:1 ratio
with distilled water, and supplementation with
glucose at 30 g/L. The pH of all culture media
was adjusted to 6.0 prior to inoculation.

Fermentation Process

Bioreactors consisted of 250 mL Erlenmeyer
flasks containing 50 mL of either the
alternative or conventional fermentation
medium. The culture media were sterilized by
autoclaving at 121 °C for 15 minutes,
followed by aseptic inoculation with a R.
oryzae spore suspension at a concentration
of 1 x 10”6 spores/ml. The bioreactors were
incubated at 30 °C with agitation at 150 rpm
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on an orbital shaker for periods of 24, 48, and
72 hours. Fermentation at each time point
was terminated by thermal inactivation at 80
°C for 15 minutes. Subsequently, the
fermentation broth was filtered through pre-
weighed Whatman No. 5 filter paper to
separate the biomass (Bulut et al., 2004).
Experiments were conducted in triplicate.

Lactic Acid Recovery and Biomass
Quantification

Lactic acid produced during fermentation was
recovered from the supernatant via a liquid-
liquid extraction process. In 250 mL flasks,
the fermentation broth was acidified to pH 3
using 1 N hydrochloric acid, followed by the
addition of ethyl acetate as the organic
solvent. The mixtures were agitated at 150
rpom on an orbital shaker for 30 minutes. The
resultant biphasic mixture was transferred to
a separating funnel to isolate the organic
phase. The collected organic phase
underwent simple distillation to evaporate and
recover the ethyl acetate, leaving behind
purified lactic acid. The final lactic acid
solution was stored in sterilized glass
containers for subsequent analyses (Nufes
et al., 2009).

For biomass quantification, filter papers
containing the harvested mycelium were
dried at 80 °C until a constant weight was
achieved, and biomass concentration was
determined gravimetrically (Canedo & Ames,
2004). Results are expressed as grams of dry
biomass (mycelium) per liter of culture.

Quantification of Lactic Acid

Lactic acid concentration in the filtrates was
determined using the ferric chloride
colorimetric assay, following the
methodologies of Nurbalgis et al. (2015) and
Orozco & Solarte (2003). An aliquot of 5 mL
from each filtrate was combined with 3 mL of
1% (w/v) FeCl; solution. The solution was
then acidified by adding 1 mL of 1N HCI per
100 mL of FeCl;. Absorbance measurements
were recorded at 440 nm using a
spectrophotometer. Quantification was based
on a lactic acid standard calibration curve
ranging from 0.000 to 4.056 g/L, adapted
from Marquez (2020). All measurements
were performed in triplicate. Final lactic acid
concentrations were expressed as grams per
liter (g/L).
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Quantification of Consumed Substrate

Substrate  consumption, expressed as
reducing sugars, was quantified using the
phenol-sulfuric acid method as described by
the Nuffield Foundation (1984). To 1 mL of
the sample, 1 mL of 5% (w/v) phenol solution
and 5 mL of 98.5% sulfuric acid were added.
The mixture was incubated for 20 minutes,
during which it was gently agitated at 5-
minute intervals to facilitate chromophore
development. Absorbance was measured at
490 nm. A standard curve was prepared with
D-glucose over the concentration range of
0.000 to 0.600 g/L. Results were expressed
in grams of substrate consumed per liter

(g/L).

Characterization of lactic acid

Quantitative analysis

The characterization of lactic acid was
conducted by measuring its refractive index,
acidity, relative density, and viscosity. These
physicochemical properties were determined
according to the procedures established in
the COVENIN standards 702:2001, 1116:77,
and 658:1997, with the exception of viscosity,
which was assessed following the
methodology described by Chavez et al
(2023).

Qualitative analysis

Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy was employed to identify the
functional groups present in lactic acid
(Skoog, 2001). A total of six samples, three
from the conventional medium and three from
the alternative medium, were analyzed
directly in the liquid phase without any mixing.
Two drops of each sample were placed
between two potassium bromide (KBr) plates
(Skoog, 2001). Spectral acquisition for each
sample was conducted under Vvarying
instrumental conditions to achieve optimal
resolution, characterized by sharp and
intense absorption bands whenever possible.
Once the optimal spectrum was obtained for
each sample, the spectral scale was
calibrated in terms of wavenumber.

Production of polylactic acid

A pre-concentration step was conducted via
simple distillation of 100 mL of lactic acid
obtained from fermentation. The sample was
heated for three hours within a temperature
range of 40 to 60 °C. The concentration of
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lactic acid was quantified by a colorimetric
titration using 1 M sodium hydroxide (NaOH)
as the titrant and phenolphthalein as the
indicator (Jiménez, 2012).

The polymerization process comprised two
distinct stages: oligomerization (dehydration)
followed by polymerization. During the
oligomerization phase, 30 mL of lactic acid
was subjected to continuous heating at 150
°C and dehydrated wusing a vacuum
distillation apparatus. The system pressure
was progressively lowered to 22 inches Hg
vacuum, maintaining these conditions for a
duration of 4 hours (Pinzén et al., 2006).

Subsequent polymerization was initiated
upon attainment of the target vacuum level.
Tin chloride (SnCl;) was introduced as a
catalyst, and the reaction mixture was
maintained at a constant temperature of 170
°C under a steady vacuum of 22 inches Hg.
This stage proceeded for an additional 4
hours, during which polymer formation was
monitored (Pinzén et al., 2006).

Characterization of polylactic acid
Molecular Weight Estimation

Molecular weight was determined by
measuring the intrinsic viscosity of polymer
solutions  prepared in chloroform at
concentrations ranging from 0.9 to 2.0% wiv.
The measurements were conducted using an
Ostwald viscometer maintained at 25°C,
following the methodology outlined by
Jimenez (2012). The molecular weight was
subsequently calculated utilizing the Mark-
Houwink-Sakurada equation:

n=5.45x10*xM""
Where:
n: intrinsic viscosity, d.u.

M: molecular weight, g/mol

Structural analysis

A structural assessment of the polymer in
solid state was conducted using infrared
spectroscopy to characterize its functional
groups. For sample preparation, the polymer
was finely ground and homogenized with
anhydrous, spectroscopic-grade KBr at a
1:100 sample-to-KBr weight ratio using a
mortar. The resulting mixture was
compressed into a pellet, which was
subsequently positioned in the
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spectrophotometer sample holder for spectral
acquisition.

Degradation of the polymer

A hydrolytic degradation study of the polymer
was conducted in two distinct media: acidic
and neutral. Buffer compositions were
adjusted to maintain a constant ionic strength
of 0.15. The protocol involved immersing
each sample in 6 mL of buffer solution within
test tubes as follows:

Acidic medium: samples were immersed in 6
mL of phosphate buffer at pH 4.5 and
incubated in a water bath at 36 °C.

Neutral medium (physiological conditions):
samples were immersed in 6 mL of
phosphate buffer at pH 7.0 and incubated in a
water bath at 36 °C.

Enzymatic degradation was evaluated using
Lipase 20 in a phosphate buffer solution at
pH 7.0 and 36 °C. Polymer samples were
placed in test tubes containing 10 mL of the

buffer solution with an enzyme concentration
of 1 mg/mL (Bueno, 2012).

Polymer exposure to microorganisms
Biological degradation assays  were
conducted using the environmental fungus
Aspergillus  niger and the bacterium
Pseudomonas aeruginosa, both obtained
from the National Institute of Agricultural
Research (INIA-CENIAP). Sample
preparation and dimensions matched those
used in hydrolytic and enzymatic degradation
tests. Polymer specimens were incubated
with these microorganisms for a duration of
nine days, following protocols established by
Swapnil et al. (2015) and Usha et al. (2011).

Results

Production of lactic acid

Figures 1 and 2 present the kinetic profiles of
fermentations conducted using both
conventional and synthetic media. Figure 3
illustrates the lactic acid production yields
obtained from fermentations employing
conventional versus alternative media
formulations.
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Figure 1. Kinetic analysis of lactic acid biosynthesis employing non-conventional substrate media
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Figure 2. Kinetic analysis of lactic acid biosynthesis employing conventional media
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Figure 3. Yields for the production of lactic acid using the conventional and alternative media

Statistical analysis
Figures 3 until 7 show the statistical analysis.
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Figure 3. Standardized Pareto diagram for biomass.
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Characterization of lactic acid
The results of physic-chemical tests show in Table 1.
Table 1. Properties obtained from lactic acid
Properties Conventional media Alternative media Reference date
Density 984 Kg/m® 976 Kg/m® 1174.8 Kg/m?®
Viscosity 9.95x10* Kg/m.s 9.3x10™* Kg/m.s 28.5x10% Kg/m.s
pH 2.6 24 -
Refraction Index 1.33 1.33 1.44
Titratable acidity 1.323% 1.458% -

The IR spectrum of the lactic acid obtained by the conventional media is shown in Figure 8 and for
the alternative media in Figure 9.
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Figure 8. IR spectrum of the lactic acid obtained with the conventional media at 24 hours of fermentation.
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Figure 9. IR spectrum of the lactic acid obtained with the alternative media at 24 hours of fermentation.

Polylactic acid production
The outcomes of lactic acid pre-concentration are presented in Table 2.

Table 2. Pre-concentration of lactic acid

Alternative media Conventional media
Inicial concentration (g/L) Final concentration (g/L) Inicial concentration (g/L) Final concentration (g/L)
9.33 65.70 14.84 76.50

The data pertaining to polylactic acid production are presented in Table 3.

Table 3. Polylactic acid prodution

Polylactic acid production

Alternative media (g/L) Conventional media (g/L)

20.15 20.00

Characterization of polylactic acid
The results of the titratable acidity analysis for polylactic acid are summarized in Table 4.

Table 4. Polylactic acid titratable acidity

Polylactic acid titratable acidity

Alternative media (% acidity) Conventional media (% acidity)

0.0054 0.0045

The infrared (IR) spectra of polylactic acid (PLA) synthesized using conventional media and
alternative media are presented in Figures 10 and 11, respectively.
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Figure 11. IR spectrum of the polylactic acid obtained with the alternative media.

Figure 12 illustrates the response of the solutions to variations in the fluid cutting speed.

Apparent viscosity (cP)

Figure 12. Representation of the viscosity of solutions of different concentration of the polylactic acid versus the cutting
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The results of polylactic acid molecular weight show in Table 5.

Table 5. Polylactic acid titratable acidity

Average Molecular Weight of the Biopolymer Reference Average Molecular Weight
Alternative media (g/mol)  Conventional media (g/mol) | Polycondensation (g/mol) ROP

(g/mol)
16327.43 15695.90 <1.6x 10* 2.0x10% a 6.8x10°

Table 6 shows the different pH in polylactic solutions for hydrolytic degradation.

Table 6. Measurement of pH in different media arranged for hydrolytic degradation.

Day Polylactic acid obtained from conventional media Polylactic acid obtained from alternative media
Acidic medium (pH) Neutral medium (pH) Acidic medium (pH) Neutral medium (pH)
0 4.5 7.0 45 7.0
1 3.5 5.0 35 5.0
2 3.0 4.0 3.0 4.0
3 2.6 3.0 2.6 3.0
4 2.3 3.0 23 3.0
5 2.0 3.0 2.0 3.0
6 2.0 3.0 2.0 3.0

The results of polylactic acid hydrolytic, enzymatic and biological degradation show in Figures13
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Figure 13. Samples of polylactic acid tested for hydrolytic degradation.
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Figure 14. Samples of polylactic acid tested for enzymatic degradation.
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Figure 15. Samples of polylactic acid tested for biologycal degradation.PLA-C: Polyactic acid from conventional media. PLA-
A: Polylactic acid from alternative media.

Discussion

Production of lactic acid

Figures 1 and 2 illustrate the characteristic
growth phase of R. oryzae as previously
documented (Xuefeng et al., 2011; Gil-Horan
et al., 2008). During fermentation, both media
exhibited similar lactic acid production
kinetics, albeit with distinct final
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concentrations at 72 hours: 9.34 g/L in the
conventional medium versus 14.84 g/L in the
alternative  medium. The conventional
medium demonstrated a higher initial
concentration of reducing sugars (27.21 g/L)
compared to the alternative medium (12.08
g/L). However, substrate utilization efficiency
at 72 hours was superior in the alternative
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medium, achieving 91.97% consumption
relative to 68.93% in the conventional
medium, indicative of enhanced fermentative
performance in the alternative substrate
formulation.

Comparing the results obtained (Table 2) with
the research carried out by Xuefeng et al.
(2010) and Gil-Horan et al., (2003) it can be
noted that a higher yield was obtained than
these (Table 7). In addition, the yield obtained
in this case is congruent with other reports;
however, for some cases the yield obtained is
similar and in others it is greater. Table 7
summarizes the different reports of
production of lactic acid by different
microorganisms and substrates considering
the results of the present study.

Characterization of polylactic acid

The percentage of acidity (Table 4) of the
titrated samples is very close between them,
that is, it cannot be noticed a notable
difference between them, therefore the
degree of polymerization in the samples is
similar. These values may be because for
both monomers used for the polymerization,
both the conventional and the alternative
media were used at the same concentration,
the same polymerization times, as well as the
amount of catalyst, were used. Thus, it can
be said that the biopolymer obtained from the
alternative medium is as acceptable as the
one produced from the conventional medium,
in addition that the low acidity percentage
indicates that the acid used as the monomer
reacted mostly in the polymerization process,
therefore had a good performance.

The IR spectrum of the polylactic acid
obtained from the conventional medium
(Figure 10) shows the functional groups
characteristic of the structure of this polymer,
such as the carbonyl group (C=0) in 1750
cm', the strong signal of methyl (CHs) at
1425cm™' and 2987cm', and finally another
signal of the CO bond of the carboxyl group
at 1035cm' and 1209cm-! respectively (Pavia
et al., 2020). Observing the spectrum
obtained qualitatively confirms that there is
presence of polylactic acid since the
functional groups corresponding to it are
clearly reflected; The same occurs with the IR
spectrum of the polylactic acid obtained from
the alternative medium (Figure 11).

In Figure 12, it is observed that the viscosity
decreases with increasing the cutting speed
of the fluid. Welty et al. (2007) says that when
viscosity varies according to shear stress,
shear rate and / or temperature we are in the
presence of a non-Newtonian fluid. In
addition, when this fluid decreases its
viscosity by increasing the rate of deformation
we are in the presence specifically of
pseudoplastic fluids. When comparing the
results with those expressed by Chatillon
(2012), it was found that the rheological study
of polylactic acid is of pseudoplastic
tendency, equal to that obtained in the
present investigation. The values obtained for
the molecular weight of the polylactic acid
(16327.43 g/mole for the alternative media
and 15695.90 g/mole for the conventional
media) (Table 5) are congruent with those
reported by Zuluaga (2013)

Table 7. Lactic acid production reports.

Author Microorganism Substrate Yield

Tatum & Peterson (1935) Steptococccus lactis Glucose 94.00%
Lactobacillus casei 93.00%
Lactobacillus delbrueckii 95.00%

Pan et al. (1940) Lactobacillus delbrueckii Molasses 87.30%

Cordon et al. (1950) Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus Potato starch 61.90%
pentosus 91.20%
124-2 79.40%
Lactobacillus delbrueckii
NRLB--445

Rehm (2009) Lactobacillus delbrueckii Glucose 90.0%

Xuefeng et al. (2011) Rhizopus oryzae Glucose 78.75%

Gil-Horan et al. (2008) Rhizopus oryzae Solid orange waste 82.00%

Orozco & Solarte (2003) Lactobacillus delbrueckii (NRRL B--763) Glucose 90.21%
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where it is indicated that molecular weight
for the synthesis of PLA by
polycondensation is 1.6 x 104 Da, while
the molecular weights synthesized
according to the ring-opening
polymerization (ROP) method are between
2 x 10 to 6.8 x 105g/mole (Zuluaga,
2013).

Results for hydrolytic degradation show in
Figure 13 where it is observed that where
it was observed during the first three days
that the samples that were exposed to the
media began to turn white and had small
cracks in its surface, in addition, it was
possible to notice the presence of bubbles
in the middle which is indicative of the
evolution of dioxide of carbon (CO2)
characteristic of a decomposing material
(Meneses et al., 2007). The remaining
days of the test the samples were
completely white, with larger cracks and
even small particles detachment. In the
same way, the presence of bubbles in the
media was maintained; all these changes
give evidence of the degenerative process
that the samples suffered. These results
are congruent with Bueno (2012). In these
latter two methods the pH decrease was a
characteristic presented as indicative of
the degradation (Table 6).

With enzymatic degradation (Figure 14) it
was possible to visualize particles
detachments on the first day of the
sample, some bubbles indicative of CO:
evolution. On the final day the samples
were extracted from the medium observing
that it turned white, like those mentioned in
the test of hydrolytic degradation, cracking
and detachment of particles evidencing
the degenerative process that the sample
underwent in this test. These results were
congruent with those presented by Bueno
(2012).

The last method was biological
degradation (Figure 15), in which the
samples were exposed to two
microorganisms, one fungus (A. niger) and
one bacterium (P. aeruginosa), in Petri
plates for 9 days. The results are shown in
Figure 15 where three samples can be
seen on each plate, which are PLA-C
(biopolymer obtained from the
conventional medium), PLA-A (biopolymer
obtained from the alternative medium) and
polypropylene Petroleum). The
deterioration of the biopolymer samples
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obtained was evident, showing surface
cracking, color change and texture change
in both samples. Unlike the PLA-C and
PLA-A samples, Polypropylene did not
undergo any changes when exposed to
microorganisms, which indicates that the
degeneration of the other samples shows
the effectiveness of the degradation.

Conclusions

The maximum achieved concentration of
lactic acid using conventional and
alternative media was 14.84 g /L and 9.34
g / L respectively. The yields of lactic acid
achieved from both media were 80% and
84% respectively, expressed as grams of
lactic acid produced between grams of
consumed substrate. The degrees of
acidity of conventional and alternative
media were 1.323% and 1.458%,
respectively. The total polymerization time
was 8 hours. The amounts of bioplastic
obtained from the lactic acid
polymerization of the conventional medium
and the alternative media were 20.00 g
and 20.15 g respectively. The average
molecular weight of the bioplastic obtained
from the lactic acid polymerization of the
conventional media was 15695.90 g/mole.
The average molecular weight of the
bioplastic obtained from the lactic acid
polymerization of the alternative media
was 16327.43 g/mole. The bioplastic
obtained from the polymerization of lactic
acid from the conventional and alternative
media according to various tests is
biodegradable.
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Resumen

Los residuos solidos que se generan en el mundo se pueden contar en miles de millones de
toneladas al afio. Muchos de estos residuos se pueden clasificar de acuerdo a su origen, donde
pueden ser empleados como materia prima para la generacion de productos biotecnolégicos con
alto valor. En el presente documento se describen las caracteristicas de los residuos
agroindustriales, componentes, las alternativas de aplicacién y valorizacién de residuos organicos
como son Hylocereus undatus y Vitex gaumeri por sus caracteristicas proponiendo emplearlos en
sistemas de fermentacién en estado sdlido para la obtenciéon de enzimas con miras a ser utilizadas
en la industria alimentaria.

Palabras Claves: Residuos agroindustriales, pectinasas, fermentacion

Abstract

The solid waste generated in the world can be counted in billions of tons per year. Many of these
wastes can be classified according to their origin, where they can be used as raw materials for the
generation of high-value biotechnological products. This document describes the characteristics of
agroindustrial waste, components, alternatives for application and valorization of organic waste
such as Hylocereus undatus and Vitex gaumeri due to their characteristics, proposing to use them
in solid state fermentation systems to obtain enzymes with a view to be used in the food industry.

Key Words: Agroindustrial waste, pectinases, fermentation
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Introduccién

La generacidon de residuos agroindustriales ha
incrementado debido que son pocas las
propuestas para su uso alternativo, asi como la
viabilidad econémica de algunas de estas. En
determinadas zonas del pais, como la zona
maya del estado de Quintana Roo, en donde
se mantienen practicas tradicionales, las
cuales no contemplan el aprovechamiento de
residuos vegetales, al considerarlos que no
son fuente de nutrientes, lo que ha ocasionado
la acumulacién de residuos organicos en
tiraderos clandestinos sin tratamiento para su
debida incorporaciéon en el suelo en forma de
sustrato.

Algunas causas de importancia que impactan
en la generacion de residuos organicos sin un
segundo uso han sido la mala calidad
postcosecha de diferentes frutas de la region
maya, lo que se refleja en su baja
comercializacion. Asi mismo, su
comercializacién y consumo casi excluivos
como fruta fresca de Hylocereus undatus
(pitahaya), del cual no existen procesos
semiindustriales que cuenten con la
estandarizacion de sus parametros de calidad,
Unicamente se han reportado procesamientos
artesanales que permiten la elaboraciéon de
muy pocos productos de consumo local,
mientras que para Vitex gaumeri (yax-nik) no
existe una explotacion y por ende un
aprovechamiento, al ser considerado un
residuo agroforestal. De acuerdo con la
bibliografia existente se ha reportado parte del
aporte nutrimental por lo que es necesario
realizar mas estudios para la definicion de
aplicaciones.

Por lo tanto, las consecuencias de que la
problematica de residuos organicos
incremente, representan un riesgo ambiental
de consideracién por la posible contaminacién
de suelos, focos de infeccion, propagacion de
plagas, ademas de, impactar econédmicamente
el poder adquisitivo de la regién, debido a la
perdida de variedades o especies autéctonas
y, a su vez inciden en la desaparicion de
platillos tradicionales. Siendo importante el
establecimiento de estrategias de reduccion de
los residuos agroindustriales que actualmente
forman parte de los contaminantes medio
ambientales.

BioTecnologia, Ao 2025, Vol. 29 No.2

Marco teodrico

Residuos

Se estima que a nivel mundial las
actividades humanas generan 12 000
millones de toneladas de residuos sélidos,
estos provienen de la produccion de
alimentos, agricultura, industria, plasticos,
hogar, entre otros (ONU, 2023).

Segun la Ley General para la Prevencion y
Gestién Integral de los Residuos (Ultima
Reforma DOF 08-05-2023), en su articulo 5
fraccion XXIX indica como “Residuo:
Material o producto cuyo propietario o
poseedor desecha y que se encuentra en
estado sélido o semisélido, o es un liquido
0 gas contenido en recipientes o depdsitos,
y que puede ser susceptible de ser
valorizado o0 requiere sujetarse a
tratamiento o disposicion final conforme a lo
dispuesto en esta Ley y demas
ordenamientos que de ella deriven.”

Dentro de esta ley se puede encontrar la
clasificacion especial de los residuos,
destacando los residuos generados por las
actividades pesqueras, agricolas, silvicolas,
forestales, avicolas, ganaderas, incluyendo
los residuos de los insumos utilizados en
esas actividades. Segun Kumla et al (2020)
define como residuos agroindustriales a
aquellos que son generados por los
sectores agricolas, ganadero, y de los
alimentos.

Clasificacion de los residuos
agroindustriales

Los residuos agroindustriales son
generados de la produccion de alimentos,
de los -cultivos agricolas y el sector
ganadero; en particular de los alimentos, se
generan mas residuos a partir de
tubérculos, frutas, hortalizas, semillas
oleaginosas, pescado, cereales, carnes y
productos lacteos.

Estudios han demostrado que la produccién
de alimentos representa la mayor
produccion de residuos con respecto a
otras industrias, se estima que, hasta un
tercio de los alimentos producidos en el
mundo, terminan como residuos (Diaz,
2022).
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De acuerdo con Diaz (2022) los residuos
agroindustriales se pueden clasificar en
agricolas e industriales.

Los residuos agricolas provienen del proceso
del campo como hojas, tallos, vainas, y
aquellos que se generan después del proceso
como cascaras Yy pulpas. Los residuos
industriales son aquellos generados durante el
procesamiento de los alimentos como frutas y

Los residuos agroindustriales normalmente
son depositados en vertederos o se
queman generando dafios ambientales y de
salud a los seres humanos y la vida
silvestre. Por su composiciéon pueden ser
usados para la obtenciéon de productos de
interés, como biocombustibles, metabolitos
secundarios, enzimas, productos de
fermentacion, entre otros productos. En la
figura 1 podemos ver una clasificacion

verduras, generando bagazos, cascaras y general de los residuos agroindustriales.
pulpas.
_ Residuos
Residuos industriales
agricolas ,
® Cascaras
* Hojas . * Melazas
¢ Tallos Residuos * Bagazos
* Vainas agroindustriales - orujos
* Pulpas * Tortas
* Madera ® Pulpas
* Corteza * Mucilagos
¢ Raices e Semillas
¢ Granos e Fibras
* Pastas

Figura 1. Clasificacién de los tipos de residuos agroindustriales en residuos agricolas y residuos industriales (Diaz, 2022).

Composicion de los residuos agroindustriales
La composicion de los residuos
agroindustriales, como cascaras de citricos,
pulpa de manzana, salvado de trigo, salvado
de arroz, restos del prensado de aceites, etc.

La cascara de manzana contiene un 43%
de celulosa mientras que la cascara de pifia
un 75% de hemicellulosa y el salvado de
maiz hasta un 49% de lignina (ver tabla 1)
(Kumla et al. 2020).

Tabla 1. Composiciéon quimica y relacion C/N de residuos agroindustriales empleados en fermentaciones en estado sélido
(Kumala et al, 2020).

Residuos Composicion (% peso base seca) Relacion
agroindustriales Celulosa Hemicelulosa Lignina CI/N
Pulpa de manzana 43 24 20 48/1
Paja de cebada 23-33 21-22 14-19 82-120/1
Cascara de café 43 7 9 49/1
Salvado de maiz 34 39 49 ND
Tallos de maiz 34-61 19-24 7-9 57-80/1
Salvado de arroz 35 25 17 12-48/1
Cascara de piia 22 75 3 771
Cascara de papa 35 5 4 25/1
Cascara de naranja 9-14 6-11 1-2 102/1
Cascara de limén 12 5 2 ND
Cascara de naranja 12 10 3 18-29/1

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2
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Por la composicion que estos residuos
presentan se han estudiado para extraer
componentes bioactivos como
polisacaridos, proteinas, enzimas, fibras,
aceites esenciales, antioxidantes,
vitaminas, minerales y aromas (Diaz,
2022).

Pitahaya (Hylocereus undatus)

La pitahaya (no pitaya) cuyo nombre
cientifico mas ampliamente usado para
esta especie es Hylocereus undatus
(Haw.) Britton & Rose, sin embargo, fue
recientemente reclasificada como

Selenicereus undatus (Haw.) D.R. Hunt
(Korotkova et al., 2017), sin embargo, esta
ultima reclasificacion es poco usada. Se
considera originaria del Sureste de México
o del norte de Centroamérica (Carnevali et
al., 2023) (ver figura 2).

Figura 2. Imagen a) planta de pitahaya y b) fruto (Acosta, 2021) que son producidos en Quintana Roo, México.

Descripcién botanica

La pitahaya es uno de los frutos tropicales
mas conocidos y ampliamente cultivado por
su delicado sabor y exdtica apariencia, con
su superficie externa de color rosado
intenso o rojo brillante y la pulpa del interior
blanco salpicado de una miriada de semillas
negras (Carnevali et al., 2023).

Hylocereus undatus es una cactacea
perenne, epifita, trepadora con forma
triangular, carnosa y de tallos verdes
articulados, normalmente crece en arboles
0 piedras, debido a que puede sostenerse
de sus raices. Produce un fruto de forma
esférica o de forma ovoide de 10 a 12 cm
de diametro (ver figura 2), con pulpa blanca
y semillas negras dispersas en la pulpa, la
cascara tiene colores que va del rojo al
purpura y esta cubierta por bracteas,
salientes con forma triangular (Centurion et
al. 2008).

Composicion

El fruto de la pitahaya se compone por su
pulpa, semillas y cascara, la pulpa y
semillas comprenden aproximadamente del
60-80 % del peso total del fruto. El fruto
tiene un peso de 200-570 g.

Esta fruta tiene un colorante natural debido
a su contenido de betacianinas que brindan
un color rojo a la cascara de la fruta. En su

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2

composicién destaca su alto contenido
de agua entre el 82.3-89%,
carbohidratos de 11.6-13.55%, proteina
de 0.5-1.4%, fibra dietética del 0.3 %,
asi como diversos compuestos como
vitaminas, minerales (hierro, calcio,
forsforo) y aminoacidos, de igual manera
contiene  acidos organicos, fibras
solubles, fitoalbuminas y betalainas
(Mercoado Silva 2018, ICBF 2018,
Morales de Ledn et al., 2015).

Produccioén

En el estado de Quintana Roo segun
SADER en 2022 se reporté que existian
1,813 hectareas de cultivo de las cuales
se cosecharon 1535 hectareas. También
se ha registrado que en promedio se
generan 4.5 toneladas del fruto por cada
hectarea sembrada. Por lo tanto, con
respecto a la generacion del desecho de
la cascara de pitahaya se puede estimar
que se producen entre 1631-3263
toneladas de céscaras al afo.

YA'AXNIK (Vitex gaumeri)

La especie Vitex gaumeri pertenece a
uno de los 16 géneros taxonémicos que
pertenecen a la familia Lamiaceae, es
conocida en lengua maya como
Ya’'axnik, es un arbol que se distribuye
en México en los estados de Yucatan,
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Quintana Roo, Campeche, Chiapas,
Guerrero, Michoacan, Morelos y Tabasco,
asi como en toda Centroamérica hasta
Nicaragua (ver figura 3).

Es un arbol que llega a medir hasta 30
metros de altura, con un diametro de hasta
80 cm, posee un tronco recto con ramas
ascendentes y copa irregular. Su corteza se
encuentra fisurada con irregularidades, es

escamosa, de color crema amarillenta a
rojizo a verdoso que cambia a pardo

oscuro, fibrosa y amarga. El grosor de la
corteza es de entre 6 a 9 cm. Sus hojas
estan divididas como una mano abierta,
sus flores son de color violeta morado
en racimos (ver figura 3). Los frutos son
de color verde oscuro, globosos y de
sabor dulce.

2016).

Los frutos maduros tienden a caer del arbol
y después de varios dias se secan por el
efecto del sol. En la figura 4 se observan
frutos secos que presentan colores café

Usos

El estado de Quintana Roo cuenta con una
gran diversidad de flora, por lo cual la
madera es un elemento importante en la
industria forestal local. Vitex gaumeri es una
especie con buen aprovechamiento de
maderables (Hernandez, 2020). Este arbol
se usa como combustible, lefia y carbdn v,
de acuerdo a sus usos tradicionales se
emplea de manera medicinal para tratar el
asma y los resfriados.
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intensos con cortezas duras, pero a su
vez esponjosas, de igual forma, se
pueden observar las semillas secas de
Vitex gaumeri.

Figura 4. Residuos agroforestales de Vitex gaumeri a) fruto seco b) semilla que fueron secados al sol de manera
natural después de caer por madurez de los arboles.

Fermentacion

Varios autores sugieren que la palabra
fermentacion viene del latin “fermentare”
que significa “al cielo”, otros dicen que
viene del verbo latin fervere lo cual
significa hervir (Martinez, 2020). La
fermentaciéon es un proceso bioquimico
metabdlico, en el cual los sustratos
generan energia produciendo sustancias
organicas.
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En un proceso de fermentacion se pueden

generar de productos como bebidas
(cerveza, sidras, tequilas, wiskis, vinos),
cereales (panes, pasteles), vegetales
(semillas de cacao, frutos de cacao,
aceitunas), carnes o embutidos (jamones
curados) y lacteos (yogurt, quesos); al igual
que otros productos como enzimas,
metabolitos secundarios, aditivos,
colorantes, entre otros.

Los procesos de fermentacion han ayudado
a la transformacion de gran variedad de
productos alimenticios mejorando
propiedades organolépticas o]
enriquecimiento las propiedades a estos
alimentos.

Clasificacion

Las fermentaciones segun Puerta (2010) se
pueden clasificar de acuerdo al producto
final de la siguiente manera:

a. Fermentacién  acética, es una
fermentacion producida por
Acetobacter, bacterias aerobias que
transformar el alcohol en acido acético
como resultado de la oxidacion.

b. Fermentacion alcohdlica, en este
proceso los azucares se transforman a
etanol y COz, es producida
normalmente por levaduras, siendo
Saccharomyces cereviceae la mas
utilizada.

c. Fermentacién lactica, este proceso se
usa la lactosa como fuente de carbono
para producir acido lactico, por lo
general, los microorganismos mas
empleados para este tipo de
fermentacion pertenecen a las familias
Lactobacilacea y Enterobacteriacea.

d. Fermentacion butirica, es la
transformacion de azucares en acido
butirico, por medio de la bacteria
Clostridium butirycus.

De igual manera, el proceso de
fermentacion se puede dividir segun las
condiciones que esta presente, como la
fermentacion sumergida, en la cual se
necesita mayor cantidad de agua con
respecto a una fermentacion en estado
solido, esta Ultima se desarrolla en
condiciones mas similares a las que los
microorganismos crecen en la naturaleza.

Fermentacion en estado sélido

La fermentacion en estado sdlido (FES) es
uno de los procesos biotecnolégicos mas
antiguos conocidos por la humanidad.
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Muchas culturas tienen como tradiciéon
preparar alimentos fermentados.
Alimentos como el tofu, yogur, Kkéfir,
quesos, cervezas, vinos, sidras, pan,
chocolate, café, kombucha, encurtidos,
etc. Los cuales son fermentados de

manera tradicional empleando
microorganismos como hongos vy
bacterias durante el proceso de
fermentacion.

En este tipo de fermentacion se deben
considerar aspectos como las
condiciones del medio, pH, temperatura,
microorganismo, sustratos, tamafio de
particula y capacidad de absorcién de
agua; mediante las cuales se busca
imitar a las condiciones reales de
crecimiento de los microorganismos.

En la actualidad la FES puede ser usada
para la obtencion de diversos productos
de alto valor, dentro estos productos de
alto valor podemos tener la obtencion de
antibidticos, enzimas, hongos,
biosurfactantes, gomas, alimentos para
animales, azucares fermentables,
colorantes, bioetanol y biodiesel
(Pastrana, 2009).

Soportes de fermentacion es estado
solido

En los sistemas de fermentacion es
estado sélido se debe considerar el tipo
de sustrato o soporte a usarse. Es decir,
el sustrato se refiere a aquello que
proporcione los nutrimentos necesarios
para el crecimiento del microorganismo,
asi como su posterior generacion del
producto de interés.

Dentro de las caracteristicas a
considerar para un soporte se
encuentran las siguientes: deben ser
insolubles en agua y a los buffers que se
adicionan, contener la  cantidad
necesario de carbono y nitréogeno,
poseer una estructura granulométrica
que permita la adherencia y penetracion
del microorganismo, que solo sea
fermentable por un tipo de
microorganismo y poca capacidad de
aglomeracion o apelmazamiento.

En otro punto tenemos aquellos que solo
funcionan como soporte donde no
proporcionan nutrientes a los
microorganismos, pero se les puede
adicionar soluciones con sustrato y a su
vez  proporcionando la humedad
necesaria. Kumar (2018) menciona que
los residuos agroindustriales como:
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pulpas de frutas, bagazos, cascaras de
frutas, tallos, hojas y salvados de cereales
pueden ser empleados como sustratos y
soportes para procesos de fermentacion
estado soélido. Por su parte, Callejas (2015)

describe que soportes inertes como:
espuma de poliuretano, amberita, zeolita,
vermiculita, pozolano, perlita y tezontle no
aportan nutrientes para que los
microorganismos  puedan crecer en
procesos de fermentacion sdélida generando
una desventaja contra los residuos
agroindustriales.

Microorganismos usados en fermentacion
en estado sélido

Los microorganismos usados en la
fermentacion en estado solido, son
importantes, ya que son los responsables
de producir los metanolitos de interés. Para
su seleccidn se deben considerar aspectos
como capacidad de aprovechamiento de
polisacaridos, capacidad de adherencia y
penetraciéon en la particula usada como
soporte o sustrato y, uso de agua necesaria
para su desarrollo.

Dentro de los microrganismos mas usados
para procesos biotecnolégicos de
fermentacion solida se encuentran las
bacterias, las levaduras de los géneros

Brettanomyces, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces y hongos destacando
Aspergillus, Penicillum, Rhizopus,

Trichoderma y gran numero de bacterias
como Bacillus, Lactobacillus, Acetobacter,
Acinetobacter entre otras.

Enzimas

Las enzimas se pueden definir como
catalizadores bioldgicos, que permiten llevar
a cabo reacciones bioquimicas a altas
velocidades, no se consumen durante la
reaccion y, en general, presentan un
elevado grado de especificidad.

En el area de los alimentos las enzimas son
de suma importancia debido a los cambios
que experimentan los alimentos, pudiendo
ser beneficiosos o perjudiciales. Muchos
productos alimenticios se obtienen a partir
de las enzimas propias de los alimentos vy,
en algunos casos en necesario afiadirlas
para la elaboracion de alimentos
fermentados.

En uso de enzimas se remonta tiempo
antiguos, donde se usaban ciertas hojas
para envolver la carne provocando el
ablandamiento, y el uso de estémagos de
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animales causando la coagulacion de
lacteos.

Actualmente el uso de estas enzimas se
enfoca en la conservacion de alimentos,
el uso de materias primas de manera
mas eficiente y mejora de la calidad
sensorial de los alimentos.

Las enzimas se pueden clasificar de
manera general en oxidorreductasas,
transferasas, hidrolasas, liasas,
isomerasas y ligasas.

Pectinasas

Las pectinas forman parte de |la
estructura en las células vegetales,
generan cadenas ramificadas de
compuestos metilicos, ésteres y acidos
galacturénicos, por lo tanto, Ilas
pectinasas son enzimas que hidrolizan
la pectina hasta acido galacturénico.

Las pectinasas se pueden clasificar en
poli-galacturonasas, pectina liasas y
metil-esterasa, segun el modo de accion
y el sustrato.

Clasificacion

Kumar et al. (2018), clasifica las
pectinasas de interés industrial de la
siguiente manera:

Protopectinasas.- También llamadas
pectinosinasas, las cuales degradan la
protopectina insoluble que esta presente
en frutos inmaduros y da lugar a pectina
soluble altamente polimerizada.

Pectina metilesterasas.- A menudo
denominada pectina pectilhidrolasa,
pectinesterasa, pectasa, pectina

demetoxilasa y pectolipasa, es una
esterasa de &cido carboxilico vy
pertenece al grupo de enzimas
hidrolasas, son responsables de la
eliminacién de ésteres metoxilo, lo que
resulta en pectinas acidas y metanol.

Poligalacturonasas.- Son las enzimas
pectinoliticas que catalizan la escision
hidrolitica del poligalacturénico en
presencia de agua. Las
poligalacturonasas son clasificadas en
dos clases; endopoligalacturonasas y
exopoligalacturonasas. Las enzimas
endopoligalacturonasas hidrolizan los
acidos poligalacturonicos y liberan
acidos oligogalacturénicos; mientras
que, las enzimas exopoligalacturonasas
hidrolizan los acidos pécticos y liberan
monogalacturonato.
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Pectina liasas.- Las liasas (o
transeliminasas) realizan una degradacion
no hidrolitica de pectatos o pectinatos,

caracterizados por un efecto
transeliminativo, division del polimero
péctico. Las liasas rompen los enlaces
glicosidicos en el cuarto carbono vy

simultaneamente elimina el hidrégeno del
quinto carbono, produciendo un producto
insaturado.

Aplicaciones generales

Las pectinasas se pueden usar en el
procesamiento de vegetales, vinos, jugos,
textiles, extraccion de aceites, tratamiento
de aguas, aditivos, geles, papel e industria
farmacéutica. (Chilakamarry et al., 2020).

Diversos residuos agroindustriales
mayormente empleados para la produccion
de pectinasas son: bagazo de manzana
(Ibarra-Cantin et al. 2020), bagazo de
azucar de cafia (Alzahrani et al. 2023; Aita
et al. 2019), salvado de arroz (Abdullah et
al. 2018; Janarny & Gunathilake 2020),
cascara de pifia (Aruna 2019), residuos de
aceite (Balakrishnan, 2021), biomasa
vegetal y frutal (Chetana et al. 2021)
cascara de limon (Dange, V. U., Harke S;
2018) , pulpa de café (Gasani et al. 2021;
Hidayah et al. 2020), salvado de trigo
(Kaur, Varghese. & Mahajan 2019),
residuos de harinas (Melnikuch et al. 2020)

y cascaras de platano y granada (Rasit
et al. 2021; Roukas et al. 2020).

Estudios de Dange et al. (2018)
describen que el salvado de trigo
promueve un mejor crecimiento de
hongos en sistemas de fermentacion
solida debido al contendié de nitrégeno
(6.5%) y aumenta el contendio de
pectinasas alcalinas (Kaur Varghese &
Mahajan 2019). La pulpa de café
empleada como soporte presenta cerca
del 50% de capacidad de retencion de
agua lo que promueve que la matriz del
residuo retenga la humedad (Gasani et
al. 2021). Es importante destacar que el
tamafio de particula es un factor clave
para el soporte a utilizar para lo cual es
indispensable realizar un tamizado en
mallas de 0.85-2.0 mm y <0.85 mm
(Melnikuch et al. 2020) en residuos de
soya y cascaras de platano de 75 ym
(Rasit et al. 2021).

En la tabla 2 se presenta las condiciones
de temperatura, pH y oxigeno que se
deben considerar para un 6ptimo
crecimiento de microrganismos en
sistemas de fermentacion solida con la
finalidad de incrementar la produccion
de pectinasas. La humedad entre el 60
al 70 % es la mas recomendad de
acurdo a estudios para el crecimiento de
Aspergillus mostrando actividades de
hasta 47,000 U/g sustrato seco.

Tabla 2. Condiciones de fermentaciéon para la produccion de pectinasas empleando residuos agroindustriales y

agroforestales.

Condiciones de
fermentacion

Microorganismo

Actividad enzimatica Referencia

Aspergillus niger 0.1M NaCl
30°C por 3 dias
2 ml; pH 4.0

Bacillus thuringiensis B45, 45°C por48 h

Bacillus velezensis BF3 and

Bacillus amyloliquefaciens
B987
Aspergillus niger IBT-7 30°Cpor72h
pH 5.0
Medio Czapek
Aspergillus niger 32°C
62 h

Aspergillus oryzae

Hongo aislado VTM4

30°C por 15 dias

pH5

72 h
Aspergillus sp. VTM5 30°Cpor72h

pH 4.5
Bacillus pumilus AJK 59

Asperqgillus oryzae
Aspergillus niger

37°C por 9 dias

30 °C por 6 dias

35 °C por 120 horas
60% de humedad

Buffer de acetato de 20 mM a

4 U/mL Ametefe et al. 2022.

35.82 Alzahrani 2023

109.69

202.68

(IU mg™" de proteina)

39.1 Abdullah et al. 2018.

U/ml/min

83 U/ml Chetana et al. 2021.

1.12 U/ml Dange, V. U,
2018.

0.747 U/ml Gasani et al. 2021.

85.85 pg/ml Hidayah et al. 2020.

Alcalin pectinasas 938 1U/g
Mahajan, R., 2019.
Melnikuch et al. 2020.

Rasit et al. 2021.

47,000 U/g sustrato seco
27 U/ml

Harke S

Kaur, A., Varghese, L. M. &
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La generacion de residuos agroindustriales
ha incrementado debido principalmente a la
baja tasa de empleo de dichos residuos para
la generacién de valor agregado, asi como la
viabilidad econémica de alguna de estas. En
determinadas zonas del pais, como la zona
maya del estado de Quintana Roo, se
continia con del desperdicio de fuentes
vegetales, al no ser consideradas una
alternativa para la obtencion de nutrientes o
productos de valor agregado, lo que ha
ocasionado la acumulacion de residuos
organicos sin tratamiento para su debida
incorporacion en el suelo en forma de
sustrato.

Algunas causas de importancia que impactan
en la generacion de residuos organicos sin
un segundo uso han sido la mala calidad
postcosecha de diferentes frutas de la region
maya, lo que se refleja en su baja
comercializacion. Asi mismo, su
comercializacion y consumo casi excluivos
como fruta fresca de Hylocereus undatus
(pitahaya), del cual no existen procesos
semiindustriales que cuenten con la
estandarizacion de sus parametros de
calidad, unicamente se han reportado
procesamientos artesanales que permiten la
elaboracién de muy pocos productos de
consumo local, mientras que para Vitex
gaumeri (yax-nik) no existe una explotacién y
por ende un aprovechamiento, al ser
considerado un residuo agroforestal. De
acuerdo con la bibliografia existente se ha
reportado parte del aporte nutrimental por lo
que es necesario realizar mas estudios para
la definicidn de aplicaciones.

Por lo tanto, las consecuencias de que la
problematica de  residuos  organicos
incremente, representan un riesgo ambiental
de consideracion por la posible
contaminacion de suelos, focos de infeccion,
propagacion de plagas, ademas de, impactar
econdmicamente el poder adquisitivo de la
region, debido a la perdida de variedades o
especies autdctonas y, a su vez inciden en la
desaparicion de platillos tradicionales.
Siendo importante el establecimiento de
estrategias de reduccion de los residuos
agroindustriales que actualmente forman
parte de los contaminantes medio
ambientales.

Los residuos agroindustriales son generados
por las industrias del manejo de animales,
procesamiento de frutas y vegetales y
cultivos de granos y semillas. Solo en
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México, la industria de las frutas y
vegetales produce 76 millones de
tonedas de residuos, los cuales
repercuten en la proliferacién de plagas,
contaminacion de suelos y mantos
acuiferos.

Los cultivos de pitahaya (Hylocereus
undatus) y Yaxnik (Vitex gaumeri) son
cultivados en la zona maya de Quintana
Roo, estos generan residuos
agroindustriales debido a la poca
tecnificacion, la mala calidad postcosecha
y la poca diversificacion de productos a
partir de ellos; sin embargo, debido a su
contenido de nutrientes, ambos residuos
pudieran ser usados como sustratos para
la generacion de productos de alto valor.
El aprovechamiento de estos residuos
disminuiria el impacto ambiental que
generan, asi como la incorporacién de un
residuo de féacil asimilaciéon al medio
ambiente.

De tal manera que, estos residuos
pueden ser usados para la obtencién de
enzimas como las pectinasas mediante
sistemas de fermentacion en estado
solido, teniendo ventaja por sobre una
fermentacion una fermentacion
sumergida, ya que, la FES necesita
requerimientos  minimos  para  su
fermentacion, asi como ventajas al
obtener productos mas concetrados,
debido a la baja cantidad de agua que
requerida para su desarrollo.

Estas enzimas por su alto valor
comercial, pueden ser usadas en
industrias como la alimentaria, cosmética
y farmaceutica. En particular, para el caso
de los alimentos, estas enzimas pueden
ser usadas en la clarificacion de jugos,
preperacion de geles, manufactura de
alimentos en general, retencion de fibras,
extraccion de aceite, entre oftras
aplicaciones. Por tal motivo, resulta
importante  buscar alternativas de
sustratos a bajo costo para producirlas,
que sean de facil acceso y mas
competitivas tecnoldégicamente con
respecto a los soportes comerciales.

El presente trabajo busca ser una revision
bibliografica de las ventajas de la
fermentacion en estado solido, asi como
mostrar los posibles usos alternativos
para los residuos agroindustriales de
Vitex gaumeri 'y de Hylocereus undatus
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para la obtencion de pectinasas, mediante el
empleo de sistemas de FES con el hongo
Aspegillus orysae.
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Desarrollo de un proceso biotecnolégico para la produccion de
acido S-lactico a partir de Rhizopus oryzae empleando
estimulantes de biosintesis mediante dos fuentes de carbono de
origen vegetal a nivel de laboratorio

Blasco, Jervis; Silva, Roselin; Alvarado Almarza, Carlos

'Center for Chemical Research (CIQ). Laboratory of Industrial Biotechnology (LABIOT).
Faculty of Engineering. University of Carabobo
) e-mail: claalmarza@gmail.com

Resumen

El acido lactico es uno de los acidos organicos de mayor aplicacion en la industria cosmética,
farmacéutica, alimenticia, entre otras. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la produccion de
acido S-lactico empleando estimulantes de biosintesis con dos fuentes de carbono de origen vegetal.
Se realizaron los procesos unitarios y acondicionamiento de la materia prima; se identifico el
microorganismo (R. oryzae) segun sus caracteristicas morfolégicas a nivel microscépico y
macroscopico. Se evalué la produccion de acido lactico empleando medios de cultivo con diferentes
concentraciones de harinas de yuca y batata de 2, 5 y 7%; a diferentes tiempos de fermentacion;
obteniéndose las mayores producciones de acido lactico (27.60 y 26.70 g/L) a concentraciones de
sustratos de (2% batata — 5% yuca) y 5% de harina de yuca a las 22 h, evidenciando la capacidad
amilolitica del microorganismo. Se realizé la identificacion del isémero L del acido lactico a través de
una prueba enzimatica. De forma analoga empleando los estimulantes [deoxicolato de sodio (1 g/L),
glicerol (0.05 g/L), manosa (0.5 g/L)], se obtuvo la mayor produccién de acido S-lactico (16.17 g/L)
con el sustrato (2% batata — 5% yuca) y el estimulante (manosa 0.5 g/L) en 24 h.

Palabras Claves: acido S-lactico, bioprocesos, estimulantes, fuentes de carbono, Rhizopus oryzae

Abstract

Lactic acid is one of the most widely used organic acids in the cosmetic, pharmaceutical, chemical
and food industries, among others. The objective of this research was to evaluate the production of
S-lactic acid using biosynthesis stimulants with two carbon sources of vegetable origin. The unitary
processes and conditioning of the raw material were carried out, followed by the identification of the
microorganism (R. oryzae) by microscopy and macroscopic characteristics. The production of lactic
acid was evaluated using culture media with different concentrations of cassava and sweet potato
flours of 2, 5 and 7%; at different fermentation times; obtaining the highest productions of lactic acid
(27.60 and 26.70 g/L) at substrate concentrations of (2 % sweet potato - 5% cassava) and 5%
cassava flour at 22 h, evidencing the amylolytic capacity of the microorganism. The identification of
the S isomer of lactic acid was carried out through an enzymatic test. Similarly, using the stimulants
[sodium deoxycholate (1 g/L), glycerol (0.05 g/L), mannose (0.5 g/L)], the highest production of S-
lactic acid (16.17 g/L) was obtained with the substrate (2 % sweet potato — 5 % cassava) and the
stimulant (mannose 0.5 g/L) in 24 h.

Key Words: S-lactic acid, bioprocess, stimulants, carbon sources, Rhizopus oryzae
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Introduccién

La quimica verde surge como una respuesta a
la necesidad de minimizar la contaminacién y
los riesgos ambientales asociados con la
produccion industrial y el uso de productos
quimicos. Se basa en el principio de prevenir
la contaminacion desde el origen, buscando
disefiar procesos quimicos mas eficientes y
menos dafiinos para el medio ambiente y la
salud humana (Miranda et al., 2024). Es por
ello, que esta investigacion esta dirigida en
disefiar un proceso biotecnolégico que sea
beneficioso para el medio ambiente usando un
microorganismo para generar producto de
valor agregado, en este caso, acido S-lactico
partiendo de una fuente de carbono de origen
vegetal.

El acido lactico también conocido como acido
alfa-hidroxipropanoico (acido 2-
hidroxipropanoico), es un compuesto quimico
organico con la formula quimica (C3HsO3) que
existe en dos isdomeros opticos: S y R acido
lactico. Se forma de manera natural como
subproducto de la fermentacion bacteriana del
azucar, el almidén de maiz o el suero lacteo,
asi como en los musculos durante el ejercicio
intenso. ElI isébmero S es producido
naturalmente en el cuerpo humano y es
metabolizado por él, mientras que el isdmero
R es menos comun y puede ser perjudicial
(Garcia et al. 2010).

El 4cido lactico tiene muchas aplicaciones. En
la industria alimentaria y farmacéutica, se
utiliza en anticongelantes, biocidas y plastilina,
y esté presente en la leche, los encurtidos, la
soja fermentada, la cerveza y la carne. En la
industria cosmética es usado por sus
propiedades hidratantes permiten emplearlo
como ingrediente en cosméticos para
conseguir una piel suave, uniforme y firme
para prevenir las arrugas (Aladdim et al.
2015).

Se realiz6 una investigacion experimental de
nivel explicativo, donde se considero: la
evaluaciéon de los sustratos seleccionados
para la producciéon de acido lactico, la
caracterizacion de la materia prima, la
obtencién de las mejores condiciones
experimentales de la fermentacion para la
produccion de acido lactico, la identificacion
del estereocisobmero S del acido lactico, la
produccion de acido S-lactico usando
estimulantes de biosintesis con las mejores
condiciones experimentales de fermentacion,
y la estimacion de los costos de operacién a
nivel de laboratorio. Esto con el fin de poder
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evaluar los rendimientos obtenidos en la
produccion de acido S-lactico a partir del
hongo Rhizopus oryzae empleando
estimulantes de biosintesis mediante dos
fuentes de carbono de origen vegetal a nivel
de laboratorio.

Materiales y métodos

Material biolégico

La cepa del hongo R. oryzae se activo a partir
de muestras congeladas. Para la activacién se
sembré asépticamente el hongo previamente
hidratado en 6 fiolas individuales (Rivera &
Wright, 2020); finalmente, se incubaron a
temperatura ambiente hasta el completo
desarrollo de las colonias a los 5 dias,
(Schaad et al., 2001).

Preparacion del inoculo del hongo R.
oryzae

A partir de la cepa reactivada de R. oryzae se
tomaron colonias del hongo con una edad de
crecimiento de 5 dias, se realizé un raspado
de superficie con la ayuda de un asa de
platino, inoculando el hongo en una solucién
de Tween 80 al 0,1 % en agua
desmineralizada estéril. Posteriormente se
tomaron 3 muestras de una suspension de
esporas del hongo, y se determind Ia
concentracion microbiana en camara de
Neubauer, y finalmente se ajustd a una
concentracion de 108 esporas/mL (Sanchez &
Rosario 2011; Khunnonkwaoa et al., 2012; Gil-
Horan et al., 2008; Guevara et al., 2010).

Proceso de fermentaciéon

Se llevé a cabo una fermentacion inicial con
dos tipos de sustratos: harina de yuca y harina
de batata. Esto con el fin de estudiar el
comportamiento del hongo R. oryzae ante la
presencia de la mezcla dos fuentes de
carbono y frente a cada una individualmente.
El caldo de cultivo estuvo constituido por sales
minerales: sulfato de amonio ((NH4)2S04) 2.5
g/L, fosfato diacido de potasio (KH2PO4) 0.3
g/L, sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS04-7H20) 0.02 g/L, sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSOa4-7H20) 0.15 g/L; y 500
mL de agua desmineralizada; las
concentraciones de los sustratos fueron: 3, 5
y 7 % g/L harina de yuca; 3, 5y 7 % g/L
(Alvarado & Pavone, 2015). Se realizé una

segunda fermentacién con el fin de escoger

las mejores concentraciones para producir la
mayor cantidad de acido lactico, en este caso
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se manejaron las mismas cantidades de las
concentraciones de las sales, y modificando
las concentraciones de los sustratos y las
mezcla, que fueron ; 2y 5 % g/L harina de
yuca; 2 y 5 % g/L harina de batata; y la
primera mezcla conformada por 2 % de harina
de batata y 5% de harina de yuca; la segunda
mezcla de 5% de harina de batata y 2 % de
harina de yuca.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en
biorreactores de 250 mL con 50 mL de caldo
fermentativo por triplicado, mas el in6culo de
R. oryzae, con agitacién orbital a 200 rpm y
temperatura ambiente. Se tomaron muestras
alas 18y 36 h (Tabla 1). Culminado el tiempo
total de fermentacion, se procedié a acidificar
con acido clorhidrico (HCI) 4N y separar la

biomasa producida por el microorganismo a
través de una filtracion por gravedad.

Seguidamente para detener la fermentacion
del caldo obtenido, éste se esterilizd en
autoclave a 10 psi durante de 15 min (Blas &
Dulce, 2024).

La concentracion del acido lactico presente en
las muestras fue determinada a través del
método colorimétrico del cloruro férrico, el cual
consisti¢ inicialmente en la preparacion de una
solucién madre de cloruro férrico (FeClz) al 0.3
%, posteriormente se tomaron 0.05 mL de la
muestra a analizar y se diluyeron en 2 mL de
la soluciéon de cloruro férrico y finalmente se
midié su absorbancia a una longitud de onda
a 390 nm. Las concentraciones de acido
lactico se determinaron mediante una curva
patron de acido lactico a distintas

concentraciones (Alvarado & Pavone, 2015).

Tabla 1. Disefio experimental para la produccion de acido S-lactico.

Factores Niveles Variable de respuesta
3(-1)
Concentracion (g/L) 5(0)
g(:? . Produccién de 4cido S-lctico
Sustrato atata (-1) (g/L)
Yuca (+1)
: 18 h (-1)
Tiempo 36 h (+1)

Identificacion del isébmero S del acido
lactico.

Se identificé el producto final de fermentacion
empleando el método enzimatico
QuantiQuik™ S-Lactic Acid, QQLLAC10, Lot:
BJ11B20 de BioAssay Systems, empleando
una muestra de 0,05 mL. Se transfiri6 una
alicuota de muestra a un tubo de reaccion que
contenia soluciones de la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH), la cual reaccion6
Unicamente con el acido S-lactico formando
una coloracién en la banda de identificacion.
Finalmente, se comparo el color de la banda
con una tabla de referencia de acido S-lactico
proporcionada en el paquete, tal como indica
Saha, et al. (2021), donde al someter una
muestra a la mezcla de NAD* (nicotinamida
adenina dinucledtido) y LDH (lactato
deshidrogenasa), ocurre una serie de
reacciones enzimaticas entre el lactato
(almohadilla de reaccién de la tira) y el NAD*
que cambian el color del agente cromogénico
(formazan) de blanco a purpura en la
almohadilla (Figura 1).
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La interaccion del MTT en presencia de LDH
y NAD* conducen a la formacién de un agente
coloreado de tono purpura que varia en
intensidad segun la concentracion de acido
S-lactico presente en la muestra (Figura 2).

Comparaciéon del rendimiento del acido
lactico con los estimulantes

Después de aplicar el test enzimatico, el cual
detectd la presencia del acido S-lactico, se
seleccionaron las muestras con las mejores
concentraciones, el cual fueron 5 % de harina
de yuca y la mezcla compuesta de 5 % de
harina de yuca 'y 2 % de harina de batata, para
evaluar el efecto de los estimulantes de
biosintesis en el metabolismo del hongo para
la produccion de acido S-lactico. En base de
revision de literaturas se seleccionaron
deoxicolato de sodio 1 g/L, glicerol 0.05 g/L y
manosa 0.5 g/L (Garcia, et al. 2010), dado que
presentaron un mejor efecto en la produccion
del 4cido S. lactico con el R. oryzae. El caldo
de cultivo estuvo constituido por sales
minerales: sulfato de amonio ((NH4)2S04)
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Figura 1. Reaccion enzimatica del agente cromogénico (MTT) en las tiras de deteccion QuantiQuick™ S-Lactic Acid
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Figura 2. Coloracién segun la concentracion del agente cromogénico en la muestra.

2.5 g/L, fosfato diacido de potasio (KH2PO4)
0.3 g/L, sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS04-7H20) 0.02 g/L, sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO4-7H20) 0.15 g/L; y 500
mL de agua desmineralizada; las
concentraciones de los sustratos fueron:
mezcla (2 % p/v harina de batata y 5 % p/v
harina de yuca), 5 % p/V harina de yuca; y las
concentraciones de los estimulantes fueron:
deoxicolato de sodio (SDC) 1 g/L, glicerol
(C3Hg03) 0.05 g/L y manosa (CsH1206) 0.5 g/L.
Las fermentaciones se llevaron a cabo en
biorreactores aireados de 250 mL con 50 mL
de caldo fermentativo, mas el in6culo de

R. oryzae con agitacion orbital de 200 rpm a
temperatura ambiente. Se tomaron muestras
alas 20 y 24 h (Tabla 2). Culminado el tiempo
total de fermentacién se procedi6 a acidificar
con acido clorhidrico (HCL) 4N, y separar la
biomasa producida por el microorganismo a
través de wuna filtracibn por gravedad.
Seguidamente para detener la fermentacion
del caldo obtenido, éste se esterilizé en
autoclave a 10 psi durante de 15 min (Blas &
Dulce, 2024).

Se utilizo el método  colorimétrico
anteriormente descrito para determinar la
concentracion de &cido S-lactico de las
fermentaciones.

Tabla 2. Disefio experimental para la produccion de acido S-lactico con estimulantes.

Factores Niveles

Variable de respuesta

Mezcla (-1)

Sustrato Yuca (+1)

Deoxycolato (-1)

Glicerol (-0,33)

Produccién de acido lactico

Estimulante

Manosa (0,33)

(g/L)

Sin estimulante (+1)

20 h (-1)

Tiempo

24 h (+1)

BioTecnologia, Ao 2025, Vol. 29 No.2
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Resultados y Discusion

Determinacion de acido lactico

El objetivo de esta investigacién fue encontrar
las mejores condiciones de operacién del
proceso que produzca la mayor concentracion
de acido S-lactico y evaluar su produccién con
estimulantes de biosintesis. Para las
fermentaciones realizadas con sustratos de
harina de yuca y batata a concentraciones de
3, 5y 7%, se obtuvieron dos rendimientos de
14.35y 12.22 g/L con 5% de harina de yuca a
las 36 y 18 h respectivamente. Con el resto de
las concentraciones evaluadas de yuca (3y 7
%) y batata (3, 5y 7 %) no se reportaron
concentraciones de acido lactico.

Se puede observar un comportamiento similar
a la investigacion (Alvarado & Pavone, 2015)
donde  obtuvieron  un maximo  de
concentracién de &cido lactico (12.91 g/L) en
un tiempo de 48 h, con la diferencia de que la
presente investigacion llego a obtener una
maxima concentracién de acido lactico (14.35
g/L) en un tiempo de 36 h, es decir, la cantidad
de nutrientes que posee el sustrato harina de
yuca son mayores que los que posee el yare,

27,60
40,00

20,00

0,00

Concentracion de AL (g/L)

5% Yuca)

Lapso de tiempo de 24 h

22 h (2 % Batata - 22 h (5% Yuca)

lo que promueve una mejora en la produccion
de acido lactico en menor tiempo.

En cambio, bajo las concentraciones
estudiadas del sustrato harina de batata se
observa que el hongo R. oryzae no parece
producir acido lactico a las condiciones
estudiadas. En la investigacion (Huang et al.
2005), encontraron que las condiciones
Optimas para la sacarificacion del almidén de
batata y la posterior formacién de acido lactico
mediante el hongo R. oryzae son una
temperatura de 30 °C y un pH de 6.

Un analisis de tiempo realizado a las
condiciones anteriormente descritas demostré
que durante las primeras 7 h de fermentacion,
la actividad del hongo R. oryzae se
encontraba en fase de adaptacion, después
de 22 h la produccion de acido lactico
aumento hasta alcanzar una concentracion
maxima de 27.60 g/L con la mezcla 1 (2 %
harina de batata - 5 % harina de yuca), hasta
terminar la fermentacion en 24 h (Figura 3).
Cabe resaltar que esta concentracion ha sido
la mas alta durante la investigacion.

-

24 h (2 % Batata - 24 h (5% Yuca)
5% Yuca)

Figura 3. Produccién de acido lactico (AL) contra el tiempo con R. oryzae en un lapso de 24 h.

En el diagrama de Pareto (Figura 4) se
observa que el efecto de sustrato y tiempo
poseen efectos positivos a la variable de
respuesta (produccion de acido lactico), es
decir, que ambos contribuyen en el
rendimiento de acido lactico, cabe destacar
que el tiempo es el que produce el mayor

BioTecnologia, Ao 2025, Vol. 29 No.2

efecto en el rendimiento de la variable de
respuesta, esto quiere expresar, que excede
el limite del estadistico F que es 3,80
aproximadamente, esto indica que Ila
produccion de acido lactico se ve afectada de
manera positiva (incrementa) con respecto al
aumento del tiempo de fermentacion hasta un
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lapso de 24 h donde se evidencia un maximo.
Para el sustrato evaluado el microorganismo
alcanza su maxima produccion a las 22 h, lo
que es diferente a lo reportado en (Alvarado &
Pavone, 2015) empleando yare como
sustrato. Se podria explicar que la yuca
contiene mas almidones aprovechables por el

hongo y su capacidad amilolitica asi lo
demuestra en su crecimiento. Y con el yare
hay otros componentes. Sin embargo, se
requieren mas estudios con diferentes
concentraciones para evaluar mejor estos
sustratos.

B:Tiempo

'+

—
 m—

A:Sustrato

2 3 4

Efecto estandarizado

Figura 4. Efecto estandarizado del analisis de tiempo en la produccion de acido lactico durante 24 h.

Para seleccionar el estimulante apropiado,
previamente se realizd6 wuna busqueda
bibliografica de investigacion acreditadas en
las revistas cientificas del area, donde se
seleccionaron el glicerol y el deoxicolato de
sodio como estimulantes, fundamentado en
las investigaciones que evidencian las
mayores concentraciones de acido S-lactico
obtenidas en las experimentaciones.
Adicionalmente, se incorporara manosa
tomando en cuenta que es un carbohidrato
simple que puede ser fermentado por este
hongo como lo establece la investigacion
(Garcia et al. 2010).

Después de realizar un primer experimento se
obtuvo los mejores estimulantes (glicerol y
manosa) para realizar un nuevo experimento
evaluando el efecto de las concentraciones de
los estimulantes en la produccién de acido
S-lactico en un tiempo de 24 h. Los resultados
del proceso fermentativo con los estimulantes
de glicerol y manosa en un tiempo de 24 h se
presentan en la Figura 6.

Al comparar estos resultados con los
reportados Serna & Rodriguez (2009), donde
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obtuvieron un rango de concentracion de 24 -
58 g/L de acido S-lactico producido usando el
glicerol como estimulante, muestra
incidencias, dejando la posibilidad de realizar
nuevos experimentos con otras
concentraciones para futuras investigaciones,
y llegar a obtener las condiciones éptimas que
promuevan la actividad amilolitica de la cepa
R. oryzae en la produccion de acido S-lactico.

En el gréfico de interaccion (Figura 7) se
observa que la interaccion sustrato-
estimulantes no son independientes, es decir,
que el estimulante glicerol genera una alta
concentracion con la mezcla (2% harina de
batata-5% harina de yuca) y la harina de yuca
(5 %) y la manosa genera ofra alta
concentracion de acido S-lactico; esto genera
una interseccién entre los sustratos vy
estimulantes, indicando que la modificacién
de las concentraciones se deben hacer en
conjunto para asegurar la maxima produccion
de acido S-lactico.
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20,00

10,00

P g

0,00

Concentracion de AL (g/L)

Sustrato con estimulante
B (2 % Batata-5 % Yuca) mezcla glicerol B 5% yuca glicerol

(2 % Batata -5 % Yuca) mezcla manosa [E5% yuca manosa

Figura 6. Rendimiento de acido lactico de la fermentacion con los estimulantes glicerol y manosa en 24 h.
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Figura 7. Grafico de interaccion de la fermentacion con estimulantes durante 24 h.

Acido lactico
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Figura 8. Superficie de respuesta estimada de la fermentacion con estimulantes durante 24 h.

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2 86



Articulos

Conclusién

En esta investigacién se evidencio que un medio
de cultivo para el hongo Rhizopus oryzae en la
produccion de acido lactico (AL) constituido por
sustratos agroindustriales, aporta nutrientes
beneficiosos que favorecen su crecimiento y
produccion de acido lactico. Donde la mayor
concentracion obtenida de acido lactico (26.70
g/L) con la harina de yuca (5 %) y la mezcla de
harina (27.60 g/L) como sustrato fue a un tiempo
de 22 h. Usando una prueba enzimatica se
identifico el isdmero S del acido lactico obtenido.
Y los mejores estimulantes (glicerol y manosa) en
la produccion de &acido S-lactico alcanzaron
concentraciones de 14.96 g/L con el sustrato
[harina de yuca (5 %)]; 16.17 g/L con el sustrato
(2 % batata — 5 % yuca) y 5.69 g/L con el sustrato
[harina de yuca (5%)] en 24 h. Hay que destacar
que esta investigacion es pionera en usar la
manosa como estimulante, donde se llegd a
comprobar su efecto positivo en la produccién de
acido S-lactico, representando un gran aporte a
la  comunidad cientifica para  futuras
investigaciones.
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Elaboracion de Jarabes fructosados para la industria alimentaria
y sus usos como aditivo

Daphne Reyes-Granados, Régulo Ruiz-Salazar, Cristian Lizarazo-Ortega, Adriana L.
Perales-Torres, Rodriguez, Guadalupe C. Rodriguez-Castillejos, Juan R. De la torre-
Escarefio, Rubén Santiago-Adame
regulo.ruiz@docentes.uat.edu.mx

Resumen

Los jarabes fructosados, también conocidos como jarabes de alta fructosa, son edulcorantes liquidos
derivados del almidon de maiz, trigo u otros vegetales ricos en almidén. El proceso implica la
conversion del almidon en glucosa y luego en fructosa mediante enzimas especificas. Estos jarabes
contienen una combinacidn de fructosa y glucosa en proporciones variables, siendo el jarabe de
maiz de alta fructosa (JMAF) uno de los mas comunes.

En la industria alimentaria, los jarabes fructosados tienen un uso importante debido a su dulzura
intensa, capacidad para mejorar la textura, y estabilidad en productos horneados. Son ingredientes
clave en la produccién de refrescos, jugos frutales, panaderia, helados, yogurt y conservas. Su
capacidad para alargar la vida til de los alimentos los hace ideales para productos procesados. Su
bajo costo y facilidad de uso en formulaciones liquidas los han convertido en una eleccion popular
para los fabricantes.

Mas alla de la industria alimentaria, los jarabes fructosados tienen aplicaciones en la farmacéutica
como componente en jarabes infantiles y vitaminas liquidas. También se usan en la fabricacion de
tabaco y productos para el cuidado personal, como fijadores y champu, por su capacidad de retener
humedad. Las aplicaciones que se le da a estos jarabes tienen su importancia en las cualidades que
aporta.

Sin embargo, su uso ha generado debates sobre sus efectos en la salud, asociandose con problemas
metabdlicos cuando se consumen en exceso. Por tanto, los jarabes fructosados representan una
solucion versatil para la industria, aunque su uso requiere consideraciones sobre salud publica.

Palabras Claves: jarabe de alta fructosa, azucar, poder edulcorante, aztucares, diabetes

Abstract

Fructose-containing syrups, also known as high-fructose corn syrups, are liquid sweeteners derived
from corn, wheat, or other starchy vegetables. The process involves converting starch into glucose
and then into fructose using specific enzymes. These syrups contain a combination of fructose and
glucose in varying proportions, with high-fructose corn syrup (HFCS) being one of the most common.
In the food industry, fructose-containing syrups are widely used due to their intense sweetness, ability
to improve texture, and stability in baked goods. They are key ingredients in the production of soft
drinks, fruit juices, baked goods, ice cream, yogurt, and preserves. Their ability to extend food shelf
life makes them ideal for processed products. Furthermore, their low cost and ease of use in liquid
formulations have made them a popular choice for manufacturers. Beyond the food industry, fructose
syrups have applications in the pharmaceutical industry as a component in cough syrups and liquid
vitamins. They are also used in the manufacture of tobacco and personal care products, such as hair
gel and shampoo, due to their moisture-retaining properties. The applications of these syrups are
based on the qualities they provide.

However, their use has generated debate about their health effects, with associations with metabolic
problems when consumed in excess. Therefore, fructose syrups represent a versatile solution for the
industry, although their use requires public health considerations.

Key Words: high fructose corn syrup, sugar, sweetening power, sugars, diabetes
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Introduccién

Este capitulo proporciona una vision general
completa sobre la elaboracién de jarabes
fructosados y sus multiples aplicaciones en la
industria alimentaria y otros sectores. La
importancia de estos jarabes radica no solo en su
amplio uso como edulcorantes en la produccion
de alimentos, sino también en su impacto en la
salud publica y las regulaciones que rigen su
utilizacion. A lo largo de este trabajo, se
abordaran temas esenciales que van desde la
definiciébn y caracteristicas de los jarabes
fructosados hasta los procesos de produccion
que los hacen viables comercialmente.

El jarabe de maiz es un producto derivado que se
encuentra disponible para todo el publico,
integrado por azucares como la fructuosa que
favorece la integracion de energia a la sangre
con menor velocidad de la glucosa (Alcantara-
Ortiz, et al., 2021).

Comenzaremos explorando qué son los jarabes
fructosados y cuales son sus caracteristicas
principales, un aspecto fundamental para
entender sus roles en la industria. La produccién
de estos jarabes implica un proceso complejo
que inicia con la obtencion del jugo, seguido de
las etapas de concentracion y purificacion del
producto. Este proceso no solo inscribe
importancia en la obtencién de un producto de
calidad, sino que también sienta las bases para
su evaluacion fisicoquimica, que sera abordada
en el siguiente capitulo. Las propiedades de los
jarabes fructosados, incluyendo su composicion
y comportamiento ante diferentes condiciones,
son esenciales para su aplicaciéon efectiva en
diversas formulaciones alimentarias.

La elaboracion de jarabes fructosados implica la
purificacién del jugo de fuentes vegetales,
hidrélisis enzimética y concentracion de los
azucares para obtener un producto dulce y
viscoso. Existen en el mercado una gran
variedad de jarabes entre los que se destacan los
jarabes concentrados de sacarosa (66-68 %) y
los de sacarosa parcial totalmente hidrolizados,
para producir una mezcla de glucosa y fructosa.
Incluso jarabes de glucosa obtenidos por
hidrolisis ya sea enzimatica p hidrélisis quimica
de almidones, y jarabes altos contenido de
fructosa

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.2

Definicion de jarabes fructosados
Los jarabes fructosados son edulcorantes
liquidos que se elaboran principalmente a partir

del almiddn de vegetales, a través de un proceso
de hidrélisis enzimatica. Este proceso da lugar a
una mezcla de azucares, principalmente fructosa
y glucosa, aunque otros monosacaridos y
oligosacaridos pueden estar presentes en menor
cantidad. Los jarabes fructosados juegan un
papel fundamental en la industria alimentaria,
donde se utilizan por su capacidad para afadir
dulzura, mejorar la textura y prolongar la vida util
de los productos.

La fructosa es uno de los componentes mas
destacados de estos jarabes. Se la considera un
azucar simple, que es mas dulce que la glucosa,
lo que permite que se necesiten menores
cantidades para lograr un nivel de dulzura
comparable. La combinacion de fructosa y
glucosa en diferentes proporciones permite una
variabilidad significativa en las caracteristicas de
los jarabes fructosados, lo que a su vez influye
en su funcionalidad y su aplicacién en multiples
formulaciones alimentarias. Esta variabilidad es
una caracteristica clave que distingue a los
jarabes fructosados de otros edulcorantes, como
el azucar de cana o la sacarosa, que poseen una
composicién mas uniforme vy fija.

Los métodos mas comunes para la obtencion de
jarabes se basan en la inversion de la sacarosa,
utilizando acidos, resinas de intercambio iénico o
enzimas. La hidrolisis acida tiene el
inconveniente de la formacion de productos no
deseables y corrosién en materiales y equipos.
La hidrolisis enzimatica genera residuos y
requiere de un consumo de productos quimicos
para la regeneracion de las resinas. La hidrélisis
enzimatica es el método mas empleado a nivel
mundial, pero requiere de un alto costo debido a
la poca recuperacién de la enzima que se utiliza
(Gémez-Brizuela, et al., 2022)

La produccién de jarabes fructosados se lleva a
cabo mediante procesos controlados que
emplean enzimas especificas para hidrolizar los
enlaces glucosidicos en el almidén. Este proceso
de conversiéon enzimatica permite una mayor
precisién en la obtencidn de las proporciones
deseadas de fructosa y glucosa, lo cual es
esencial para cumplir con las demandas
particulares de los formuladores de productos
alimenticios. Adicionalmente, la seleccion de
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enzimas y las condiciones de reaccion influyen
en la mejora de las propiedades fisicoquimicas
del jarabe resultante, como su estabilidad y
solubilidad.

Un otro aspecto relevante en la discusién de los
jarabes fructosados es la normativa que rige su
uso en la industria alimentaria en paises como
México. Estas regulaciones son importantes
porque establecen parametros de calidad y
seguridad alimentaria que deben cumplir los
fabricantes. Estas normativas pueden variar
ampliamente dependiendo del tipo de jarabe y su
concentracion de azucares. Por ejemplo, el
jarabe de maiz de alta fructosa, debido a su
prevalencia y su papel en la dieta moderna, es
objeto de atencién regulatoria especifica que
busca asegurar su uso apropiado y etiquetado
claro para los consumidores.

Proceso de elaboracion de jarabes
fructosados

La elaboracion de jarabes fructosados es un
proceso meticuloso que involucra una serie de
etapas técnicas comenzando por la obtencion del
jugo vegetal hasta la caracterizacion vy
conservacion del producto resultante. Este
capitulo detalla los métodos de obtenciéon del
jugo, la hidrolisis enzimatica y la concentracion
del jarabe, asi como los criterios de calidad y
condiciones de almacenamiento que son
esenciales para garantizar la viabilidad comercial
del producto

Preparacion del Jugo

El proceso comienza con la obtencién del jugo
del fruto o materia vegetal de primera extraccion,
en ocasiones es necesario hacer un filtrado o una
purificacion, para la eliminacién de impurezas,
como la adsorcibn con carbén activado o
ultrafiltracion para mejorar la claridad del
producto, con estos métodos se eliminan
colorantes y compuestos no deseados del jugo.
(Solis-Fuentes, J. A., et al, 2010)

Hidrdlisis Enzimatica

La hidrolisis enzimatica se lleva a cabo utilizando
una enzima invertasa, que convierte la sacarosa
presente en el jugo en glucosa y fructosa. Esta
etapa es de suma importancia ya que se
incrementa el contenido de fructosa en el jarabe,
mejorando su poder edulcorante. Esta reaccion
se suele llevar a cabo en condiciones controladas
de pH y temperatura para maximizar la eficiencia
de la enzima (Solis-Fuentes, J. A., et al, 2010)
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Concentracién del Jarabe

Después de la transformacion de la sacarosa, el
siguiente paso es la concentracion del jarabe,
este proceso se realiza por medio de liofilizacion
0 por evaporacion, con ello se elimina el exceso
de agua y alcanza un contenido de sodlidos
necesario para alcanzar la denominacion de
jarabe (Solis-Fuentes, J. A., et al, 2010)

Caracterizacion y Almacenamiento

El jarabe se caracteriza quimicamente ademas
de evaluarse el sabor y la resistencia a
cristalizarse. Las propiedades fisicoquimicas
para evaluar son pH, color y porcentaje de
soélidos y con ello determinar la calidad del jarabe.
Se deben establecer condiciones adecuadas
para mantener la estabilidad y calidad del
producto. (Solis-Fuentes, J. A., et al, 2010).

Obtencion del jugo de fuentes vegetales

La obtencion del jugo de fuentes vegetales es
una etapa critica en la produccion de jarabes
fructosados, ya que la calidad y el rendimiento
del jugo influyen directamente en las
caracteristicas finales del producto. Existen
diversos métodos que se utilizan para la
extraccion del jugo, cada uno con sus ventajas y
desventajas en términos de eficiencia, costo y
impacto en la calidad del producto.

En este capitulo, se exploraran en detalle estos
métodos, asi como la purificacion y las variables
que afectan la calidad del jugo obtenido.

Los métodos de extraccion mas comunes
incluyen la extraccién mecanica y la difusion. La
extraccion mecanica implica el uso de prensas o
exprimidores que aplican fuerza para liberar el
jugo del tejido vegetal.

El método es ampliamente utilizado debido a su
simplicidad y eficacia, pero puede perder
compuestos bioactivos y ciertos nutrientes
durante el proceso. Por otro lado, la difusion se
basa en la aplicaciéon de un soluto en el tejido
vegetal que permite la migracién del jugo hacia el
exterior a través de diferencias de concentracion.
Se tiende a ser mas delicado y, por lo tanto,
preserva mejor los compuestos sensibles,
aunque a menudo requiere tiempos de extraccion
mas prolongados.

La filtracién y purificacion del jugo son igualmente

importantes. La filtraciéon se utiliza para eliminar
solidos suspensos y otros contaminantes que
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pueden afectar la claridad y la calidad sensorial
del jarabe resultante.

A menudo se emplean diferentes tipos de filtros
dependiendo de la viscosidad del jugo y de las
impurezas que se desea eliminar.
Posteriormente, la purificacién puede involucrar
procesos como la centrifugacion o la
coagulacion, los cuales ayudan a eliminar
residuos indeseables y mejorar la claridad del
producto final.

Estos pasos no solo tienen en cuenta la estética
del jarabe, sino que también son cruciales para
garantizar la estabilidad fisica y quimica de este.

Propiedades fisicoquimicas de los jarabes
Este capitulo explora las propiedades
fisicoquimicas de los jarabes fructosados, las
cuales desempefian un papel crucial en su
funcionalidad y aplicacion en la industria
alimentaria. Inicialmente, el pH es un factor
determinante que influye en la estabilidad y en
las reacciones que se producen durante el
almacenamiento de los jarabes. Un pH un tanto
acido, que generalmente varia entre 4.0 y 6.0, no
solo afecta la conservacion, sino que también
puede alterar las propiedades sensoriales,
ofreciendo un perfil de sabor que puede ser mas
0 menos deseable dependiendo del producto
final.

Aplicaciones del jarabe rico en fructosa

Los jarabes fructosados son ampliamente
utilizados en la industria alimentaria como
edulcorantes naturales, gracias a su alto poder
endulzante y menor impacto calérico en
comparacion con la sacarosa.

Se usan para la produccion de bebidas,
confiteria, y alimentos procesados, ademas de
ser una alternativa para personas que padecen
diabetes, debido a su diferente metabolismo.

En México, la regulacion del uso de jarabes
fructosados es un tema candente. La normativa
vigente promueve ciertas restricciones que
buscan mitigar los riesgos asociados con su
consumo. Es importante sefalar que estas
regulaciones no solo afectan la cantidad de
jarabes fructosados que se pueden utilizar, sino
que también influyen en la forma en que se
etiquetan y comercializan los productos
alimentarios. La importancia del etiquetado claro
y veraz se ha vuelto un punto focal para asegurar
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que los consumidores estén informados sobre lo
que realmente estan consumiendo.

Los jarabes fructosados, como el jarabe de maiz
de alta fructosa, ofrecen multiples beneficios a la
industria alimentaria, incluyendo su alto poder
endulzante, versatilidad y propiedades
funcionales.

Alto poder endulzante

Los jarabes fructosados, especialmente el jarabe
de maiz de alta fructosa (JMAF), son
significativamente mas dulces que la sacarosa
(azdcar comun). Esto permite a los fabricantes
utilizar menos cantidad de jarabe para alcanzar
el nivel de dulzor deseado, lo cual reduce los
costos de producciéon y mejora la eficiencia

Jarabes de fructosa en México: Impactos en la
salud y en la industria alimentaria.

El jarabe de maiz de alta fructosa es un
edulcorante omnipresente en la industria
alimentaria, utilizado ampliamente en productos
procesados y bebidas debido a su bajo costoy
capacidad para realzar el sabor.

Sin embargo, este edulcorante ha generado
controversia por sus efectos sobre la salud
publica y su impacto en las dietas, lo que ha
provocado una creciente presion regulatoria en
diversas regiones del mundo, incluyendo
América Latina.

Las normativas que rigen el uso del jarabe de
maiz tienen implicaciones significativas para las
empresas alimentarias, afectando tanto a la
formulacién de nuevos productos como a la
reformulacién de los ya existentes.

El panorama actual del jarabe de maiz de alta
fructosa en la industria alimentaria y las
regulaciones globales y regionales influyen en su
uso, y como estas afectan las decisiones de
formulacién de productos.

Razones por las que la industria los prefiere: bajo
costo, alta solubilidad, mayor poder endulzante,
etc.

Los edulcorantes son una clase funcional de
aditivos alimentarios, que normalmente se
utilizan para reemplazar los azlcares en la
produccion de alimentos de bajo contenido
energético. Proporcionan el sabor dulce deseado
sin la adicion de energia apreciable y pueden
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ayudar a mantener la palatabilidad de los
productos. Estos productos pueden o no estar
etiquetados como, por ejemplo, "dietéticos",
"ligeros", "sin azucar" o "bajos energéticos" y
normalmente contienen uno o mas edulcorantes
no nutritivos como sustituto total o parcial del
azucar. Algunos de estos tipos de productos
estan formulados de manera que puedan
agregarse directamente a bebidas como té y
café, o wusarse para cocinar y hornear
(Wierzbicka, 2021).

Uso de jarabes fructosados en bebidas

El uso de jarabes fructosados en la produccion
de bebidas ha ganado atencion en la industria
alimentaria, especialmente debido a su
capacidad para mejorar las caracteristicas
sensoriales y prolongar la vida util del producto.
Estos jarabes, que incluyen el jarabe de maiz de
alta fructosa (JMAF), son frecuentes en bebidas
azucaradas, ya que proporcionan un nivel de
dulzura que puede ser ajustado de acuerdo con
las necesidades del consumidor y las
regulaciones vigentes. La proporcion de jarabes
fructosados en las bebidas azucaradas, en
comparacion con otros edulcorantes, es
significativa. En muchos casos, la fructosa es
mas dulce que la glucosa, lo que permite a los
fabricantes utilizar menores cantidades para
alcanzar la dulzura deseada, optimizando asi el
desarrollo del producto.

Jarabes fructosados en productos de
panaderia

El uso de jarabes fructosados en la panaderia ha
adquirido relevancia significativa, principalmente
dado su impacto en las propiedades sensoriales
y técnicas de los productos horneados. Estos
jarabes, particularmente el jarabe de maiz de alta
fructosa, se incorporan en diversas
formulaciones debido a sus capacidades para
embellecer, conservar y modificar la textura de
los productos. Un aspecto fundamental es
entender qué propiedades funcionales poseen
estos jarabes que los hacen ideales para ser
utilizados en la panaderia. La capacidad de los
jarabes fructosados para retener la humedad y
afectar la actividad de los lipidos en la masa son
cruciales para mejorar la miga y la frescura de los
productos, permitiendo que el pan y otros
alimentos horneados mantengan su calidad
durante un periodo mas prolongado.
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Impacto en la salud

El impacto de los jarabes fructosados en la salud
publica es un tema de creciente preocupacién en
el ambito nutricional y de salud. Los jarabes de
maiz de alta fructosa (JMAF) y otros jarabes
fructosados se han convertido en ingredientes
comunes en diversos productos alimenticios,
especialmente en las bebidas azucaradas y
alimentos procesados. Sin embargo, el consumo
excesivo de estos edulcorantes ha sido vinculado
a una serie de problemas de salud, uno de los
mas alarmantes siendo la creciente tasa de
obesidad en la poblacién mexicana.

Efectos metabdlicos: relacion con obesidad,
diabetes tipo 2, higado graso y sindrome
metabdlico.

El consumo excesivo de jarabe de alta fructosa
(JMAF) se ha relacionado con diversos efectos
metabdlicos adversos que contribuyen al
desarrollo de enfermedades crénicas como la
obesidad, la diabetes tipo 2, el higado graso no
alcohdlico y el sindrome metabdlico.

Obesidad: ElI JMAF favorece la acumulacion de
grasa debido a su capacidad para estimular la
lipogénesis de novo, un proceso que convierte la
fructosa en grasa en el higado. Ademas, su
consumo excesivo puede alterar los mecanismos
de saciedad, promoviendo el aumento de peso.

Diabetes tipo 2: La fructosa puede inducir
resistencia a la insulina al alterar las vias de
sefializacion celular y aumentar los niveles de
triglicéridos y colesterol de muy baja densidad.
Esto contribuye al desarrollo de diabetes tipo 2.

Higado graso no alcohdlico: El metabolismo de la
fructosa en el higado genera subproductos que
promueven la acumulacién de grasa hepética, lo
que puede evolucionar hacia inflamacion vy
fibrosis2.

Sindrome metabdlico: El consumo excesivo de
JMAF esta asociado con un conjunto de
alteraciones metabdlicas, como hipertension,
dislipidemia y resistencia a la insulina, que
conforman el sindrome metabdlico

Estudios cientificos que vinculan el consumo
excesivo de fructosa industrial con
enfermedades cronicas.

Un articulo publicado en la revista TIP destaca
como el consumo excesivo de JMAF esta
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asociado con obesidad, resistencia a la insulina,
diabetes tipo 2, hiperuricemia e inflamacion.
Estos efectos se deben a alteraciones en las vias
metabdlicas y a la acumulacién de lipidos.

Otro estudio en el International Journal of
Morphology analiza como el consumo elevado de
fructosa anadida puede contribuir al desarrollo de
obesidad, resistencia a la insulina, lipogénesis de
novo e inflamacion. Estos factores estan
relacionados con el riesgo de enfermedades
metabdlicas y hepaticas.

En Acta Médica Costarricense, se describe como
el consumo excesivo de JMAF puede estar
vinculado a dislipidemias, sindrome metabdlico y
enfermedades cardiovasculares. Este estudio
resalta los efectos negativos de consumir
fructosa en cantidades que superen el 25% de la
ingesta caldrica diaria.

Estos estudios subrayan la importancia de
moderar el consumo de fructosa industrial para
prevenir riesgos metabdlicos y promover una
mejor salud.

Normas mexicanas y etiquetado de alimentos
La regulacién del uso de jarabes fructosados en
la industria alimentaria en México es un tema
multidimensional que abarca diversas leyes,
normativas y sistemas de vigilancia que buscan
proteger tanto la salud publica como asegurar la
calidad de los productos alimenticios. En este
sentido, las normativas especificas que regulan
la produccién y uso de jarabes fructosados son
esenciales para comprender el marco regulatorio
que rige la industria alimentaria. La norma oficial
mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010 se enfoca
en el etiguetado de alimentos y bebidas no
alcohdlicas, estableciendo criterios claros que
deben seguir los productores, incluyendo
informacion sobre los ingredientes y el contenido
caldrico, asi como alertas sobre la cantidad de
azucares afiadidos. Esto permite que los
consumidores tomen decisiones informadas
sobre los productos que consumen. En el
contexto de los jarabes fructosados, es vital que
se especifique la naturaleza del edulcorante,
destacando el porcentaje de fructosa y glucosa,
ya que estas proporciones también pueden
afectar la percepcion del producto por parte del
consumidor.

Aunque no existe una norma especifica para

jarabes fructosados, algunas normas
relacionadas incluyen:
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NOM-051-SCFI/SSA1-2010:  Especificaciones
generales de etiquetado para alimentos vy
bebidas no alcohdlicas preenvasados. Esta
norma regula la informacion comercial y sanitaria
que debe aparecer en las etiquetas de los
productos.

NOM-251-SSA1-2009: Practicas de higiene para
el proceso de alimentos, bebidas o suplementos
alimenticios. Establece lineamientos para
garantizar la inocuidad durante la produccion.

NOM-173-SE-2021: Relacionada con jugos,
néctares y bebidas no alcohdlicas, incluye
especificaciones y métodos de prueba que
podrian ser aplicables a productos similares.

Estas normas aseguran que los jarabes
fructosados cumplan con estandares de calidad,
etiquetado y seguridad alimentaria.

Presion de la industria alimentaria vs.
politicas publicas en salud.

La relacion entre la presion de la industria
alimentaria y las politicas publicas en salud
respecto al uso de jarabes fructosados es un
tema complejo y multifacético. Por un lado, la
industria alimentaria ejerce una influencia
significativa en la formulacion de politicas debido
a su poder econémico. Esto puede llevar a la
promocion de productos ultra procesados,
incluidos aquellos que contienen jarabes
fructosados, como una solucién rentable y
atractiva para los consumidores (Massieu, Y.C.
2006)

La influencia de las industrias sobre las politicas
globales y locales, la investigacion y la practica
de la salud puablica es conocida. Las
comparaciones entre las industrias del tabaco,
farmacéuticas y alimentarias sugieren que las
corporaciones utilizan una serie de tacticas
comunes cuyo objetivo final es defender sus
productos, garantizar los beneficios
empresariales y establecer una determinada
agenda de salud publica global. (Mengibar,
Josep Ledn, et al.)

Las politicas publicas en salud buscan reduccién
de la produccién de alimentos con altos
contenidos de jarabes fructosados debido a los
efectos negativos del consumo excesivo de estos
productos, vinculados a enfermedades crénicas
como la obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome
metabolico. En México, por ejemplo, se han
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implementado medidas como el etiquetado
frontal de advertencia y los impuestos a bebidas
azucaradas para reducir el consumo de
productos con alto contenido de azucares
afnadidos.

Sin embargo, estas politicas de etiquetado, a
pesar de dar mas informacion al consumidor, se
enfrentan desafios significativos debido a la
resistencia de la industria alimentaria, que
argumenta que etas regulaciones pueden afectar
la economia. Este conflicto refleja la necesidad
de equilibrar los intereses econdmicos y
tecnolégicos con la proteccion de la salud
publica.

Opciones mas saludables para endulzar
Existen varias alternativas saludables para
endulzar tus alimentos, como la miel, la stevia, el
azucar de coco y los datiles, que no solo son
deliciosos, sino que también ofrecen beneficios
nutricionales.

La stevia es un edulcorante natural que puede
ser hasta 300 veces mas dulce que el azucar. No
aporta calorias y no eleva los niveles de azucar
en sangre, lo que la hace ideal para personas con
diabetes. Su sabor puede variar, y algunas
personas pueden notar un ligero regusto amargo,
por lo que es recomendable probar diferentes
marcas

El azucar de coco se extrae de la savia de las
flores del cocotero y tiene un bajo indice
glucémico. Aunque es natural, debe consumirse
con moderacion debido a su contenido de
fructosa. Este edulcorante es rico en minerales y
antioxidantes, lo que lo hace una opcion
saludable

Los détiles son frutas naturalmente dulces y muy
nutritivas. Pueden ser consumidos enteros,
picados o en forma de pasta para endulzar sin
necesidad de azucar afiadido. Son ricos en fibra
y ayudan a mejorar la digestion

El jarabe de arce es un edulcorante natural que
contiene antioxidantes y nutrientes como calcio y
potasio. Aunque es delicioso, debe consumirse
en cantidades controladas debido a su alto
contenido calérico

Eritritol y Xilitol son polialcoholes que tienen un

bajo indice glucémico y no afectan los niveles de
azucar en sangre. Eritritol tiene
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aproximadamente 0,2 calorias por gramo,
mientras que xilitol contiene un 40% menos
calorias que el azucar. Ambos son excelentes
para cocinar y hornear

Fruta del Monje (Monk Fruit). Este edulcorante
natural es hasta 250 veces mas dulce que el
azucar y no genera respuesta glucémica. Su
sabor es suave y se utiliza en postres frescos y
batidos

Incorporar estos edulcorantes naturales en tu
dieta no solo te ayudara a reducir el consumo de
azucares refinados, sino que también te permitira
disfrutar de un sabor dulce sin comprometer tu
salud. Recuerda que, aunque son saludables, es
importante consumirlos con moderacién para
evitar problemas de salud. (Zhang, G., et al,,
2022)

Este capitulo sintetiza los hallazgos sobre los
jarabes fructosados, destacando su importancia
en la industria alimentaria y sus implicaciones en
la salud publica. A lo largo de esta obra, se ha
analizado como estos edulcorantes,
especialmente el jarabe de maiz de alta fructosa
(JMAF), han sido integrados en varios productos
alimenticios y cémo su consumo ha llegado a ser
tema de preocupacion tanto para los reguladores
como para los consumidores.

Una de las cuestiones mas relevantes es el
impacto del uso de jarabes fructosados en la
salud publica a largo plazo. Estudios han
correlacionado el aumento en el consumo de
estos edulcorantes con un incremento en las
tasas de obesidad y diabetes tipo 2 en la
poblacién, lo que ha suscitado el interés de
expertos y organizaciones de salud para
encontrar formas de regular su uso y educar al
publico sobre sus efectos adversos. La
necesidad de regulaciones adecuadas es
evidente, dado que un marco regulador que limite
la presencia de jarabes fructosados en los
alimentos procesados puede servir como un
mecanismo crucial para mitigar los riesgos
asociados con su consumo y proteger la salud de
la poblacion.

Ademas, las politicas publicas en México tienen
un papel fundamental en la mejora de la
regulacion del uso de jarabes fructosados. Las
iniciativas para reducir el contenido de azlcares
afadidos y establecer criterios claros para su
etiquetado son pasos necesarios para garantizar
que los consumidores tomen decisiones
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informadas. Estas politicas podrian impulsar un
cambio hacia alternativas mas saludables, que
han demostrado ser mas efectivas en términos
de salud y aceptacion del consumidor. Asi, es
crucial que el gobierno, junto con organizaciones
no gubernamentales y la industria, trabaje en
conjunto para fomentar un ambiente que priorice
la salud.

Las alternativas a los jarabes fructosados, como
la stevia y el azucar de coco, han demostrado ser
mas efectivas en términos de salud. Estas
opciones no solo ofrecen  beneficios
nutricionales, sino que también responden a la
creciente demanda de productos mas naturales.
De esta manera, la industria alimentaria enfrenta
el reto de adoptar soluciones mas saludables en
relacion con el uso de jarabes fructosados,
logrando asi equilibrar las expectativas del
consumidor y los requerimientos nutricionales.

La educacion nutricional también juega un papel
clave en la reduccion del consumo de jarabes
fructosados. A medida que la poblacién se vuelve
mas consciente de los efectos negativos de los
azucares anadidos, es probable que muchos
busquen activamente productos mas saludables.
Esto podria sefialar un cambio en cémo los
fabricantes desarrollan y comercializan sus
productos, motivandolos a adoptar practicas mas
responsables.

Finalmente, los avances en tecnologia para
edulcorantes prometen impactar la produccién y
formulacion de productos alimentarios mas
saludables. Inversiones en investigacion y
desarrollo que integren alternativas a los jarabes
fructosados podrian no solo mejorar la salud
publica, sino también ofrecer a los consumidores
opciones que se alineen con su preferencia por
alimentos mas saludables y sustentables.

En este contexto, la visidon futura de la industria
alimentaria deberia centrarse no solo en la
produccion eficiente, sino también en el bienestar
del consumidor y la sostenibilidad de los
sistemas alimentarios.
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