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Resumen

El presente Trabajo Fin de Grado se centra en la valorizacién del alpeorujo mediante la
obtencidn de compuestos fendlicos y biosurfactantes. Para ello se ha evaluado en primer lugar
el uso de diferentes solventes en el proceso de extraccién sélido-liquido de los compuestos
fendlicos presentes en el alpeorujo. A continuacion, los extractos fendlicos obtenidos han sido
caracterizados mediante las siguientes medidas: rendimiento del extracto (g de extracto/g de
alpeorujo seco), contenido de fenoles totales (mg de fenoles/g de extracto seco) y actividad
antioxidante. Para fines de comparacién, las mismas determinaciones han sido realizadas con
un alpeorujo sometido a un proceso previo de remocion del aceite residual (“alpeorujo
desgrasado”). Por Uultimo, se han realizados ensayos de produccion de biosurfactantes
mediante fermentacién sumergida en los que el alpeorujo ha sido utilizado como fuente de
carbono. Los resultados experimentales ponen en evidencia los elevados valores de actividad
antioxidante de los extractos fendlicos, superiores incluso a la del butilhidroxitoulueno (BHT).
De acuerdo con los resultados obtenidos por el método DPPH, la actividad antioxidante de los
extractos esta correlacionada con la presencia de compuestos fendlicos extraidos a partir del
alpeorujo. Excepto para el disolvente acetato de etilo, no se observan diferencias significativas
entre los valores de actividad antioxidante de los extractos obtenidos con el alpeorujo graso y
el sometido previamente a un proceso de extraccion del aceite residual. En lo que se refiere a
los ensayos fermentativos, de entre todas las condiciones evaluadas, solamente existen
evidencias claras de produccién de biosurfactantes mediante Trametes versicolor (TS < 30
mN/m) los experimentos realizados con alpeorujo graso en ausencia de agitacién. Por ultimo,
mediante andlisis del caldo de fermentacidn, se ha verificado la producciéon de la enzima
manganeso peroxidasa, que a su vez actia degradando los compuestos fendlicos procedentes
del alpeorujo y reduciendo su concentracién en el caldo de fermentacion.



1. Introduccion

Espafia es el primer productor mundial de aceite oliva, presentando una superficie de
olivar de 2.5 millones de hectareas. Del total de la produccién, un 96 % de superficie del olivar
son aceitunas que van para la almazara y el 4% restantes se utilizan para aceituna de mesa
(MAGRAMA, 2012). Segun datos de la Agencia de Informacién y Control Alimentario (AICA,
2015) Espafia produjo 1.781.500 toneladas de aceite de oliva en la campafia del afio
2013/2014. A nivel mundial, segtn el Consejo Oleicola Internacional (COl), se obtuvieron 3
millones de toneladas de aceite en el periodo de cosecha 2013-2014 (Chowdhury et al., 2015).

En el proceso de produccidn tradicional del aceite de oliva conocido como “proceso de
tres fases”, las almazaras generan grandes cantidades de aguas residuales (alpechin) que son
altamente contaminantes. Por esta razén, a principios de los afios 90, se ha introducido en el
mercado el sistema de extraccién de dos fases (Figura 1), en los que el Gnico subproducto
generado (el alpeorujo) consiste en la mezcla de orujo y el agua de vegetacion de la propia
aceituna. Actualmente, el sistema de dos fases se encuentra plenamente implantado en
Espafia (lo utilizan el 90% de las almazaras), ya que se consiguen importantes ahorros en
cuanto al consumo de agua y energia, ademas de la disminucién del volumen (y toxicidad) de
las aguas residuales producidas. Asimismo, el alpeorujo es cominmente sometido a un
segundo proceso de extraccién, con la finalidad de eliminar el aceite residual presente en el
mismo (Albuquerque et al., 2014). Se estima que cada 1000 kg de olivas, se obtienen 200 kg de
aceite y 800 kg de alpeorujo (Albuquerque et al., 2004); de alli la importancia de buscar formas
de valorizar este importante subproducto.

El alpeorujo es considerado un subproducto rico en compuestos fendlicos: solamente
un 2% de los fendlicos de la oliva son transferidos al aceite (Rodis et al, 2002). No obstante, su
contenido de compuestos fendlicos depende del cultivo, de la variedad de aceituna, y de los
tratamientos de extraccion. Los principales compuestos fendlicos tanto en el alpeorujo, como
el alpechin y el orujo, son: los acidos fendlicos (destacan el acido cafeico y el 4cido vanilico);
flavonoides (son los que se encuentran en mayor proporcion y destaca la oleuropeina,
verbascosida y el hidroxitirosol); y los secoiridoides (estan la luteolina, luteolin 7-o0-glucdsido, y
el rutin).

A continuacion, teniendo en cuenta la tematica del presente TFG, se presentan los
aspectos generales relacionados con los compuestos fendlicos y el alpeorujo (tales como:
definicidn, clasificacién, composicion, entre otros).
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Figura 1 - Diagrama de bloques del proceso de obtencidn de aceite de oliva de dos fases
(Albuquerque et al., 2004).

1.1 Los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos (CF) son sustancias organicas que poseen un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilo y una cadena lateral funcional. Los compuestos
fendlicos pueden ser moléculas simples, como lo son los acidos fendlicos y los taninos, y estas
moléculas simples pueden conjugarse con varias moléculas como azucares (mono, di, u
oligosacaridos), acidos organicos, lipidos o con otros fenoles dando lugar a moléculas mas
complejas. Son moléculas muy solubles en agua, y aunque su clasificacién puede ser compleja,
pueden ser agrupados en cuanto al nUmero de atomos de carbono que contiene, segun se
indica en la Tabla 1. De acuerdo con Crozier et al. (2009), los flavonoides constituyen el grupo
de compuestos fendlicos mayoritario (Figura 2).

En la naturaleza, los CF no se encuentran normalmente disponibles en su forma libre,
sino que aparecen conjugados con dacidos orgdnicos o azucares unidos a grupos hidroxilo
(Bravo, 1998). De entre los azucares se destacan la ramnosa, la glucosa, la galactosa,
arabinosa, xilosa, entre otros.



Tabla 1 - Clasificacidn de los compuestos fendlicos segiin Harborne (1989).

Numero de atomos Estructura Clasificacion
de carbono
6 Cs Fenoles simples; benzoquinonas
7 Cs-C; Acidos nezoicos
8 Ce- G, Acidos fenilacéticos;
Acetofenonas
9 Cs- Cs Acidos hidroxicindmicos

Polipropones; Cumarinas

10 Ce-Cy Naftoquinonas
13 Ce—C.-Cs Xantonas
14 Ce—C,-GCq Estilbenos; Antraquinonas
15 Ce—C5-GCg Flavonoides; Isoflavonoides
18 (Ce—GC, ), Lignanos; Neolignanos
30 (Ce— C3 - Ce), Biflavonoides
N (Ce)n Catecolmelaninas
(Cs— C3)n Ligninas
(Ce—C5- Ce)n Taninos condensados

Figura 2 - Estructura quimica basica de los flavonoides y sus principales subgrupos.




Los CF constituyen un grupo de sustancias ampliamente repartidas por el reino
vegetal, tal y como confirman las mas de 8,000 estructuras identificadas en la actualidad. Estan
muy presentes en frutas y verduras, ejerciendo un papel importante sobre las propiedades
organolépticas de los mismos. Asimismo, otras funciones importantes de los CF son las
siguientes: son los responsables del color brillante de muchas frutas y verduras, actian sobre
los radicales libres que se produce en presencia de luz UV, contacto con el 02, con metales,
previniendo su deterioro (Dermeche et al., 2013).

Debido al gran nimero de actividades bioldgicas que desarrollan, también aportan
efectos beneficiosos para la salud, tales como: accién antioxidante, antiinflamatoria,
cardioprotectora, anti-cancerigena, neuroprotectora, entre otras. De entre los mecanismos de
accion de los compuestos fendlicos, se destaca la captacion de radicales libres, inhibicién de la
actividad enzimatica, impacto en el ciclo celular.

1.2 El alpeorujo

El alpeorujo es el principal subproducto generado en el proceso de obtencién de aceite
de oliva mediante el sistema de extraccién de dos fases. El alpeorujo es un residuo semi-sélido
constituido por el mesocarpio, huesos y piel de la oliva, ademas del agua de vegetacion y una
cierta cantidad de aceite residual. La materia organica presente se compone bdsicamente de
lignina, hemicelulosa y celulosa, y representan el 39%, 30% y 23% del total de la materia
organica de este residuo (tesis). Otros componentes de la materia organica son las grasas
(11%), proteinas (7%), carbohidratos solubles (12%, en base seca) y CF (1.4%, en base seca)
(Morillo et al, 2009).

El alpeorujo es un subproducto muy rico en compuestos fendlicos, tales como el
hidroxitirosol, tirosol y oleuropeina (Fernandez Bolafos et al., 2002). Paraddjicamente, la
riqueza en compuestos fendlicos del alpeorujo es una de las principales causas de su poder
contaminante. En este sentido, varios estudios estan siendo llevados a cabo con el intuito de
recuperar dichos compuestos (Obied et al, 2005; Fernandez Bolafios et al, 2002).

Las técnicas de obtencidn de los extractos fendlicos ricos en compuestos antioxidantes
pueden ser agrupadas en dos grandes grupos: extraccidn con disolventes organicos vy
extraccién en fase solida (SPE). El tipo del disolvente empleado se constituye en uno de los
principales factores que afectan la eficacia de dichos procesos. Ademas, debido a la elevada
solubilidad en agua, los solventes orgdnicos no se utilizan puros, sino mezclados en agua. De
acuerdo con Escribano-Baildn et al. (2003), en general, mezclas hidroalcoholicas del 70-80%
permiten una buena extraccién de los derivados hidroxicinamicos, flavonas, flavonoles vy
catequinas a partir de muestras de fruta y legumbres. Otros factores que inflluyen en el
proceso son: la temperatura, el nimero de pasos de extraccion y el volumen de disolvente, el
tamanio de particula y su forma, entre otros.

Los métodos tradicionales para la determinacién del contenido total de compuestos
fendlicos de los extractos obtenidos se basan en técnicas espectrofotométricas (como es caso
del método de Folin-Ciocalteau), y técnicas cromatograficas. Asimismo, en la actualidad se
estan investigado otros sistemas de extraccion, tales como son la extraccidon supercritica y el
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uso de microondas. Entre los diferentes solventes usados en la extraccién de los CF del
alpeorujo, se destacan: metanol (Obied et al.,, 2005), etanol (Amro et al., 2002), acetona
(Hammerstone et al., 1999), acetato de etilo (Lesage-Meensen et al.,, 2001), n-butanol
(Capasso et al., 1992) y n-propanol (Vazquez Roncero et al., 1974).

1.3 Los biosurfactantes

El término “biosurfactante” es cominmente empleado para referirse a los agentes de
superficie producidos por microorganismos (Banat et al.,, 2010), aunque algunos autores
también incluyen en esta clasificacion los surfactantes de origen vegetal y animal (Al-Wahaibi
et al., 2014).

La caracteristica principal de la estructura molecular de los biosurfactantes es su
naturaleza anfifilica, es decir, la coexistencia de una porcidn hidréfilica (constituida por mono-,
oligo- polisacaridos, aminoacidos, péptidos, carboxilatos o grupos fosfatos) y una porcion
hidréfobica, constituida por (hidroxi)-acidos grasos o alcoholes grasos (Lang y Wullbrandt,
1999). En base a sus estructuras quimicas, los biosurfactantes son clasificados como
glicopolipidos, lipopéptidos, lipoproteinas, fosfoslipidos, d4cidos grasos, surfactantes
polimericos y particulados (Desai y Banat, 1997).

Los biosurfactantes presentan una serie de ventajas cuando son comparados a los
tensioactivos sintéticos, tales como: gran variedad de estructuras quimicas, elevada
biodegradabilidad y baja toxicidad, estabilidad frente condiciones extremas de operacion (pH,
temperatura, concentracion de sales), excelentes propiedades interfaciales, entre otras (Desai
y Banat, 1997). Por otra parte, sus elevados costes de produccion vienen limitando su
produccién a gran escala. Por esta razdn, el uso de fuentes residuales es de gran interés en la
actualidad.

En lo que se refiere a las propiedades de los biosurfactantes, se destacan las
siguientes: actividad superficial, humectacion, espumacién, emulsificacién, solubilizacidn,
detergencia, entre otras. En cuanto a las aplicaciones de los biosurfactantes, estos son
especialmente adecuados para aplicaciones relacionadas con las areas de alimentos, farmacia
y medioambiental.
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2. Objetivos

Los principales objetivos del presente Trabajo Fin de Grado son los siguientes:

- Estudiar el proceso de extraccion de los compuestos fendlicos presentes en el
alpeorujo mediante el uso de diferentes solventes;

- Evaluar la concentracién de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de los
extractos obtenidos;

- Comparar la concentracion de compuestos fendlicos y actividad antioxidante del
denominado “alpeorujo graso”, usado tal cual se recibe de la almazara, con los del
“alpeorujo desgrasado”, al que se le ha extraido el aceite residual con n-hexano;

- Estudiar la produccién de biosurfactantes a partir del alpeorujo mediante
Trametes versicolor CECT 20817, asi como la presencia de compuestos fendlicos y
la actividad antioxidante del caldo de fermentacién.
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3. Materiales y métodos

3.1 Alpeorujo

El alpeorujo utilizado en el presente trabajo ha sido gentilmente suministrado por la
Oleicola ElI Tejar Nuestra Seniora De Araceli SCL (Cérdoba, Espafia). Las principales
caracteristicas de dicho subproducto se indican en la Tabla 2. El alpeorujo ha sido sometido a
un tratamiento previo de secado en estufa a 602C hasta peso constante, y ha sido denominado
en este trabajo como “alpeorujo graso” (AG), ya que contiene una cierta cantidad residual de
aceite.

Tabla 2- Composicion del “alpeorujo graso” suministrado por la Cooperativa El Tejar.

Humedad (%) 64,37 £ 0,67
Proteina total (%) 7,1+0,4
Anilisis elemental (%) C 48,15

N 1,18

H 7,14

3.2 Reactivos y solventes
En la Tabla 3 se resumen los principales reactivos y solventes utilizados en este trabajo,
asi como su pureza y procedencia.

Tabla 3 - Principales reactivos y solventes utilizados.

Reactivo/disolvente Pureza/concentracién Casa comercial
n-Hexano 95% Panreac
Acetato de etilo 99,7% Panreac
Metanol 99,8% AB -SCAN
Etanol absoluto - Panreac
Acido nitrico 82% Panreac
Solucién de Na,CO; saturada 99,5 Panreac
Reactivo de Folin Ciocalteau 2M Panreac
Cloroformo (CHCIs) 99% Panreac
Acido linoleico 60 - 74% Siga Aldrich
Tween-80 Siga Aldrich
B-caroteno 97,0% Sigma

Acido gélico >97,5 Sigma
Disolucidn de agua oxigenada 0,01 M 30% Panreac
DPPH - Sigma Aldrich
Nitrato de amonio 99% Panreac
Potasio di-hidrato fosfato 99% Panreac
Magnesio sulfato 99% Panreac
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Cont. Tabla 3

Reactivo/disolvente Pureza/concentracién Casa comercial
Cloruro de potasio 99,5% Panreac
Hierro Il Sulfato 98% Panreac
ZnS04 * 7 H20 >99,5% Panreac

CaCl2 * 2H20 99% Panreac
Extracto de levadura Cultimed
Peptona Cultimed
Agar de dextrosa de patata - Kasvi

Lactato de sodio 99% Sigma-Aldrich
Manganeso Il sulfato (1- hidrato) | >90 % Panreac
Tampdn succionato de sodio 98% Fluka
Albumina de huevo 62 -88 % Sigma

Rojo fenol - Sigma- Aldrich
NaOH - Panreac

3.3 Proceso de desgrasado del alpeorujo

La fraccidn lipidica presente en el alpeorujo ha sido extraida mediante contacto con n-
hexano. Para ello, se ha afiadido 25 g de alpeorujo previamente seco en estufa y 75 ml de
hexano (proporcién 1:3 p/v) a un Erlenmeyer; y la mezcla resultante ha sido agitada a 130 rpm
en un agitador orbital durante 1h. A continuacion, utilizando papel de filtro no. 4, la mezcla ha
sido filtrada y sometida a un proceso de evaporacion del disolvente en rotavapor. Los sélidos
retenidos en el filtro, denominado “alpeorujo desgrasado seco”, han sido mantenidos a
temperatura ambiente durante 24 horas. El contenido de aceite del alpeorujo obtenido tras la
evaporacién del disolvente ha sido determinado por gravimetria tras su mantenimiento a
temperatura ambiente durante 24 horas.

3.4 Proceso de obtencion del extracto fendlico

En la Figura 3 se resumen los principales pasos seguidos para la obtencidn del extracto
fendlico. Tal y como se indica, se han obtenido dos extractos: (i) a partir del alpeorujo original,
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suministrado por la cooperativa (EFG), y (ii) extracto fendlico desgrasado (EFD) obtenido a

partir del alpeorujo sometido a un proceso de extraccién de la fraccion lipidica.

Alpeorujo

¥

¥

Secado

J

Extraccion de los fendlicos con
solventes

J

Extracto fendlico (EFG)

v

Desgrasado con n-hexano

!

Secado

!

Extraccion con solventes

!

Extracto fendlico desgrasado (EFD)

Figura 3 — Esquema de los procedimientos seguidos para la obtencidn del extracto fendlico

graso (EFG) y desgrasado (EFD).

Independientemente de los tratamientos aplicados al alpeorujo, se ha adoptado el

siguiente procedimiento experimental:

(a) Primeramente, 5 g de alpeorujo seco y 25 ml de solvente (1:5 p/v, Tabla 4) han
sido introducidos en un matraz enlermeyer de 100 ml;

(b) A continuacidn, se ha llevado a cabo la extraccion de los compuestos fendlicos,

manteniendo el contenido del erlenmeyer a temperatura ambiente durante 1
h bajo agitacién (130 rpm, en un agitador orbital);

(c) A continuacion, la mezcla resultante ha sido filtrada en papel de filtro no 4,

siendo el filtrado colectado en un matraz redondo de 250 ml. El residuo sélido

recogido en el papel filtro ha sido descartado;

(d) Para finalizar, en un rotavapor, se ha evaporado el disolvente (0 mezcla de

disolventes) presentes en el filtrado. El producto asi obtenido ha sido

denominado extracto fendlico.
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Tabla 4 - Solventes empleados para la extraccion de los compuestos fendlicos presentes en
el alpeorujo.

Solvente/mesclas Proporcion Preparacién
Acetato de etilo 100% Uso directo (sin tratamento prévio).
Metanol 100% Uso directo (sin tratamento prévio).
Etanol absoluto 100% Uso directo (sin tratamento prévio).
Mezcla de metanol / 1:1v/v Mezcla de 40ml de metanol y 40 ml de agua
agua destilada destilada
Mezcla metanol / agua 1:1v/v Mezcla de 40ml de metanol y 40 ml de agua
destilada (pH 2) destilada. El metanol ha sido previamente
acidificado a pH 2 con acido nitrico 0.1M
Mezcla etanol / agua 1:1v/v Mezcla de 40 ml de etanol absoluto y 40 ml de agua
destilada destilada.
Mezcla etanol / agua 1:1v/v Mezcla de 40 ml de etanol absoluto y 40 ml de agua
destilada (pH 2) destilada. El etanol ha sido previamente acidificado

a pH 2 con &cido nitrico 0.1M

Una vez obtenidos los extractos fendlicos, estos han sido conservados a 42C para la
posterior determinaciéon del contenido de compuestos fendlicos totales y actividad
antioxidante.

3.5 Determinacidn del contenido de compuestos fendlicos totales

Para la determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales presentes en el
extracto fendlico, asi como en el caldo d fermentacion (“sobrenadante libre de células”), se ha
empleado el método de Folin-Ciocalteau descrito por Anagnostopoulou et al. (2006).

Para ello, se prepard una solucion a partir del extracto fendlico (denominada “Dilucién
1”), diluyéndose 10 mg del extracto fendlico (ver apartado 3.4) con 10 ml de agua destilada
(1:1 p/v). A continuacién, 0.5 ml de la Dilucién 1 se le afiadié 5ml de agua destilada; 0,25 ml del
reactivo Folin-Ciocalteau y 1 ml de la solucién de Na,CO; saturado. La mezcla resultante fue
mantenida durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente, se determiné la absorbancia de
muestra a 725 nm usando el espectrofotometro de la casa Cary 100 Bio (UV- Visible
Spectrophotometer).

La concentracidon de fendlicos totales fue calculada a partir de una recta patrén
construida con diferentes concentraciones de acido gdlico, siguiéndose el procedimiento
anteriormente descrito. El contenido de fenoles totales en la muestra fue expresado en
términos de miligramos de acido galico por gramo de extracto seco.
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Para la determinacién del contenido de fenoles en el medio de fermentacion, se siguié
el mismo procedimiento, sustituyendo las soluciones del extracto por el sobrenadante de la
centrifugacion.

3.6 Determinacion de la actividad antioxidante en el extracto fendlico
La actividad antioxidante del extracto fendlico ha sido evaluada mediante dos
métodos: (a) método del DPPH y (b) método descrito por Matook Saif Mokbel et al. (2006).

3.6.1 Determinacion de la actividad de eliminacién de radicales libres (DPPH)

Para la determinacidn de la actividad antioxidante de los extractos fendlicos mediante el
método del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) se ha seguido el siguiente procedimiento
experimental:

e |nicialmente, se prepard una solucion del DPPH del 0.004% m/v, afiadiendo 4.0 mg de
DPPH en 100 ml de metanol.

e A continuacidn, se afiadié 1 ml de la Dilucion 1 (descrita en el apartado 3.5) y 2ml de
DPPH del 0.004%

e La mezcla resultante se dejé reposar durante treinta minutos en oscuridad v,
finalmente se mide la absorbancia a 517nm.

e Los resultados de actividad enzimatica fueron expresados en porcentaje de inhibicidn
(1, %), de acuerdo con la siguiente ecuacién:

L (%) = Absm — Absb 100
= T AbsDPPH
Donde: Absm es la absorbancia de la muestra; Absb es la absorbancia del blanco y AbsDPPH es

la absorbancia del control negativo.

Para fines de control, se realiza un blanco sustituyendo la muestra por metanol,
afiadiéndose 1 ml de Dilucion 1 y 2 ml de metanol (sin DPPH). El control negativo se obtiene
afiadiéndose 1 ml de metanol y 2ml de DPPH del 0.004% (sin la adiciéon de la Dilucién 1).
Finalmente, para el control positivo, se afiaden 0.5 ml de BHT (en lugar de la muestra) y 1 ml
de DPPH del 0.004%.

3.6.2 Método del B-caroteno/acido linoleico

La evaluacion de actividad antioxidante de los extractos fendlicos también ha sido
realizada mediante el método del B-caroteno/acido linoleico. Para ello, primeramente, se ha
preparado una emulsion siguiéndose los siguientes pasos:
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(a) 3.0 mg de B-caroteno, 1.0 mililitro de cloroformo, tres gotas de acido linoleico (45
mg) y 6 gotas de Tween-80 (250 mg) han sido afiadidos a un matraz esférico;

(b) La mezcla resultante ha sido evaporada en rotavapor durante 4 minutos a 502C;

(c) A continuacion, se afiadieron (a la vez que se agita), 6.0 ml de agua destilada al
matraz.

(d) Para finalizar, el contenido del matraz esférico ha sido traspasado a un matraz
aforado de 100ml, y se ha enrasado con una disolucién de agua oxigenada 0.01 M.

Una vez obtenida la emulsidon, se han tomado 0.2 ml de la Dilucién 1 (descrita en el
apartado 3.5) y se han mezclado con 4 ml de la referida emulsiéon. Las diluciones asi
preparadas han sido mantenidas en bafio maria a 502C, y a intervalos de tiempo predefinidos,
se determind la absorbancia en espectrofotometro a 470 nm (Abs470nm). Los intervalos de
tiempo considerados fueron: 0, 1, 2 y 3 h, cuando se ha verificado visualmente la pérdida del
color del B-caroteno. Un control negativo ha sido realizado con una disolucién preparada a
partir de 0.2 ml de agua destilada y 4 ml de emulsién; y como control positivo, se ha empleado
la disolucion formada por 0.2 ml de BHT mg/ml y 4 ml de emulsién.

La actividad antioxidante ha sido evaluada mediante la siguiente expresion:

Absmt0 — Absmt)
X

AA = (1 "~ Absct0 — Absct

Siendo Absmt0 y AbsctO los valores de absorbancia de la muestra y del control negativo a
tiempo cero, respectivamente, y Absmt y Absct, los valores de absorbancia de la muestray la
absorbancia del control negativo a las 3h respectivamente.

3.7 Proceso de produccidn de biosurfactante

En este trabajo se ha evaluado la posibilidad de utilizar el alpeorujo desgrasado (y con
contenido fendlico reducido, AD) como fuente de carbono para la produccion de
biosurfactantes mediante Trametes versicolor CECT 20817 (Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo). Adicionalmente, para fines de comparacion, los mismos ensayos han sido realizados con
el alpeorujo graso (AG), tal y como ha sido suministrado por la Cooperativa. En ambos casos, el
efecto de la agitacidn en el proceso ha sido evaluado a dos niveles: 0 y 150 rpm. Ensayos
control han sido realizados, segln se indica en la Tabla 5. En todos los casos, la duracién de los
ensayos ha sido de 10 dias.

Los ensayos de produccion de biosurfactante han sido realizados a 252C en sistema
discontinuo (Erlenmeyers de 250 mL de capacidad), usando el medio de cultivo indicado en la
Tabla 6.
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Tabla 5 - Condiciones adoptadas en los ensayos fermentativos.

Experimento | Alpeorujo | Inoculo Agitacidn Numero de
(rpm) replicas

1 AG 3 plugs de 3,5 cm cada 0 3:R1,R2yR3

2 AD 3 plugs de 3,5 cm cada 0 3:R1,R2yR3

3 AG 3 plugs de 3,5 cm cada 150 3:R1,R2yR3

4 AD 3 plugs de 3,5 cm cada 150 3:R1,R2yR3
Control 1 AD 0 0 1:R1

Control 2 AG 0 0 1:R1

Control 3 --- 3 plugs de 3,5 cm cada 0 1:R1

Tabla 6 - Composicion del medio de cultivo empleado en los tests

biosurfactantes.

de produccién de

Componente Concentracion (g/L)
NH;NO; 0,724

KH,PO, 1,0
MgSO, * 7 H20 1,0
KCl 0,5
Extracto de levadura 0,5

FeSO, * 7 H,0 0,001

ZnS04 * 7 H,0 0,0028

CaCl, * 2H,0 0,033

Peptona 10
Alpeorujo 2

Para preparar el
procedimiento:

e Una vez pesados los componentes indicados en la Tabla 6 e introducidos a un matraz,

se afiade agua destilada y se agita hasta la completa disolucién;

medio de cultivo utilizado en la fermentacidn, siguid el siguiente

e A continuacidn, se traspasa 100 ml de dicho medio a matraces Enlermeyers y se tapan

los mismos con algoddn. Los erlenmeyers se llevan a autoclave y se mantienen a
121°C durante 15 minutos.

e Los erlenmeyers son dejados enfriar en campana de flujo laminar bajo luz UV.

Una vez que los erlenmeyers con los medios de cultivo estdn atemperados se realiza la

siembra a partir de placas Petri colonizadas con el hongo (ver Anexo 1), tomando los siguientes

cuidados: antes de sembrar hay que sacar la placa con el indculo para dejar que se atempere, y
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cuando se siembra siempre lavar las manos con alcohol y trabajar bajo flujo laminar y cerca del
mechero. Se inoculan en cada Enlermeyer tres plugs del hongo Trametes versicolor CECT
20817.

Una vez transcurridos diez dias de fermentacion, se mide el pH del caldo de fermentacion,
y se centrifuga el caldo durante 20 minutos, a 9000rpm y 42C. La fraccion sélida obtenida es
utilizada para la determinacién de concentracién celular (secado en estufa a 602C hasta peso
constante), mientras que en el sobrenadante libre de células es utilizado para la medida de la
tensién superficial (TS), concentracidn de compuestos fendlicos totales, y actividad
antioxidante.

3.8 Evaluacion de la actividad antioxidante en el medio de fermentacién

Para la evaluacidn de la actividad antioxidante del medio de fermentacién se siguié el
mismo proceso descrito en el apartado 3.6.1, sustituyéndose las soluciones del extracto de
alpeorujo por el sobrenadante libre de células.

3.9 Evaluacion de la actividad enzimatica de la enzima manganeso peroxidase en el
medio de fermentacion

La determinacidon de la actividad enzimdtica de la enzima manganeso peroxidase ha sido
realizada de acuerdo con las indicaciones de Gil et al. (2012). Para ello, se han mezclados en un
tubo de ensayo 1000 L del sobrenadante libre de células (descrito en el apartado 3.7); 200 uL
de lactato de sodio (250 mM), 400 pL de albumina de huevo (0,5% m/v); 100 pL de disolucidn
MnSQ, (2 mM); 200 pL fenol rojo (1 g/L) y 100 uL H,0, (2 mM) en tampdn succionato (pH 4).
La reaccién que se inicia con la adiciéon de H,0,, se lleva a cabo durante 5 minutos a 30 °C.
Transcurridos esto tiempo, la misma es interrumpida la adicién de 80 pL de NaOH 2 N. La
absorbancia de las muestras se realiza al inicio (aproximadamente a los 10 segundos) y al final
de la reaccién (5 minutos) a 610nm. Una unidad de U se define como la cantidad de enzima
requerida para oxidar 1 pmol de Mn** a Mn’>* en un minuto. Para mayores detalles, se
presenta en la Tabla 7 cémo se han preparado las distintas disoluciones utilizadas en esta
determinacion.
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Tabla 7 - Procedimiento adoptado para la preparacion de las disoluciones utilizadas en la

medida de actividad enzimatica.

Lactato de sodio 250 mM

Disolver 2,8015 g de lactato de sodio en 100
ml de agua destilada.

Sulfato de manganeso 2 mM

Disolver 0,3380 g de MnSQ,.H,0 en 1000ml
de agua destilada.

Tampon succionato de sédio 20 mM (pH 4,0)

Disolver 10 ml de la solucion 0,2 M de NaOH y 25
ml de la solucién 0,2 M de acido succinico (23,6 g
en 1 litro) y ajustar el volumen final de la
disolucion a 100ml con agua destilada.

3.10 Tension superficial

La tensién superficial (TS) del caldo de fermentacién libre de células, asi como sus
diluciones 1:10 (TS-1) y 1:100 (TS-2), ha sido determinada a 252C mediante el método de la
[dmina de Whilhemy en un tensiémetro Kruss K-11. Todas las medidas han sido realizadas

automdticamente un minimo de 30 veces, y su media y desviacidn estandar calculadas por el

propio equipo. Asimismo, se ha procedido la determinacién de la tensién superficial de dos

fermentaciones llevadas a cabo en condiciones idénticas (“replicas verdaderas”).

3.11 Analisis estadistico

Los valores medios y la desviacidon estandar de las diferentes medidas realizadas

(extracto fendlico, concentracion de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y actividad

enzimatica), han sido determinadas, y sus valores han utilizados en el test de Tukey para

comparacién de medias.
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4. Resultados y discusion

4.1 Contenido de aceite en el alpeorujo
En la Tabla 8 se resumen los valores medios de porcentaje de aceite en el alpeorujo.
Coémo se indica, del total del alpeorujo del que se parte, 4,46 £ 0,15 % corresponden a aceite.

Tabla 8 - Contenido de aceite en el alpeorujo (base masica).

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Valor medio (%) | Desviacion estandar (SD, %)

4,46 4,61 4,31 4,46 0,15

4.2 Rendimiento del proceso de extraccion de los compuestos fendlicos

El proceso de extraccidén de los compuestos fendlicos presentes en el alpeorujo ha sido
llevado a cabo a temperatura ambiente mediante contacto con diferentes disolventes
(proporcion 1:5 p/v alpeorujo/disolvente). La duracién de dicho proceso ha sido de 1 hora.
Dichas condiciones han sido fijadas con base en los resultados del trabajo de Lafka et al.
(2011).

En la Tabla 9 se recogen los valores medios de rendimiento expresados en términos del
porcentaje masico de extracto fendlico (R) respecto al alpeorujo graso (gramos de extracto por
gramo de alpeorujo seco), asi como sus desviaciones estandar (SD). Los datos completos se
encuentran en el Anexo 2.

Tabla 9 — Valores de rendimiento de los compuestos fendlicos presentes en el alperoujo
graso, expresados en términos de porcentaje masico de extracto fendlico (gramos de
extracto/gramo de alpeorujo seco)

Solvente Rac (%)
Replica 1 Replica 2 Replica 3 Valor medio SD

Acetato de etilo 5,71 6,16 4,58 5,50 0,50
Metanol 13,98 13,51 11,32 12,90 1,40
Metanol/agua 26,47 26,34 29,64 27,50 1,90
Metanol/agua pH2 22,14 26,02 22,33 23,50 2,20
Etanol 4,95 4,99 3,73 4,60 0,70
Etanol/agua 21,35 20,44 21,91 21,20 0,70
Etanol/agua pH 2 24,77 23,50 20,07 22,80 2,40

Tal y como se aprecia en la Tabla 9, para el caso del alpeorujo suministrado por
Cooperativa y sometido exclusivamente a un proceso previo de secado, los valores medios de
rendimiento (Rag) varian entre 4.6 y 27.5%, aproximadamente. Por otra parte, el porcentaje de
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extracto fendlico obtenido con los diferentes disolventes y sus mezclas, decrece en el siguiente
orden: Metanol/agua > Metanol/agua pH 2 > Etanol/agua pH 2 > Etanol/agua > Metanol >
Acetato de etilo > Etanol. Asimismo, cabe notar que:

(i) Independientemente del disolvente usado, los mayores valores de Ry se
obtienen mezclando disolventes organicos con agua;

(i) Aungque los datos indican que el etanol conduce a menores valores de Ryg,
en la practica habria que considerar aspectos de seguridad del etanol frente
al del metanol.

En la Tabla 10 se presentan los valores medios de rendimiento del extracto fendlico
desgrasado (Rap), asi como sus desviaciones estandar (SD).

Tabla 10 — Valores de rendimiento de los compuestos fendlicos presentes en el alpeorujo
desgrasado, expresados en términos de porcentaje masico de extracto fendlico (gramos de
extracto/gramo de alpeorujo seco)

Solvente Rap (%)
Replica 1 Replica 2 Replica 3 Valor medio SD

Acetato de etilo 2,69 3,72 3,05 3,20 0,50
Metanol 15,59 16,34 15,04 15,70 0,70
Metanol/agua 26,08 27,20 26,60 0,80
Metanol/agua pH 2 24,80 21,20 17.79 21,30 3,50
Etanol 3,72 3,36 4,53 3,90 0,60
Etanol/agua 21,78 18,25 19,47 19,80 1,80
Etanol/agua pH 2 25,98 22,42 31,56 27,00 6,50

Los valores de eficiencia de extraccion de los fendlicos presentes en el alpeorujo
desgrasado son similares a los obtenidos con el alpeorujo graso, aunque ligeramente
inferiores. Los mayores valores de Ras se consiguen con mezclas etanol/agua pH 2 y
metanol/agua. Ademads, el andlisis estadistico de los datos indica que existen diferencias
significativas (P>0.05) entre ambas eficiencias de extraccién.

Los resultados de este trabajo concuerdan en gran medida con lo ya publicado en
literatura, en los cuales se comprueba que la adicidon de agua a solventes mejora la extraccion
de los compuestos fendlicos presentes en el alpeorujo. Lafka et al. (2011) también reporté la
obtencidon de mejores resultados al usar metanol como disolvente, pero por otra parte, por
cuestiones legales (Directivas 88/344/CEE y 94/52/CEE), el etanol se convierte en un candidato
idéneo para substituir el metanol, ya que el metanol no se considera un disolvente de
extraccién apto de utilizacién en la fabricacion de productos alimenticios y de sus ingredientes.

En lo que se refiere al proceso de extraccién de compuestos fendlicos presentes el
alpeorujo, cabe destacar el trabajo realizado por Suarez Recio et al. (2009). Para maximizar la
extraccién de los polifenoles presentes en el alpeorujo, las muestras han sido centrifugadas a
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21600 g a 159C durante 10 minutos. De esta operacidén se han obtenido dos fracciones: (a) la
fraccion liquida, denominada “agua de vegetacion” y (b) el residuo sélido. Los compuestos
fendlicos presentes en cada fracciéon han sido sometidos a diferentes procedimientos de
extraccion.

4.3 Analisis de los compuestos fenolicos totales presentes en los extractos

La determinacién del contenido fendlico total de los extractos fue realizada mediante
el método de Folin-Ciocalteau (FC) que se basa en la reduccién del reactivo FC a dxidos azules
de molibdeno y wolframio por accién de los compuestos fendlicos.

En la Tabla 11 se resumen los valores medios de concentracién de compuestos
fendlicos presentes en el extracto fendlico graso (EFG) y sus correspondientes desviaciones
estandar (SD). La concentracién de fendlicos (C), se expresa en términos de miligramos de
acido galico por gramo de extracto seco. Los valores de concentracion de fendlicos en el EFG
varian de 1,56 a 55,52 mg acido galico / g extracto fendlico. Los mayores valores han sido
obtenidos con las mezclas de disolventes metanol/agua a pH 2 y etanol/agua a pH 2. Mediante
test de comparacion de medias, se observa que no existen diferencias significativas (p > 0.05)
entre los resultados obtenidos con metanol/agua a pH 2 y etanol/agua a pH 2. De igual modo,
tampoco se han verificado diferencias significativas entre los valores de concentracién de
fendlicos al variar el pH de las distintas mezclas de disolventes; de este modo, se concluye que
el efecto del pH en el proceso es despreciable.

Tabla 11- Valores de la concentracion de compuestos fenodlicos totales en el extracto fendlico
obtenido a partir del alpeorujo graso (EFG).

Solvente C: ( mg acido galico / g extracto fenélico)

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Valor medio SD
Acetato de etilo 2,44 -- 1,14 1,56 0,77
Etanol 8,06 8,89 10,59 9,18 1,29
Metanol 41,54 51,24 42,20 45,00 5,42
Metanol/agua 47,46 48,54 47,67 47,89 0,58
Etanol/agua 49,79 49,54 49,93 49,75 0,20
Etanol/agua pH 2 56,49 51,40 48,73 52,20 3,94
Metanol/agua pH 2 52,17 61,09 53,30 55,52 4,85

En la Tabla 12 se muestran los valores medios de concentracidn de compuestos
fendlicos presentes en el extracto fenélico desgrasado y sus desviaciones estandar. Los valores
de concentracién de compuestos fendlicos en el EFD son ligeramente superiores a los
determinados en el extracto del alpeorujo graso. Por otra parte, excepto para los ensayos
realizados con la mezcla metanol/agua, no existen diferencias significativas (p > 0.05) entre los
resultados de EFG y EFD.
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Tabla 12 — Valores de la concentracion de fenoles en el extracto fendlico del alpeorujo
desgrasado (EFD).

Solvente C: ( mg acido galico / g extracto fenélico)
Replica 1 Replica 2 Replica 3 Valor médio SD

Acetato de etilo 6,67 5,98 5,89 6,18 0,43
Etanol 16,03 16,40 18,69 17,04 1,44
Metanol 33,73 32,99 33,10 33,27 0,4
Metanol/agua pH 2 51,74 50,23 52,60 51,52 1,20
Etanol/agua pH 2 51,57 52,24 51,59 51,80 0,38
Etanol/agua 61,29 56,79 57,24 58,44 2,48
Metanol/agua 68,41 54,01 53,43 58,62 8,49

Los resultados presentados en la Tabla 12 concuerdan en gran medida con los datos
reportados en literatura. Por ejemplo, Lafka et al. (2011) estudiaron el extraccidon de los
compuestos fendlicos presentes el alpeorujo (con 4,3 + 0,8 % de lipidos) mediante el uso de los
siguientes solventes: metanol, etanol, mezcla 1:1 v/v de etanol/agua, n-propanol, iso-propanol
and acetato de etilo. De acuerdo con los autores, los mejores resultados han sido obtenidos
con metanol (1,29 + 0,23%, expresados en términos de equivalentes de acido cafeico), etanol
(1,23 £0,21%) e etanol-agua (1,19 = 0,32 %). Por otra parte, la mayor cantidad de compuestos
fendlicos (1,2 % de compuestos fendlicos totales, m/m) ha sido obtenida a pH inferiores a 3.

4.4 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos fendlicos

En el presente estudio la actividad antioxidante de los extractos fendlicos ha sido
evaluada por dos métodos distintos: (a) método del radical libre 2,2- difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH), y (b) método basado en la descoloracion del B-caroteno. El primer método se basa en
el cambio de color (de morado a amarillo) que ocurre cuando el radical DPPH se inhibe por la
accion de antioxidantes. En el segundo, la descoloracion del B-caroteno se debe al ataque del
B-caroteno por los radicales libres producidos durante la oxidacién del acido linoleico; en
presencia de antioxidante, habrd menor decoloracién, lo que se podra ser determinado por
espectrometria (Ramalakshmi et al., 2008). En ambos casos, para fines de comparacion, se ha
empleado el BHT (butil hidroxitolueno) como compuesto antioxidante de referencia, ya que
presenta un gran potencial inhibidor.

En la Tabla 13 se resumen los resultados de porcentaje de inhibicién segin en el
método del radical libre DPPH (datos completos estan disponibles en el Anexo2). Tal y como se
aprecia, excepto para el caso de los extractos fendlicos obtenidos a partir del acetato de etilo,
la capacidad de secuestro del radical libre DPPH de los extractos es superior a la del BHT. Por
otra parte, se ha verificado la existencia de una correlaciéon (67,70 %) entre los datos de
concentracién de fenoles y el porcentaje de inhibicion del DPPH, lo que indica que los
compuestos fendlicos son los responsables por el secuestro del radical libre DPPH.
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Tabla 13 - Actividad captadora del radical DPPH de los diferentes extractos fendlicos (media

* desviacion estandar).

Extracto fendlico obtenido a

Porcentaje de inhibicidn (I, %)

partir de: Alpeorujo graso Alpeorujo desgrasado
Acetato de etilo 17,17 £ 2,33 42,44 +1,62
Metanol 89,49+ 1,23 93,29 £ 0,08
Etanol 61,96 £ 0,09 79,22 +0,18
Metanol/agua 90,97 + 0,65 93,30+4,12
Etanol/agua 90,49 + 0,24 89,81 +0,45
Metanol/agua pH 2 84,04 £ 0,36 89,81+0,18
Etanol/agua pH 2 75,55 + 3,86 90,29 + 0,56

BHT

60,49 £ 1,89

En la Tabla 14 se resumen los valores de actividad antioxidante de los extractos EFG y
EFD analizados segin en método que se basa en el test del B-caroteno-acido linoleico. En

lineas generales se observa que:

e Los valores de actividad antioxidante en los extractos EFG y EFD son bajos

comparados con los del BHT;

e Los mejores resultados de actividad antioxidante se obtienen con mezclas de
disolventes orgdnicos y agua, excepto en el caso de la actividad antioxidante EFG
obtenido a partir del acetato de etilo (que presenta un valor de actividad superior a la

obtenida con metanol/agua pH 2);

e Aunque la mayor actividad ha sido verificada en el EFG producido con la mezcla

metanol/agua (40% del valor observado con el BHT), no existen diferencias

significativas respecto a los resultados alcanzados con etanol/agua en el EFD.

Los valores de actividad antioxidante obtenidos en este trabajo han sido comparados a los
resultados relatados por diferentes autores. Visioli et al. (1999) reporta la presencia de

potentes componentes antioxidantes en el alpechin, al igual que Lafka et al. (2011), con el
alpeorujo. Lafka et al. (2011) llegan a concluir que el extracto fendlico obtenido con etanol
presenta una mayor capacidad antioxidante que el propio BHT, tal y como observado en el

presente trabajo (Método BHT).
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Tabla 14 - Actividad antioxidante (%) de los extractos fendlicos EFG y EFD segun el test del B-
caroteno-acido linoleico.

Solventes EFG EFD

Valor medio SD Valor medio SD
BHT 93,2 1,5 93,2 1,5
Etanol/ agua 37,4 9,9 26,0 6,5
Metanol/ agua 22,9 0,9 20,7 10,7
Etanol/agua pH 2 16,5 0,8 20,3 6,9
Metanol/agua pH 2 15,6 1,1 19,6 1,4
Metanol 15,8 7,1 5,6 2,6
Etanol 10,3 1,8 2,8 0,6

Acetato de etilo 3,4 0,4 0 0

4.5 Proceso fermentativo

En la Tabla 15 se resumen los resultados de los ensayos de produccién de
biosurfactantes a partir de alpeorujo graso (AG) y alpeorujo desgrasado (AD), en cuanto al pHy
tensién superficial del caldo de fermentacion (TS), concentracidn celular (X), concentracion de
compuestos fendlicos totales (C;) y actividad antioxidante (I, %, segin método DPPH). Los
datos completos se encuentran disponibles en el Anexo 3.

Tabla 15 - Resultados de los ensayos de produccion de biosurfactantes (media £ desviacion

estandar).
Factores Respuestas
Agitacion
(rpm) Alpeorujo pH X (g/L) TS (mN/m) | C; (mg/ml) 1 (%)

0 AG 72+03 | 18,4+0,7 29,11 2,30+0,32 | 83,04+1,09
0 AD 7,0+0,1(124+3,3 | 42,8+4,4 | 0,77+0,01 | 84,28+0,94
150 AG 7,0+0,1(165+0,8 | 488+0,4 | 0,93+0,05 | 87,15+ 18,18
150 AD 7000 11,1+0,8 | 58,1+2,4 | 0,37+0.00 | 78,60 +2,62
Controles DSl 6,97 43,8 50,1+0,2 | 1,07 40,07 | 85,44+0.84
IS 7,02 14,4 42,3+0,1 | 1,90+£0,10 | 83,04 +1,09
| 7,12 49,1+0,2 | 0,45+0,11 | 77,09 4,25

Tal y como se aprecia, los valores de tensidn superficial obtenidos en este trabajo
varian entre 28,3 y 61.1 mN/m, siendo los menores valores de TS (< 30 mN/m) observados en
experimentos realizados en ausencia de agitacién, partiéndose del alpeorujo graso. Teniendo
en cuenta que uno de los criterios mas importantes que determinan la presencia de
biosurfactantes en el caldo de fermentacidn es la obtencién de valores de tensidn superficial
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inferiores a los 40 mN/m, solamente podriamos afirmar que existen biosurfactantes en el
caldo de fermentacién en los ensayos realizados con alpeorujo graso y en ausencia de
agitacion. Por otra parte, en las demds condiciones evaluadas, no podriamos descartar la
posibilidad de que existan cantidades infimas de biosurfactante (por encima de la
concentracién micelar critica) en el caldo de fermentacion. Adicionalmente, cabe destacar que,
en los experimentos en que hubo mayor crecimiento del hongo (AG y ausencia de agitacion)
son los que tuvieron los menores valores de tensidon superficial y las mayores concentraciones
de compuestos fendlicos.

Los datos experimentales sugieren que, en los ensayos realizados con AG hubo una
fraccion importante de los compuestos fendlicos que han sido degradados por el hongo
cuando el sistema estd bajo agitacidén. Asi mismo, a pesar de su biodegradacion, los valores de
actividad antioxidantes son practicamente iguales a las obtenidos en ausencia de agitacidn. De
este modo, no hay evidencias claras en cuanto a una correlacion entre compuestos fendlicos
en el caldo y actividad antioxidante. Finalmente, decir que no se observan variaciones
importantes en el pH del caldo de fermentacién en las diferentes fermentaciones realizadas.

En la Tabla 16 se muestran los datos de actividad enzimatica para los distintos
experimentos realizados. Tal y como se puede ver, para un mismo substrato, los mayores
valores de actividad enzimatica coinciden con concentraciones bajas de compuestos fendlicos
en el medio de fermentacion.

En literatura, hasta la presente fecha, no existen trabajos publicados en revistas
indexadas que reporten la produccidon de biosurfactantes a partir de alpeorujo mediante T.
versicolor. Por otra parte, numerosos trabajos relatan la produccion de la enzima manganeso
peroxidasa por el referido hongo (Paice et al., 1993; Schlosser et al., 1997; Swamy et al,,
1999).

Tabla 16 - Correlacion entre los resultados de actividad enzimatica (Ae) y concentracién de
compuestos fenodlicos (CF) en los caldos de fermentacidn (los valores se expresaron como
media * desviacion estandar).

Caldo de fermentacién | C: (mg/L) | Ae (U/mL)
AG (0 rpm) 23+03| 62+31

AG (150 rpm) 0,9 +0,1 | 40,4 +13,5

AD (0 rpm) 08 +00 | 168 3,7

AD (150 rpm) 04 +0,0 | 27,2 t4,6

En sintesis, los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto la adecuacion
del alpeorujo como materia prima para la obtencién de productos de gran interés industrial,
como son los antioxidantes de origen natural, los biosurfactantes y las enzimas (MnP). Por otra
parte, nuevos ensayos deben ser realizados con la finalidad de identificar las variables que
afectan dichos procesos y sus rangos 6ptimos.
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5. Conclusiones

En el presente TFG se ha verificado la obtencidén a partir del alpeorujo de productos de
gran interés industrial, como son los antioxidantes de origen natural y los biosurfactantes, con
potenciales usos en la industria de alimentos. Asimismo, se ha confirmado la produccién de la
enzima manganeso peroxidasa durante el proceso de fermentacion del alpeorujo mediante
Trametes versicolor CECT 20817.

A continuacidn se enumeran las principales conclusiones de este estudio.

e lLos mayores rendimientos de extraccion de compuestos fendlicos del
alpeorujo se ha obtenido con las mezclas metanol/agua y etanol/agua, sin
embargo, por cuestiones legales asociadas a la industria de alimentos, se
descarta la posibilidad del uso del metanol;

e Excepto cuando se usa acetato de etilo como solvente, los valores de
rendimiento de extraccion, concentracion de compuestos fendlicos y actividad
oxidante del alpeorujo denominado “graso” son similares a los del alpeorujo al
gue se ha extraido previamente el aceite residual (“alpeorujo desgrasado”);

e Segun el método DPPH, excepto para el acetato de etilo, la actividad
antioxidante de los extractos fendlicos obtenidos es superior al del butil
hidroxitolueno (BHT);

e Los datos de tensién superficial evidencian la produccion de biosurfactantes
mediante Trametes versicolor CECT 20817 en los ensayos de fermentacién
realizados con alpeorujo graso y en ausencia de agitacion. Por otra parte, no se
ha verificado una correlacion entre concentracién de los compuestos fendlicos
presentes en el caldo de fermentacién y actividad antioxidante. Asimismo, la
concentracién de los compuestos fendlicos en el medio de cultivo guarda
relacion con la presencia de la enzima manganeso peroxidasa.
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Anexos

Anexo 1: Procedimiento de preparacion del medio de cultivo utilizado para el inéculo

Para la preparacion de las placas, 42 g de agar de dextrosa de patata (potato dextrose
agar) han sido disueltos en un litro de agua destilada, y posteriormente el medio ha sido
autoclavado a 1219C durante 15 minutos. Bajo condiciones de asepsia, se han introducido
alrededor de 15 ml del medio de cultivo a cada una de las placas Petri, y se han dejado enfriar
a temperatura ambiente. A continuacién, se siembra un plug del hongo Trametes versicolor
CECT 20817 en el centro de la placa y se mantiene a 252C en la oscuridad. Una vez que el
hongo haya colonizado toda la placa (unos 8 dias aproximadamente), este se mantiene en
nevera a 42C hasta su utilizacién.
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Anexo 2: Resultados relativos a la obtencién del componentes fendlicos en el alpeorujo

Tabla 17 - Datos de rendimiento de la extraccion de los compuestos fendlicos y de la

concentracion de fendlicos en el extracto.

Concentracion de

Rendimiento de la extraccion fendlicos
Solvente . - —
Repli- | masa extracto | masa alpeorujo | Redimiento
. Abs CF (mg/g)
cas (g) (g) (%)
R1 0.29 5.06 571 0.03 2.44
Acetato G R2 0.31 5.11 6.16 0.01 1.14
R3 0.23 5.07 458 0.01 1.08
R1 0.70 5.00 13.98 0.41 41.54
Metanol G R2 0.69 5.11 13.51 0.48 51.24
R3 0.57 5.01 11.32 0.41 42.2
R1 1.34 5.05 26.47 0.45 47.46
Met/H20 G R2 1.32 5.00 26.34 0.46 48.54
R3 1.50 5.06 29.64 0.45 47.67
R1 1.12 5.05 22.14 0.48 52.17
Met/H20 pH
’G R2 1.3 5.01 26.02 0.55 61.09
R3 1.13 5.04 22.33 0.49 53.3
R1 0.26 5.27 4.95 0.18 8.06
Etanol G R2 0.25 5.05 4.99 0.18 8.89
R3 0.18 4.93 3.73 0.19 10.59
Concentracion de
Rendimiento de la extraccion fendlicos
Solvente . - —
Repli- | masa extracto | masa alpeorujo | Redimiento
. Abs CF (mg/g)
cas (g) (8) (%)
R1 1.07 5.03 21.35 0.47 49.79
Et/H20 G R2 1.03 5.02 20.44 0.47 49.54
R3 1.12 5.11 21.91 0.47 49.93
R1 1.25 5.03 24.77 0.51 56.49
Et/H20 pH 2
G R2 1.18 5.02 23.50 0.48 51.40
R3 1.02 5.07 20.07 0.46 48.73
R1 0.14 5.06 2.69 0.07 6.67
Acetato D R2 0.19 5.06 3.72 0.06 5.98
R3 0.15 5.05 3.05 0.06 5.89
R1 0.79 5.07 15.59 0.36 33.73
Metanol D R2 0.84 5.13 16.34 0.35 32.99
R3 0.75 5.01 15.04 0.35 33.10
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Cont. Tabla 17

Concentracion de

Rendimiento de la extraccién fenélicos
Solvente , - —
Repli- | masa extracto | masa alpeorujo | Redimiento
Abs CF (mg/g)

cas (g) (g) (%)
R1 131 5.02 26.08 0.60 68.41
Met/H20 D R2 1.37 5.04 27.20 0.50 54.01
R3 - 0.49 53.43
R1 1.25 5.04 24.80 0.48 51.74

Met/H20 pH
2D R2 1.07 5.05 21.20 0.47 50.23
R3 0.94 5.31 17.79 0.49 52.60
R1 0.19 5.08 3.72 0.23 16.03
Etanol D R2 0.17 5.02 3.36 0.23 164
R3 0.24 5.21 4,53 0.25 18.69
R1 1.10 5.04 21.78 0.55 61.29
Et/H20 D R2 0.94 5.15 18.25 0.52 56.79
R3 0.98 5.03 19.47 0.52 57.24
R1 1.30 5.01 25.98 0.48 51.57
Et/H20 pH 2

b R2 1.12 5.02 22.42 0.48 52.24
R3 1.58 5.02 31.56 0.48 51.59
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Tabla 18 —Datos de la actividad antioxidante de los extractos fendlicos con el método del B-

caroteno/acido linoleico y de DPPH.

Actividad antioxidante (B -caroteno/ac. linoleico)

Solvente
Abs Oh | Abs 1h | Abs 2h | Abs 3h 1(%) [I,% (DPPH)

R1 3.23 2.27 1.91 1.70 0.00
Control -

R2 3.25 2.33 1.92 1.72 0.00

R1 3.29 3.21 3.19 3.17 92.18 62,33
BHT R2 3.29 3.21 3.20 3.20 94.27 60,59

R3 58,56

R1 3.23 2.92 2.67 1.96 17.09 20,48
Acetato G

R2 3.25 2.67 2.20 1.96 15.94 17,17

R1 3.26 2.71 2.17 1.87 9.09 90,37
Metanol G

R2 3.26 2.77 2.23 1.91 11.57 88,62

R1 3.26 2.83 2.54 2.20 30.40 91,62
MeOH + H20 G

R2 3.26 2.85 2.72 2.42 44.47 90,70

R1 3.26 2.56 2.33 1.96 14.86 83,88
MeOH + H20pH 2 G

R2 3.26 2.54 2.33 1.98 16.37 84,20

R1 3.26 2.85 2.01 1.79 3.73 61,16
Etanol G

R2 3.26 2.95 2.01 1.78 3.15 61,29

R1 3.26 2.90 2.39 2.05 20.78 90,73
EtOH + H20 G

R2 3.27 2.81 2.26 1.90 10.78 90,25

R1 3.27 2.83 2.51 2.10 23.56 78,28
EtOH+H20pH2 G

R2 3.26 2.85 2.43 2.08 22.25 72,82

R1 3.26 2.25 1.87 1.71 0.00 44,74
Acetato D

R2 3.24 2.34 1.89 1.70 0.00 42,44

R1 3.24 2.69 2.16 1.83 7.47 93,23
Metanol D

R2 3.26 2.66 2.10 1.79 3.73 93,35

R1 3.25 2.84 2.32 1.93 13.13 87,22
MeOH + H20 D

R2 3.25 2.93 2.52 2.15 28.21 93,05

R1 3.24 2.88 2.41 2.03 20.61 90,01
MeOH + H20pH 2 D

R2 3.24 2.87 2.38 2.00 18.57 89,61

R1 3.24 2.63 2.05 1.75 2.34 79,07
Etanol D

R2 3.23 2.64 2.08 1.75 3.18 78,82

R1 3.24 2.92 2.56 2.18 30.64 90,13
EtOH + H20 D

R2 3.24 2.87 2.42 2.04 21.46 89,49

R1 3.23 2.83 2.34 1.94 15.46 90,68
EtOH + H20 pH 2D

R2 3.23 2.87 2.46 2.09 25.21 89,90
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Anexo 3: Resultados relativos a las fermentaciones

Tabla 19 — Resultados de los ensayos de produccion de biosurfactantes.

Factores Respuestas

Agitacién (rpm) | Alpeorujo pH | X (g/L)| TS(mN/m) | TS*(mN/m) | TS?(mN/m)

0 AG R117,20| 17,4 30,2+0,1 52,4+0,6 -

R217,53| 33.8 28,3+0,1 31.3+0.3 70,9+0.2

R3(7,00|] 18.4 28,7+0,1 52.8+0.4 -

0 AD R1(6,92| 10,1 37,8+0,2 - -

R217,041 25,5 46,1+0,3 - -

R316,93| 14,7 44,4 +0.3 - -

150 AG R1[7,16] 16,1 | 49,1:0.2 - -

R2(6,94| 17,4 45.7+0.2 - -

R3(6,95| 16,0 48,5+0.1 - -

150 AD R1]7,01| 11,7 61.1+0.2 - -

R217,03| 22,1 57.2+0.1 - -

R316,95| 10,5 56.0+0.1 - -

Controles DSI R1/6,97| 43,8 50.1+0.2 - -

ISI R1(7,02| 144 42.3+0.1 53.3+0.2 -

| R1(7,12 0 49.1+0.2 65.5+0.2 -

Ddnde: DSI, corresponde a los ensayos de fermentacién realizados con alpeorujo desgrasado,

sin extracto fendlico y en ausencia de inoculo; ISI, ensayo realizado con alpeorujo integral y en

ausencia de inoculo y |, ensayos realizado solamente con inoculo (ausencia de alpeorujo).
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Tabla 20 - Resultados de los compuestos fendlicos en los ensayos de produccion de

biosurfactantes

Respuestas
Factores
Fendlicos | Antioxidante Actividad enzimatica
Agitacion Réplicas CF
& Alpeorujo| P I (%) 155 | sMIN | u/mI
(rpm) (mg/ml)

0 AG R1 2,53 66,14 1.23 1.28 3.97
R2 2,07 68,18 1.08 1.17 8.34
0 AD R1 0,78 82,24 0.37 0.57 18.82
R2 0,77 83,57 0.69 0.89 19.1
R3 0.30 0.43 12.47
150 AG R1 0,89 100,00 0.48 1.01 49.99
R2 0,96 74,29 0.36 0.69 30.89
AD R1 0,37 80,67 0.37 0.57 18.82
150 R2 0,37 76,54 0.69 0.89 19.10
R3 0.30 0.43 12.47
DSI R1 1,01 84,84 0.36 0.56 19.30

R2 1,12 86,03 - - ---
IS R1 1,83 83,73 0.50 0.83 30.99

Controles

R2 1,97 82,19
I R1 0,52 80,09 0.26 0.48 19.89

R2 0,38 74,08

) R1 34,26

Control negativo

R2 33,97

R1 62,33

BHT R2 60,59

R3 58,56
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2. Resumen del TFG

La infusidn de café es una de las bebidas mds populares del mundo, lo que conduce a la
necesidad de una gran produccidon mundial; sélo en Espafia se consumen 188.940 toneladas de
café al afio. El procesado del café y la generacidon de la infusidn dan lugar a grandes cantidades
de residuos entre los que destacan los posos (PDC). Los PDC contienen cafeina, taninos, acido
clorogénico, fenoles y pueden ser una amenaza para el medio ambiente debido a su caracter
téxico. La aplicacidon de los PDC como enmienda organica de suelos supone una alternativa
interesante a este problema ambiental, ya que ademas los suelos mediterrdneos son
deficitarios en materia organica. En el presente estudio se pretende analizar en qué medida la
adicion de PDC a suelos agricolas mediterraneos contribuye a modificar favorablemente sus
cualidades agrondémicas para la produccién de alimentos. El ensayo in vitro planteado, consiste
en la adicion de diferentes dosis de PDC (0, 2.5 y 10%) a dos tipos diferentes de suelos (suelo
de Vega y suelo Rojo). Dos modalidades de ensayo han sido probadas: cultivo (con Lactuca
Sativa var longifolia: lechuga) e incubacién (sin planta). En las mezclas suelo-PDC, se han
analizado las propiedades fisicas (densidad aparente, capacidad de retencién de agua,
estructura), quimicas y fisicoquimicas (pH, CE, contenido en N, C.0., relacion C/N, P asimilable,
K asimilable, carbonato célcico equivalente y elementos traza). En planta se han estudiado
peso fresco, peso seco y la capacidad antioxidante. Como resultado se ha observado, que la
adicién de PDC aumenta la cantidad de C.O, N, P, N y algunos micronutrientes, produce una
disminucién en la densidad aparente y un aumento de la capacidad de retencién de agua.
Como efecto negativo, la adicién de PDC produce una disminucion del crecimiento de las
plantas y de la presencia en ellas de compuestos con capacidad antioxidante. En suma, la
adicion de PDC mejora la fertilidad quimica y fisica del suelo, pero afecta negativamente al
crecimiento de las plantas ensayadas (lechugas) y puede tener algunos inconvenientes
medioambientales como el aumento de la salinidad o el incremento de los contenidos de
metales pesados.



3. Introduccion/Revision bibliografica
3.1. Generalidades sobre el café

Se denomina café a la bebida que se obtiene de los frutos y semillas de la planta de café o
cafeto. Los frutos maduros se recolectan manualmente, se someten a un secado natural al sol
y se muelen para eliminar las capas superficiales de mucilago. El tueste del grano es un
proceso vital del que dependerd la futura calidad del café. Las transformaciones que el café
experimenta con este proceso determinan aroma, cuerpo, sabor, grado de acidez, etc. El
tueste se hace a una temperatura de 200°C, lo que provoca que el grano pierda humedad
(pérdida de peso 16-18%), aumente el volumen, cambie el color y se desprendan compuestos
aromaticos volatiles, dando lugar a la formacion del “café natural” (Belitz, 2009). A nivel
mundial se consumen grandes cantidades de café. Asi, en los hogares espafoles, el consumo
de café ascendié a 82.800 toneladas en 2013, con un valor de 1097.8 millones de euros; el
consumo total (incluyendo la hosteleria, restauracién e instituciones) fue de 188.940 toneladas
(Mercasa, 2014). Como consecuencia, también se producen grandes cantidades de posos de
café (PDC). La produccién anual de PDC en Espafia se situa en torno a las 270000 toneladas, de
las cuales un 58% se producen en hosteleria y restauracion, un 19% en industrias de café
soluble y un 23% en los hogares. De esta forma, aunque se pueda pensar que la valorizacién de
los PDC podria ser dificil debido a su dispersidn espacial, practicamente el 77% se produce en
centros en los cuales se podria hacer una recogida selectiva si se aplicasen los incentivos
adecuados. De este modo, unas 51000 toneladas se producen en empresas elaboradoras de
café soluble, lo que significa que se puede realizar una recogida a gran escala, con la
consiguiente produccién elevada de los derivados funcionales que se determinen. Por otro
lado, alrededor de 157000 toneladas se producirian en los locales de hosteleria y restauracidn,
en los cuales también es posible la recogida selectiva.

3.2.Residuos del café: tipos de residuos
El fruto del café (Figura 1) posee una serie de estructuras tisulares que originan los productos,
subproductos y residuos del mismo (Murthy & Madhava Naidu, 2012). Dependiendo del

procesado de los granos de café (himedo o seco, tostado e infusién de los residuos sélidos), se
obtienen cuatro tipos de residuos (Figura 2): la pulpa, la cascara, piel de platay los PDC.

Figura 1. Capas de un fruto de café.



-La pulpa: es el primer subproducto obtenido durante el procesado y representa el 29% del
peso seco de todo el grano. La pulpa es obtenida tras el procesado humedo y de cada dos
toneladas de café se obtienen una tonelada de pulpa. Los componentes organicos presentes
en la pulpa incluyen taninos (1.8-8.56%), sustancias pépticas (6.5%), azlcares reductores
(12.4%), azucares no reductores (2.0%), cafeina (1.3%), acido clorogénico (2.6%) y acido
cafeico (1.6%).

-Cdscara: es obtenida cuando el café es tratado por el procesado seco. La cascara representa el
12% del grano. Sobre 0.18 ton son obtenidas por cada tonelada de grano de café. Las cdscara
del café se compone de un 15% humedad, 5.4% ceniza, 7.0% proteina, 0.3% lipidos, y 72.3% de
carbohidratos.

-Cascarilla: es un subproducto procedente del tostado. Tiene un alto contenido en fibra
soluble (86%) y tiene alta capacidad antioxidante, debido a su alta concentracion de
compuestos fendlicos. Estd formado fundamentalmente por celulosa y hemicelulosa.

-PDC: casi el 50% de la produccién mundial de café es destinada a la preparaciéon de café
soluble. Una tonelada de café genera alrededor de 650 kg de PDC y se obtienen 2 kg de PDC
himedos por cada kg de éstos. Es rica en azlcares conteniendo manosa y galactosa con una
fraccion significativa de proteinas (Mussatto et al., 2011). La composicidén quimica varia de una
planta a otra y entre las diferentes partes de la misma planta. También varia entre plantas de
diferentes dreas geograficas, localidades, afios, clima y condiciones del suelo.

Figura 2. Principales tipos de residuos del café.
3.3. Usos industriales de los residuos

Los restos de café tienen diversos usos industriales entre los que se encuentra la produccion
de bioproductos como biogds, alimento para ganado y gusanos, etanol, vinagre, proteinas
unicelulares, enzimas, biopesticidas, pro bidticos, biodiesel, sustrato para el crecimiento de
hongos...etc. (Murthy & Madhava Naidu, 2012)

-Produccion de hongos: debido al contenido proteico y de humedad de los restos de café, éstos
han sido usados como sustrato para cultivar algunas especies de hongos, entre las cuales,
podemos destacar, la Flammulina velutipes.

-Acido citrico y dcido giberélico: las cascaras del café han sido usadas como sustrato para la
produccién de estos acidos por Aspergillus niger mediante fermentacion.



-Enzimas y metabolitos secundarios: la pulpa y la cdscara del café son dos subproductos usados
para la produccidn de enzimas como pectinasa, tanasa y cafeinasa, y la produccidn de amilasa,
proteasa y xylanasa mediante A.oryzae, Penicillium sp, A. niger y N. crassa. También han sido
usados para la produccidn de frutooligosacaridos y B- frutofurandsidos.

-Etanol: tanto las cdscaras de café como los PDC han sido usados como sustratos de
microorganismos para la produccion de etanol.

-Biogds: La cascarilla del café cultivada con el terméfilo Mycotyoha permite la
biometanizacion.

-Compost: La pulpa de café es una buena fuente de humus y carga organica.

-Colorantes: Ha sido demostrado que los PDC son un absorbente barato y asequible para la
eliminacion de colorantes catiénicos en el tratamiento de aguas residuales.

-Productos alimenticios y compuestos aromadticos: La pulpa del café fresca puede ser
facilmente procesada para dar lugar a otros productos alimenticios como mermelada, zumo,
jalea...

-Otros usos menos frecuentes: los PDC pueden ser utilizados para reforzar nanocompuestos
(Lee, Park, Jeong, & Song, 2015), como un material alternativo para remplazar los catalizadores
a base de metal usado como electrodo en las células de combustible (Ramasahayam, Azam, &
Viswanathan, 2015), e incluso como absorbente de metales pesados que contaminan agua y
suelo (Kim et al., 2014).

3.4.Empleo de los PDC en agricultura

3.4.1. Formas de uso vy cantidades adicionadas

En la bibliografia se encuentran pocos trabajos relativos a la influencia de los PDC en el suelo y
en la planta cuando se emplean como enmienda organica. Se trata de trabajos en su mayoria
realizados in vitro, en macetas (microcosmos edaficos) y en pocos casos en suelo real. En
algunos de estos trabajos se emplean los PDC mezclados con otros residuos del café y con
otros residuos organicos. También se utilizan los PDC compostados, ya que segun los autores
compostados esta técnica de transformacién y maduracion de los restos orgdnicos mejora
sustanciamente la calidad de los PDC como enmiendas organicas. A continuacion, se exponen
los principales métodos y resultados de la bibliografia consultada.

-Residuos de café frescos

Kasongo et al., (2011), realizaron un experimento para ver la influencia de los residuos de café
en el suelo. Recolectaron pulpas y cdscaras de café, las mezclaron, las dejaron secar al aire y
sin realizarle ningun tratamiento las aplicaron al suelo. Las cantidades adicionadas fueron 5, 10
y 20 t/ha.

Kasongo et al., (2013), realizaron un experimento similar al anterior, pero en este estudio se
centraron en ver la influencia de los residuos de café (pulpa y céscaras de café), en las
caracteristicas nutricionales de la planta, sobre todo en la absorcion de componentes
minerales por la misma. Para ello realizaron un estudio de invernadero. Se aplicé pulpa y
cascara de café al suelo sin ningln pre tratamiento. El experimento se llevo a cabo en macetas.
Se adicionaron 1.6, 3.2 y 6.4 g de estos residuos de café por kg de suelo, cantidades que
corresponden a 5, 10 y 20 t/ha respectivamente.



Cruz et al., (2012), usaron restos de café frescos, pero no una mezcla de varios tipos, sino que
usaron los PDC recolectados de varias cafeterias que servian café spresso. Se obtuvieron 30 kg
de café y se homogeneizaron en un mezclador cdnico de 100 L. Se prepararon cinco mezclas:
2.5%, 5%, 10%, 15%, y 20%. Un total de 50 kg fue necesario para cada mezcla, y fue
adecuadamente homogeneizado y distribuido en macetas de 1L. Este estudio tenia como
objetivo ver la influencia de los PDC en el contenido en carotenoides y clorofila de las lechugas.
Estos experimentos fueron llevados a cabo en invernaderos, con adecuada ventilacion,
temperatura controlada (25 * 2 9C) y luz natural. Un proceso parecido se llevé a cabo por los
mismos autores para ver el efecto de los PDC (tanto frescos como compostados) en la mejora
de los compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante. Recolectaron, como en el trabajo
anterior, PDC frescos de varias cafeterias y realizaron las mismas mezclas y las distribuyeron en
macetas de pldstico de 1L. En otro estudio del afio 2014, realizado por los mismos autores del
anterior ensayo, se observo la influencia de los PDC en el contenido mineral de las lechugas.

Estos cuatro estudios comentados con anterioridad se llevaron a cabo en macetas. Sin
embargo, Yamane et al., (2014), vieron los efectos que tenian los residuos de café frescos en el
crecimiento de varias plantas en parcelas de cultivo. Se sembraron varios cultivares durante
tres temporadas de cultivo y se vio el efecto de los residuos de café en el crecimiento de estas
plantas. Se usaron tres concentraciones distintas de residuos de café: control (0 kg/m?), baja (1
kg/m?) y alta (10 kg/m?).

-Residuos de café compostados

Cruz et al., (2014), realizaron un ensayo con residuos de café compostados para ver la
repercusidn de estos sobre la absorcidn de minerales por la planta, en concreto de una
lechuga. Se realizaron cinco mezclas: 5%, 10%, 15%, 20% y 30%. Los residuos de café fueron
compostados con anterioridad durante seis meses y se compostaron con hierba fresca, pajay
serrin. El mismo proceso se llevé a cabo por los mismos autores para la determinacion de la
influencia de los PDC en la mejora de los componentes bioactivos de estos y su capacidad
antioxidante.

-Residuos de café mezclados con otros materiales orgdnicos

En el estudio realizado por Yamane et al., (2013), se aplicé estiércol de caballo con los residuos
de café para analizar la efectividad de esta mezcla en la enmienda de suelo.
Tanto los restos de café como el estiércol de caballo fueron aplicados en tres niveles en cada
parcela: control (0 kg/m?), bajo (1 kg/m?) y alto (10 kg/m?).

3.5.Problematica de los suelos mediterraneos

El suelo se considera como un recurso natural no renovable a escala humana y es un bien a
proteger, pues de él depende la supervivencia de la humanidad. En Andalucia los suelos
agricolas dedicados a cultivos de cereal, olivar, vifledo, o cultivos de frutales estdan muy
degradados (Durdn et al., 2009). La calidad del fruto es funcion de la calidad del suelo. Las
practicas agricolas no han tenido en cuenta la conservaciéon del suelo, potenciando la
produccién con el uso excesivo de plaguicidas y fertilizantes. Esta situacién ha acelerado los
procesos erosivos y de contaminacion. Los suelos agricolas, sin cubierta vegetal durante la



gran parte del afio, apenas incorporan materia organica que posibilite el mantenimiento de
una buena estructura del suelo (Bronick and Lal, 2005). De la estructura depende la porosidad
y de ésta, una mejor infiltracién y retencién de agua o la cesién de nutrientes. La materia
organica del suelo proporciona energia, sustratos y diversidad biolégica necesarios para
sustentar las funciones del suelo, y es considerada como uno de los mas importantes
componentes eddficos, que contribuye de manera fundamental a su calidad y fertilidad. Urge
por tanto mejorar la fertilidad de los suelos agricolas mediante el uso de enmiendas organicas,
que ayuden a recuperar la pérdida de materia organica y aumentar la calidad del suelo (Pérez-
Lomas et al.,, 2010). Asi, uno de los destinos relacionados con la revalorizacién de los
subproductos del café seria la transformacion de los PDC en abono orgdnico mediante el
compostaje (Nogueira et al.,, 1999). Este subproducto generado en grandes cantidades en
cafeterias y restaurantes no se suele reutilizar.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es comprobar los efectos de la adicién de posos de café
(PDC) al suelo, en un experimento in vitro, con cultivo de plantas o en suelo sin cultivar, sobre
las propiedades fisicas y quimicas del propio suelo y sobre el crecimiento de plantas
empleadas en alimentacién humana. Este objetivo se desglosa en varios objetivos parciales:

1. Valorar los efectos de la adicién de distintas dosis de PDC sobre las propiedades del
suelo y de la planta.

2. Valorar los efectos del tiempo de cultivo (con planta) y de incubacién (sin planta),
sobre las propiedades del suelo y de la planta, en suelos adicionados con PDC.

3. Valorar los efectos de los PDC sobre el suelo y la planta, en distintos tipos de suelo.
Intentar establecer dosis y formas de manejo, para optimizar la adicion de PDC a
distintos tipos de suelo.



5. Material y métodos

5.1.Suelos empleados

-Suelo de Vega (Figura 3): fue tomado en la Vega de Granada, en las cercanias del pueblo de
Pinos Puente. Se trata de un Inceptisol (Soil Taxonomy), de textura Arcillosa, de gran espesor
con cultivos de maiz y alfalfa. En la actualidad se encuentra en régimen de agricultura organica,
evitandose los abonos inorganicos durante 10 afos.

Figura 3. Superficie y perfil del suelo de la Vega.
-Suelo Rojo (Figura 4): situado en las inmediaciones del pueblo del Padul, cuyo uso es el cultivo

de cereales. Se trata de un Alfisol (Soil Taxonomy) de elevado espesor con texturas muy
cambiantes en profundidad, pero en la zona muestreada es de tipo arcilloso-francoarcilloso.

Figura 4. Superficie y perfil del suelo Rojo.



5.2.Café

Para la obtencidn de los PDC se partié de café en grano suministrado por Cafés Cumbal
(Figura 5). ElI café en grano utilizado corresponde al tipo de café PREMIUM TUESTE
NATURAL el cual es 100% Arabica procedente de Centro América y Africa Occidental.

Figura 5. Presentacion comercial del café empleado y aspecto de los granos.
5.3.Planta

El experimento con planta fue llevado a cabo con la variedad de lechuga L.sativa var longifolia
(Little Gem Duende) (Figura 6). Pertenece a la familia Astraceae y pueden ser plantas anuales o
bianuales, lampifias, con tallos ramificados y algunas variedades pueden llegar hasta 1 m de
altura. Esta planta desarrolla hojas grandes y erguidas. Las plantas de lechuga fueron
adquiridas en los viveros SALIPLANT.

Figura 6. Lactuca Sativa var longifolia (Little Gem Duende). La planta corresponde al ensayo V-0, a los
45 dias.



5.4.Disefio experimental

El ensayo se realizé teniendo en cuenta las siguientes condiciones:

Modalidad -Suelo sin planta (incubacion)

del ensayo

-Suelo can planta (cultivo)

Variables
del ensayo

-Tiempo de cultivo =

—

El ensayo se realizd por triplicado. Teniendo en cuenta las dos modalidades y las variables de
ensayo, el nimero de muestras fue de 54 microcosmos cultivados con lechuga y 54
microcosmos sin cultivo (incubados).

5.5.Preparacion de la muestra de suelo

La muestra de suelo para el experimento se tomé de lo que se denomina la capa arable
(primeros 20 cm).

Las muestras de suelo fueron llevadas al laboratorio y extendidas en una ldmina de unos 2 cm
de espesor para su secado al aire (Figura 7). Transcurridas dos semanas, los suelos fueron
disgregados con un rodillo de madera y tamizados a 2 mm para seleccionar la fraccién “tierra
fina”. Esta fraccion tierra fina (menor de 2 mm), es la que se emplea para la elaboracién de los
microcosmos edaficos.

La fraccion grava real se calculé limpiando la fraccion del rechazo del tamiz de 2 mm bajo un
chorro de agua, eliminado de esa manera los agregados de suelo muy compactos.

Fotografia 7. Suelo de Vega extendido para su secado al aire.
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5.6.Preparacion de los posos de café

La preparacién comprende tres etapas:

1) Molienda
La molienda tuvo lugar en un molino de café propio de las cafeterias. Una vez molido el café
se tamizod el café a 1 mm. El rechazo se volvid a moler

2) Preparacion de la infusion
Se adicioné 50g de café por cada litro de agua destilada. Este proceso se llevé a cabo en una
cafetera convencional de filtro.

3) Secado de los PDC
Se secaron los posos al aire durante el tiempo suficiente hasta estabilizar su humedad.

5.7. Ensayo en microcosmos edaficos

Las mezclas de suelo-PDC empleadas en el ensayo fueron 0, 2.5 y 10% de café (w:w). La
cantidad de suelo y de PDC afiadido fueron las siguientes para cada caso, teniendo en cuenta
gue en cada maceta contenia 400 g de mezcla:

- 0%: 400 g de suelo.
-2.5%: 9.5 g de PDC + 390.5 g de suelo.
-10%: 36 g de PDC + 364 g de suelo.

Las mezclas fueron volteadas durante 5 min en un agitador mecanico.

Los recipientes empleados para la creacion de los microcosmos edaficos fueron macetas de
PVC, comerciales, de las siguientes caracteristicas: diametro superior 11cm, didmetro de la
base 7.5cm, altura 8.5 cm, numero de orificios de la base 19, capacidad 300 ml. La base de la
maceta fue sellada con dos mallas de fibra de vidrio giradas 45 grados entre si, para evitar
pérdidas de material de suelo. Las macetas fueron colocadas sobre un plato (11cm de
didmetro) para evitar fugas de solucién de suelo por contacto con la superficie del soporte
(Figura 8). En el caso del ensayo sin planta las macetas fueron cubiertas con otro plato (14 cm
de didmetro) para evitar la entrada de luz pero no de aire.

La siembra de la planta se realizé introduciendo el cepellén con una minima cantidad de turba,
tal como viene del vivero (Figura 9).

El cultivo (con planta) y la incubacién (sin planta) fueron llevados a cabo en una camara de
cultivo del Departamento de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Granada, bajo condiciones ambientales controladas (Figura 10): humedad relativa del 60-80%,
temperatura 22/18 °C (dia/noche) y un fotoperiodo de 12/12 horas.

La humedad de cada microcosmos edafico se mantuvo entre la capacidad de campo y punto
de marchitamiento permanente. Las macetas fueron regadas tres veces en semana, calculando
las pérdidas de agua con respecto al valor de la capacidad de campo mediante pesada.
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Figura 8. Preparacién de los microcosmos edaficos.

Figura 9. Lechugas en el momento de la siembra: tiempo 0 del ensayo.

Fotografia 10. Microcosmos edaficos en la cdmara climdtica. En la mitad superior de la foto se
observan los microcosmos con planta; en la parte inferior, los microcosmos sin planta,
cubiertos con una tapadera para evitar la entrada de luz.
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5.8. Analisis fisicos, quimicos y fisico-quimicos del suelo

Los métodos de analisis empleados para el estudio de los suelos, corresponden a los oficiales
de Espafia, publicados por Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (1994) y en algun
caso a los publicados por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América
(USDA, Page et al., 1982).

5.8.1. Andlisis previos
Se realizaron sobre los suelos sin adicionar, las mezclas de suelo con PDCy los PDC, todos ellos

sin incubar en la cdmara climatica. Los analisis fueron:

-Humedad
La humedad se determind previa pesada en hiumedo y posterior pesada tras 24 horas a una
temperatura de 105 °C en el caso del suelo y de 75 °C en el caso de los PDC, ambos en estufa.

-Densidad aparente

Para el calculo de la densidad aparente, en campo y en laboratorio se utilizé el Método de
Bourger. En el campo consiste en introducir en el suelo, con ayuda de un martillo de nylon, un
cilindro de volumen conocido (223.4 cm®). El cilindro se extrae con ayuda de un instrumento
cortante (Figura 11). El volumen de muestra incluido en el cilindro se pesa posteriormente. En
el laboratorio, el método consiste en llenar el mismo cilindro con la muestra, golpear sobre un
taco de madera para compactar y pesar posteriormente el volumen de muestra incluida en el
cilindro.

Figura 11. Toma de muestras en campo para el calculo de la densidad aparente.
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-Granulometria

Se realizo la granulometria del café molido, PDC y suelo.

La granulometria del café molido y de los PDC se realizd6 por tamizado empleando los
siguientes tamanos de luz de malla: 1000, 500, 250 y 200pum.

La granulometria del suelo se calculé mediante tamizado y sedimentacion (método de
Bouyoucos).

-Retencion de agua

Se determinaron los valores de capacidad de campo (agua retenida a -33kPa) y punto de
marchitamiento permanente (agua retenida a -1500 kPa) mediante el método de la membrana
de Richards (1945) (Figura 12). Con estos valores, con la densidad aparente y con el contenido
de grava, se calculd el agua utilizable para las plantas. A partir de todos estos datos se
determind la cantidad de agua necesaria para que la humedad de los microcosmos se
mantuviera dentro de estos limites. Por debajo de la capacidad de campo para evitar las
lixiviaciones y por encima del punto de marchitamiento permanente para evitar el secado
irreversible de la planta por falta de agua

Figural2. Membrana de Richards con las mezclas de suelo-PDC colocadas dentro de anillos.

-pH

En suspensiones de suelo:agua. En el caso del suelo y mezclas suelo-PDC, la proporcion
suelo:agua destilada fue de 1:2.5 (w:w) y en el caso de los PDC, dada su elevada capacidad de
retencion de agua se hizo en proporcién 1:5(w:w). El pH se determiné en un pHmetro marca
Crison.

-Conductividad eléctrica

Procedimiento descrito por el USDA (United States Department of Agriculture). Se midié la CE
a 25 grados en el extracto de una mezcla suelo-agua a proporcion 1:5 (w:w). La CE se
determind con un conductimetro marca Crison.
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5.8.2. Andlisis tras el cultivo/incubacién.

-pH y conductividad eléctrica, de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente.

-Carbono orgdnico
Método de Tyurin: oxidacion del carbono organico con dicromato potasico por via himeda.

-Nitrégeno
Método de combustidn en horno LECO (Truspec CN).

-Fosforo asimilable

Método de Olsen-Watanabe: extraccion del P con bicarbonato sédico y determinacion
mediante colorimetria mediante desarrollo de color azul (complejo fosfomolibdico). El color se
midié a una longitud de onda de 825 nm en un colorimetro marca Thermo Scientific.

-Potasio asimilable

El potasio asimilable se extrajo en columnas de percolacién, empleando una solucidn
extractora de acetato amadnico 1IN y de pH 7. El K asimilable se cuantificé por fotometria de
llama en un fotémetro JENWAY.

-Cu, Fe y Zn asimilable
Los elementos traza se extrajeron con DTPA a pH... de acuerdo con el método de Linsay y
Norvell (1978). Los elementos se determinaron con ayuda de absorcién atémica (Perkin-Elmer,

modelo 1100B)

-Carbonato cdlcico equivalente
Mediante volumetria de gases usando el método del Calcimetro de Bernard.

5.9.Determinaciones en planta

5.9.1. Peso secoy fresco

La planta se extrajo de la maceta en los distintos tiempos de incubacidn, las raices se limpiaron
bajo chorro de agua y toda la planta se pesé eliminando mediante papel adsorbente el exceso
de agua (peso fresco). Posteriormente se seco en una estufa a 60 °C y se volvid a pesar (peso
seco).

5.9.2. Capacidad antioxidante

Para la determinacién de la capacidad antioxidante (ABTS) la muestra se conservd congelada.
Para poder llevar a cabo la medida, se realizé una digestidn gastrointestinal In vitro (GAR), de
forma que se liberen de una forma “fisioldgica” aquellas especies antioxidantes que puedan
ejercer su actividad en el cuerpo humano. La técnica empleada fue la utilizada por Miller,
Schricker, Rasmussen y Van Camper (1981), modificada, incluyendo una etapa previa de
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digestion oral (Rufidan-Henares y Delgado-Andrade, 2009). Una vez terminada la digestion
gastrointestinal in vitro, se separaron las fracciones solubles e insolubles.

La determinacién de la capacidad antioxidante se realizé con las dos fracciones obtenidas tras
la digestion. La fraccion soluble se empled como tal para llevar a cabo la determinacién de
capacidad antioxidante con las diluciones adecuadas. Sin embargo, la fraccidn insoluble se
liofilizd y se analizé siguiendo el método QUENCHER (Gokmen et al., 2009) que consiste en la
agitacién de la muestra sélida junto con los reactivos utilizados para la determinacién de la
capacidad antioxidante. Todas las muestras fueron realizadas por duplicado para asegurar una
mayor veracidad de los resultados obtenidos.

El método ABTS muestra la actividad antiradicalaria de la muestra y se llevé a cabo como se
describe por Rufidn-Henares y Delgado-Andrade (2009) con ligeras modificaciones. El ABTS fue
producido por la reaccion de 7 mM de solucion ABTS con persulfato potdsico 2,45 mM vy
dejando la mezcla en reposo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12 a 16 h antes
de su uso. La solucién ABTS' de trabajo (estable durante 2 dias) se diluyé con una mezcla de
etanol: agua (50:50) para una absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 730 nm. Se introducen 20 ml de
muestra en cada pocillo y el inyector adiciona 280 ml de la soluciéon de ABTS. Se utilizd la
lectura a los 20 minutos para realizar los calculos. Se utilizé una recta de calibracion de trolox
(0,15 a 1,15 mM). Los resultados se expresaron como pumol equivalentes de Trolox por g de
muestra.

5.10. Anadlisis morfologicos de la estructura del suelo

El estudio se realizd en los peds menores de 2mm, con ayuda de un estereomicroscopio
Olympus SZX12.
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5.11. Esquema metodolégico
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6. Resultados

6.1.Caracteristicas de los suelos, de los posos de café y de las mezclas suelo-posos de
café previos al cultivo/incubacién

De los resultados analiticos obtenidos en las mezclas de suelo-PDC, previos al experimento de
cultivo (con planta) o la incubacidn (sin planta), en cdmara climatica (Tabla 1), se pueden
comentar algunas cuestiones de interés.

Tabla 1. Resultados analiticos del ensayo de mezclas de suelos-PDC previo al
cultivo/incubacion

Grava Arena Limo Arcilla DA H % H % Au pH CExs
Muestra* H% % % % % g/ml -33 -1500

kPa kPa mm/cm H,0 dS/cm

V-0-0 4,06 2 121 299 580 1,2 264 15,6 1,3 8,2 1,3
V-2,5-0 - - - - - 1,15 289 17,59 1,3 7,9 1,5
V-10-0 - - - - - 1,09 32 22,8 1 76 16
R-0-0 3,07 6 38.8 18.0 43.2 1,27 20,03 11,7 1,09 7,2 0,6
R-2,5-0 - - - - - 124 222 12,6 1,2 7,1 06
R-10-0 - - - - - 1,17 27,5 16,9 1,24 6,5 0,7
Posos 54,33 - - - - 0,49 118,34 110,39 0,39 5,8 4,6

*Muestra= Suelo (V: Vega de Granada, R: Suelo Rojo) + Dosis de PDC adicionada (0, 2.5 y 10%) + Tiempo
de incubacion (0, 30 y 60 dias). Los valores corresponden a la media de tres repeticiones. Arena: 2000-
50um; limo: 50-2um; arcilla:<2um. DA: densidad aparente. H: humedad. Au: agua utilizable. CE,s:
conductividad eléctrica a 25 °C.

Destaca la elevada humedad de los PDC secados al aire, que es unas diez veces mayor que la
de los suelos secados al aire.

La granulometria de ambos suelos difiere: en el suelo de Vega los porcentajes de particulas
finas (limo y arcilla) suponen casi el 90%, por el contrario, en el suelo Rojo los porcentaje de
materiales finos son poco mas del 60%. De acuerdo con esta granulometria, la clase estructural
del suelo de Vega es arcillosa, y la del suelo Rojo se encuentra entre arcillosa y franco-arcillosa.
La densidad aparente de estos suelos es de aproximadamente 1.2, algo mayor en el suelo rojo,
mas compacto. La densidad del café es de 0.49 y las mezclas de suelo-PDC légicamente
disminuyen su densidad conforme aumenta la proporcion de PDC.

El % de humedad a la capacidad de campo (-33 kPa), es mayor en el suelo de Vega que en el
suelo Rojo. Lo mismo ocurre con el agua retenida en el punto de marchitamiento permanente
(-1500 kPa). Los PDC presentan unas muy elevadas humedades en ambos potenciales. Las
mezclas légicamente incrementan sus contenidos de humedad a los dos potenciales
estudiados, conforme aumentan las proporciones de PDC. El agua util para las plantas,
calculada a partir de las humedades anteriores, tiene un comportamiento diferente entre
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ambos suelos: disminuye cuando aumenta la cantidad de PDC adicionada, en el suelo de Vega
y muestra un comportamiento contrario en el suelo Rojo.

El pH del suelo de Vega es de 8.2, claramente correspondiente a un suelo carbonatado, el del
suelo Rojo es de 7.2, ya que no contiene practicamente carbonatos. El café presenta un pH
ligeramente acido y el pH de las mezclas légicamente van disminuyendo conforme aumenta la
cantidad de PDC.

El comportamiento contrario ocurre con la CE, que es mayor en el caso de los PDC que en los
suelos y por tanto, las mezclas incrementan su salinidad proporcionalmente a las cantidades
adicionadas.

Granulometria del café molido y PDC

La grafica de distribucion de tamafio de particulas del café molido y de los PDC (Figura 13)
revela que la granulometria es algo diferente entre ambos. En el caso del café molido, el 35%
de las particulas tienen un didmetro comprendido entre 500 y 1000 um; el 44% entre 250 y
500 um; el 15% entre 200 y 250 um; y el resto (6%), tiene menos de 200 um. En los PDC, el
21% de las particulas se encuentra entre 500 y 1000 um; el 60% entre 500 y 250 um; el 12%
entre 200 y 250 um vy el resto (7 %), menos de 200 um. Por tanto, el café molido cuando se
transforma en PDC, sufre un proceso de disminucién de tamafio de particula.

0,7
0,6
0,5

0,4

0.3 =Q— Café molido
={-PDC

Frecuencia

0,2

0,1

0 U
0 200 400 600 800 1000 1200
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Figura 13. Distribucion de tamafio de particula del café molidoy de los PDC.

6.2.Cantidades de agua afadidas para el riego de las plantas y el mantenimiento de los
niveles de humedad en el suelo

En la tabla 2 se recogen las cantidades de agua afadidas por dia a los microcosmos edaficos

para el mantenimiento de la humedad del suelo dentro de los margenes establecidos en la
metodologia.
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Las cantidades de agua afadidas se diferencian claramente en las dos modalidades del
ensayo: incubacion (sin planta) y cultivo (con planta). Las cantidades anadidas cuando se
cultiva la planta son superiores en todos los casos a las del ensayo sin planta. También se
aprecia que cuando mads tiempo transcurre, en el caso del experimento sin planta, las
cantidades afiadidas por dia parecen ser algo menores. Cuando se cultiva con planta, ocurre lo
contrario, y las cantidades adicionadas como media a los 60 dias son superiores a las
correspondientes a 30 dias.

En el ensayo con planta, las cantidades de agua requeridas cuando no se adicionan PDC son
algo mayores que para las mezclas suelo-PDC. No se aprecia una diferencia clara entre las
cantidades de agua adicionada en funcidén de las cantidades de PDC afiadidas.

Tabla 2. Cantidades de agua adicionadas por dia de experimento

H,0 por dia (ml)

Muestra *  Sin planta Con planta
V-0-30 5,25 14,47
V-0-60 3,99 17,70
V-2,5-30 5,60 11,97
V-2,5-60 4,18 16,55
V-10-30 6,21 10,51
V-10-60 4,65 14,95
R-0-30 4,81 12,35
R-0-60 3,79 14,60
R-2,5-30 5,26 11,06
R-2,5-60 4,58 12,74
R-10-30 6,09 10,72
R-10-60 5,30 13,19

*Muestra= Suelo (V: Vega de Granada, R: Suelo Rojo glacis) + Dosis de PDC adicionada (0, 2.5 y 10%)
+ Tiempo de incubacion (0, 30 y 60 dias). Los valores corresponden a la media de tres repeticiones.

6.3.Evolucién de las mezclas suelos-posos de café por cultivo/incubacién, con y sin
planta

En las Tablas 2 y 3, se recogen los datos analiticos correspondientes a las mezclas suelo-PDC en
los distintos tiempos de cultivo (con planta) o de incubacidn (sin planta). De estos datos se
puede comentar lo siguiente:

-pH

La adicidn de PDC disminuye el pH del suelo proporcionalmente a las cantidades afiadidas. La
evolucidn de este pardametro con el tiempo de cultivo/incubaciéon es muy similar en ambos
suelos (Vega y Rojo): se produce un aumento del pH en los primeros 30 dias y posteriormente
una estabilizacion hasta los 60 dias. No obstante, en el caso de ambos suelos sin adicionar y
con planta, también se aprecia ese incremento, pero posteriormente el pH desciende
levemente; esta ultima tendencia es algo mas destacada en el suelo Rojo.
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-Conductividad eléctrica (CE,s)

La adicién de PDC incrementa la conductividad eléctrica del suelo proporcionalmente a las
cantidades afadidas. En todos los casos adicionados con PDC, el comportamiento es muy
similar: con el tiempo de cultivo/incubacidn, la CE tiende a disminuir hasta los 30 dias y a partir
de ahi se mantiene o se eleva levemente hasta los 60 dias. En los suelos sin adicionar, el
comportamiento es algo mas irregular: se aprecia un descenso hasta los 30 dias y a partir de
ese tiempo, sube o baja dependiendo del caso. En el suelo rojo incubado sin adicionar PDC, se
observa un comportamiento anémalo: la CE aumenta linealmente con el tiempo.

-Carbono Orgdnico (C.0)

Las enmiendas con PDC aumentan los contenidos de C.O. proporcionalmente a las cantidades
afiadidas. Cuando los suelos no se adicionan, o se adicionan con pequefias cantidades de PDC
(2.5%), la evolucion con el tiempo de ambos suelos es muy similar, tanto en cultivo como en
incubacidén: con bajas adiciones de PDC (2.5%), el C.O. disminuye muy levemente entre 0 y 60
dias, por el contrario, sin adiciones de PDC, el C.0. aumenta muy ligeramente. Con 10% de PDC
afiadido, el comportamiento entre ambos suelos difiere: con el tiempo de cultivo/incubacién el
C.0. se incrementa significativamente en el suelo de Vega y por el contrario disminuye,
también significativamente, en el suelo Rojo.

-Nitrégeno (N)

Las cantidades de N. total en el suelo se incrementan con la adicion de PDC y lo hacen de
manera proporcional a las cantidades afiadidas. Cuando no se adiciona PDC las cantidades de
N se modifican muy levemente con el tiempo de cultivo/incubacion. Cuando se adiciona PDC el
comportamiento del N se parece al del C.0., antes descrito. Asi, de 0 a 60 dias se aprecia un
incremento en el Suelo de Vega, y una tendencia hacia valores mas bajos en el suelo Rojo.

-Relacién Carbono/Nitrégeno (C/N)

La C/N del suelo aumenta proporcionalmente a las cantidades de PDC afiadidas. En los suelos
sin adicionar, esta relacion se mantiene estable durante el tiempo de cultivo/incubacion, lo
que se justifica teniendo en cuenta la evolucion del C.O y del N, de forma independiente, antes
descritas. En los suelos adicionados con 2.5% de PDC el comportamiento es siempre el mismo:
disminuye entre 0 y 60 dias y al final del ensayo sus valores se igualan a los del suelo sin
adicionar. Cuando se adicionan cantidades de 10% de PDC, el comportamiento difiere entre
ambos suelos: en el suelo de Vega aumenta a los 30 dias y se estabiliza posteriormente,
mientras que en el suelo Rojo disminuye levemente desde el inicio del experimento.

-Fésforo asimilable (P asim.)

El P asimilable se incrementa proporcionalmente con la adiciones de PDC. El comportamiento
del P es muy similar en todos los casos ensayados. Hasta los 30 dias se aprecia un descenso vy a
partir de ahi se mantiene estable o se incrementa levemente en algunos casos.

-Potasio asimilable (K asim.)
El K asimilable se incrementa con la adicién de PDC proporcionalmente a la cantidad afiadida.
La tendencia general es a una diminucion del K asim. con el tiempo de cultivo/incubacién,
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siendo algo mds perceptible ese descenso en el caso del cultivo. Uno de los ensayos no encaja
con la normay es el del suelo Rojo adicionado con 10% de PDC, cultivado y con planta, donde
se aprecia un ascenso significativo del K asim. entre los 30 y 60 dias.

-Carbonato cdlcico equivalente

La adicién de PDC disminuye las cantidades de carbonato cdlcico equivalente en las mezclas de
suelo-PDC; al contener el suelo de Vega un porcentaje elevado de carbonato calcico
equivalente (39%, Tabla 2), la diminucidn proporcional de carbonato célcico equivalente es
menor que en el suelo rojo. La evolucidon de los carbonatos en las mezclas suelo-PDC
ensayadas, cultivadas o incubadas, no sigue el mismo patrén en todos los casos. Se aprecian
incrementos o disminuciones leves de los contenidos, que varian entre los tipos de suelos
ensayados y también dentro del mismo tipo de suelo en funcién de la modalidad de cultivo o
incubacién. Por ejemplo: en el caso del suelo de Vega sin planta cuando no se adiciona PDC, se
aprecia un incremento leve de los carbonatos con la incubaciéon; cuando se adiciona 2.5% de
PDC, los carbonatos aumentan hasta los 30 dias, pero disminuyen entre 30 y 60 dias y si se
adiciona 10% de café, se produce una disminucién muy leve entre 0 y 30 dias y una diminucidn
mas apreciable entre 30 y 60 dias.

-Elementos traza

Cobre asimilable (Cu asim.)
La adicion de PDC incrementa proporcionalmente los niveles de Cu asimilable. El
comportamiento del Cu asimilable es similar en todos los casos ensayados, con una
disminucién leve hasta los 30 dias y una estabilizacion a partir de ese tiempo. Difiere algo, el
comportamiento del Cu en el suelo Rojo sin adicionar, incubado y cultivado, donde se aprecia
un aumento desde el tiempo 0 hasta los 60 dias.

Hierro asimilable (Fe asim.)
La adicién de PDC disminuye los niveles de Fe asimilable proporcionalmente a la cantidad
adicionada. El comportamiento del Fe asimilable difiere claramente entre los dos tipos de
suelo ensayados. En el suelo de Vega aumenta hasta los 30 dias y posteriormente disminuye,
tanto en el cultivo, como en la incubacidn. En el suelo Rojo incubado los contenidos de Fe
asimilable se incrementan levemente desde el tiempo 0 hasta los 60 dias. Cuando el suelo Rojo
se cultiva se encuentran diferencias entre las distintas condiciones de ensayo: con 10% de PDC
se aprecia una leve disminucién hasta los 30 dias y un incremento entre 30 y 60 dias; en el
suelo adicionado con 2.5% los valores se mantienen practicamente constantes durante todo el
experimento y en el suelo sin adicionar los contenidos de hierro se incrementan levemente a
lo largo de todo el ensayo.

Cinc asimilable (Zn asim.)
La adicion de PDC incrementa proporcionalmente los niveles de Zn asimilable. El
comportamiento del Zn difiere algo entre ambos suelos. En el Suelo de Vega incubado, las
cantidades de Zn asimilable disminuyen levemente con el tiempo de incubacién en todos los
casos. Por el contrario, en este mismo suelo cuando se cultiva la lechuga y se adiciona PDC, los
niveles de Cinc asimilable se incrementan levemente con el tiempo de cultivo. En este mismo
suelo, sin adicionar, el Cinc disminuye levemente hasta los 30 dias y aumenta levemente hasta
los 60 dias, alcanzando los valores iniciales. En el Suelo Rojo adicionado con PDC, el
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comportamiento del Zn es muy similar en el cultivo y en la incubacién: se percibe una
disminucién lenta hasta los 30 dias y una estabilizacidon hasta los 60 dias. En el suelo Rojo
cuando no se adiciona PDC, el Cinc sube ligeramente entre 0 y 60 dias.

-Estructura del suelo

La figura 22 es una composicion de varios agregados estructurales donde se manifiesta la
influencia de la adicién de PDC a los suelos en la estructura. Se constata por via Optica la
incorporacién de las particulas de PDC a los agregados de suelo, infiltrado en las superficies
intrapedales; se trata de un claro proceso de melanizacién. Esta incorporaciéon parece
levemente mayor en el suelo de Vega que en el suelo Rojo.
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Tabla 2 .Resultados analiticos del ensayo de mezclas de suelos-PDC sin planta.

Muestra* pH CE C.0. N C/N K C032' P Cu Zn Fe
dS/m asim asim asim asim asim
% % ppm % ppPm ppm  ppm  ppm
V-0-0 82 12 1,36 0,105 13 453 39 69 4,58 0,89 6,86
V-0-30 82 09 1,39 0,094 15 447 39,3 46 4,33 0,82 11,38
V-0-60 82 1 1,4 0,09 16 459 40,2 47 3,7 0,71 6,65
V-2.5-0 79 14 296 0,138 21 482 37,6 79 4,95 0,96 6,15
V-25-30 83 0,6 2,57 0,139 18 512 39 50 4,29 0,90 10,54
V-25-60 84 0,6 2,37 0,159 15 509 38,3 47 4,24 0,83 7,91
V-10-0 7,6 15 3,6 0,286 13 688 355 87 5,47 1,20 3,46
V-10-30 8 0,8 566 0,275 21 635 38 56 4,4 1,10 8,41
V-10-60 81 09 551 0,282 20 639 36 51 4,22 0,99 7,02
R-0-0 72 05 1,16 0,113 10 248 1,6 51 3,78 1,97 4,27
R-0-30 74 06 1,03 0,087 12 250 0,8 36 4,09 2,12 5,67
R-0-60 75 09 1,19 0,108 11 248 0,6 46 4,48 2,32 5,62
R-2.5-0 7,1 06 2,31 0,148 16 324 09 55 5,08 2,60 5,39
R-2.5-30 7,4 0,2 2,49 0,157 16 282 1,1 43 4,8 2,42 6,57
R-2.5-60 7,5 0,3 1,87 0,155 12 289 0,6 46 4,28 2,18 6,85
R-10-0 6,5 0,6 6,61 0314 21 482 0,8 64 6,74 3,38 6,46
R-10-30 6,8 0,3 536 0,274 20 405 1 46 4,60 2,37 7,88
R-10-60 6,7 0,3 554 0,291 19 423 1,1 51 4,69 2,16 8,45
Posos 576 4,5 59,38 1,867 32 3072 O 228 47,63 14,87 8,21

*Muestra= Suelo (V: Vega de Granada, R: Suelo Rojo glacis) + Dosis de PDC adicionada (0, 2.5y

10%) + Tiempo de incubacién (0, 30 y 60 dias). Asim: asimilable. Los valores corresponden a la

media de tres repeticiones.
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Tabla 3.Resultados analiticos del ensayo de mezclas de suelos-PDC con planta.

CE c.o. N K co pasim < I Fe
Muestra* pH C/N asim asim asim asim
ds/m

% % ppm % pPpPM _ ppm _ ppm  ppm
V-0-0 8,2 1,2 1,36 0,105 13 453 39,0 69 4,58 0,89 6,86
V-0-30 8,5 0,59 1,52 0,140 11 368 41,1 64 3,97 0,79 10,18
V-0-60 8,4 0,39 1,64 0,133 12 301 41,3 64 4,40 0,87 8,62
V-2.5-0 79 1,4 2,96 0,138 21 482 37,6 79 4,95 0,96 6,15
V-2.5-30 8,4 0,64 2,88 0,190 15 481 41,9 65 4,40 1,02 10,22
V-2.5-60 8,4 0,58 2,54 0,259 10 446 39,8 62 4,45 1,10 8,39
V-10-0 7,6 1,5 3,6 0,286 13 688 35,5 87 5,47 1,20 3,46
V-10-30 8,0 0,64 525 0,324 16 619 36,3 73 4,89 1,27 8,67
V-10-60 8,1 0,58 548 0,349 16 446 38,1 79 4,56 1,28 6,59
R-0-0 7,2 0,5 1,16 0,113 10 248 1,6 51 3,78 1,97 4,27
R-0-30 7,8 0,17 1,37 0,109 13 214 0,94 52 4,37 2,26 5,29
R-0-60 7,5 0,20 1,39 0,123 11 189 0,91 49 4,47 2,18 5,05
R-2.5-0 7,1 0,6 2,31 0,148 16 324 0,9 55 5,08 2,60 5,39
R-2.5-30 7,4 0,27 2,31 0,184 13 298 1,0 52 4,54 2,32 5,33
R-2.5-60 7,4 0,26 1,39 0,155 9 282 1,5 51 4,51 2,26 5,04
R-10-0 6,5 0,6 6,61 0,314 21 482 0,8 64 6,74 3,38 6,46
R-10-30 6,8 0,32 4,12 0,309 13 324 1,1 55 4,76 2,47 6,21
R-10-60 6,6 0,36 4,19 0,275 15 381 0,9 53 4,91 2,56 7,19
Posos 58 4,5 59,4 1,867 32 3072 O 228 47,63 14,87 8,21

*Muestra= Suelo (V: Vega de Granada, R: Suelo Rojo glacis) + Dosis de PDC adicionada (0, 2.5y

10%) + Tiempo de incubacién (0, 30 y 60 dias). Asim: asimilable. Los valores corresponden a la

media de tres repeticiones.

25



Figura 14. Imdgenes estereomicroscépicas de peds. A: Suelo de Vega sin PDC, 60 dias de incubacion. B:
Suelo de Vega con 10% de PDC, 60 dias de incubacidn. C: Suelo Rojo sin PDC, 60 dias de incubacién. D:
Suelo Rojo con 10% de PDC, 60 dias de incubacidn. (La barra de escala corresponde a 1 mm).
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6.4.Evolucion de las plantas de lechuga durante el ensayo de cultivo

Como primer resultado debemos destacar que la adicion de PDC aun en cantidades bajas
(2.5%) en ambos suelos, inhibe el crecimiento de las plantas de lechuga (Figura 15 y 16). La
inhibicidn tal y como se deduce de las graficas de peso fresco y seco (Figuras 17, 18, 19 y 20),
parece ser mayor en el suelo Rojo que en el suelo de Vega.

6.4.1. Peso fresco y peso seco

Peso fresco: la Figura 17 y 18, recogen la evolucidon del peso fresco (con agua) de las lechugas
en el suelo de Vega y en el suelo Rojo, respectivamente.

En el Suelo de Vega sin adicién de café, se aprecia un incremento lineal del peso fresco hasta
los 60 dias (de 8 a 21 g). Por el contrario, cuando se adiciona PDC, el peso fresco disminuye
levemente hasta el fin del experimento, aunque a los 30 dias parece iniciarse un ligero
incremento hasta los 60 dias, algo mas destacado en el caso V-2.5.

En el Suelo Rojo sin adicionar, los incrementos son menores que en el caso del Suelo de Vega,
alcanzando a los 60 dias un peso de 17 g. Cuando se adiciona café el efecto inhibidor es mayor
gue en el caso del Suelo de Vega. Asi mismo, a los 30 dias parece iniciarse un ligero remonte
hasta los 60.

Figura 15. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: Muestras V-0, V-2.5 y V-10, todas a los

45 dias de cultivo.
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Figura 16. De izquierda a derecha y de arriba abajo: Muestras R-0, R-2.5 y R-10, todas a los 45

dias de cultivo.

Peso fresco, g

25

20

15

10

Suelo de Vega

=——\/-0
=f=V-2.5
g V-10

10 20 30 40 50 60 70

Dias

Figura 17. Evolucidn del peso fresco de las lechugas cultivadas en el Suelo de Vega.
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Figura 18. Evolucidon del peso fresco de las lechugas cultivadas en el Suelo Rojo.

Peso seco: el peso seco (Figuras 19 y 20) sigue una tendencia parecida en los suelos sin
adicionar, tanto en el caso del suelo de la Vega como en el suelo Rojo. En el caso de los suelos
adicionados de café, aunque la planta fresca no incrementa su peso, pero si existe una mayor
absorcién de elementos minerales que se refleja en incrementos pequefios en el peso seco
desde 0 a 60 dias.
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Figura 19. Evolucidn del peso seco de las lechugas cultivadas en el Suelo de Vega.
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Figura 20. Evolucién del peso seco de las lechugas cultivadas en el Suelo Rojo.

6.4.2. Capacidad antioxidante

En las Figuras 21y 22, se representa la evolucidn de la capacidad antioxidante de las plantas de
lechuga durante el ensayo de cultivo, en suelo de Vega y en suelo Rojo.

En ambos suelos sin adicionar de PDC, la capacidad antioxidante disminuye con el tiempo de
cultivo, siendo esta disminucién mas acusada en el caso del suelo Rojo. Cuando los suelos se
adicionan con PDC, las plantas de lechuga, disminuyen hasta los 30 dias de forma brusca su
capacidad antioxidante, pero a partir de esa fecha se aprecian en ambos suelos incrementos
de dicha capacidad; en el suelo Rojo, a los 60 dias, esa capacidad antioxidante, incluso supera a
la del suelo sin adicionar, sobre todo cuando la ajicén es de 10% de PDC.
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Figura 21. Evolucién de la capacidad antioxidante de las lechugas cultivadas en el Suelo de

Vega
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Figura 22. Evolucidn de la capacidad antioxidante de las lechugas cultivadas en el Suelo Rojo
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7. Discusion

7.1. Influencia de los posos de café en las propiedades fisicas del suelo

Cuando se mezcla el suelo con PDC se observa una disminucion de la densidad aparente de la
mezcla, debido a que la densidad de los PDC es menor que la densidad aparente del suelo
(Tabla 1). El efecto sobre la densidad aparente de los PDC no esta descrito en la bibliografia
referente al uso de los PDC como enmienda, pero si esta descrito para otras enmiendas
organicas (Khaliq y Abbasi, 2015).

La adicion de PDC al suelo, aumenta el porcentaje de agua retenida a los distintos potenciales
estudiados (-33 y -1500kPa) (Tabla 1). Esto se debe a que los PDC tienen un porcentaje de
humedad mas alto en ambos potenciales. Por tanto, los PDC incrementan la capacidad de
retencién de agua a -33 y -1500 kPa del suelo. Esto concuerda con Kasongo et al. (2011), que lo
atribuyen a una mejora de la estructura del suelo, como resultado de un aumento del
contenido de materia organica. Este efecto beneficioso sobre las propiedades fisicas también
ha sido encontrado por otros autores con otras enmiendas organicas (Khaliq y Abbasi, op.cit).
No obstante, cuando se calcula el agua utilizable por las plantas, el efecto de los PDC difiere
entre los dos tipos de suelo ensayados: la incorporaciéon de PDC supone pequefios incrementos
en el agua utilizable en el caso del suelo Rojo, pero pequeiias pérdidas de la misma en el caso
del suelo de Vega. Este hecho se puede explicar porque el agua utilizable se calcula a partir del
agua retenida a -33 kPa y del agua retenida a -1500 kPa; en el caso del suelo de Vega este
balance resulta negativo. En la bibliografia sobre las enmiendas con residuos de café no se
hace referencia al dato del agua utilizable por las plantas, sino a la retencién de agua.

Con respecto a la influencia de la adicion de PDC sobre la estructura del suelo, en la presente
memoria sélo se ha realizado una observacién visual en un estereomicroscopio (lupa
binocular). Con las fotografias de lupa binocular (Figura 14), podemos deducir que las
particulas de café interaccionan con las particulas sélidas del suelo, y se genera una estructura
diferente tanto en el cultivo como en la incubaciéon. Esta interaccion hace que los nuevos
agregados de suelo en presencia de PDC, contengan en su interior particulas de PDC
dispuestas en forma de peliculas que siguen el patrén de agrietamiento propio del suelo. Esta
incorporacién de material organico al suelo, se puede entender como un proceso beneficioso
en la formacién de la estructura. Esta afirmacidn se corroboré durante todo el experimento
cuando se manipulaba el material de suelo para su estudio, donde se comprobé que los suelos
con adicion de PDC, se fragmentaban con menor dificultad en pequefnos agregados que los
suelos que no habian sido adicionados con PDC. En la bibliografia consultada sobre la adicidn
de PDC al suelo (Kasongo et al.,, 2011, Kasongo et al.,, 2013 y Yamane et al., 2014) se
corroboran las observaciones de este experimento. Aunque los autores citados hablan de
forma general de una mejora de las propiedades fisicas del suelo, que se traduce en una mayor
capacidad de retencién de agua, de aireacidn, etc.
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7.2.Influencia de los posos de café en las propiedades quimicas y fisicoquimicas del
suelo

La adicidn de PDC sobre los suelos ensayados produce una disminucion del pH, ya que el pH de
los PDC es mas acido que el pH de los suelos (Tabla 1). Esto no coincide con los trabajos de
Kasongo et al. (2011), Kasongo et al. (2013) y Morikawa y Saigusa (2008), que observan el
efecto contrario, es decir, cuando agregan residuos de café, el pH del suelo aumenta. En el
caso de estos autores se debe a que el pH de los residuos es mas bdsico que el pH del suelo.
Durante el tiempo de cultivo/incubacion, Kasongo et al. (2011) y (2013), observan un
incremento del pH, lo que coincide con nuestros resultados (Tabla 3). Sin embargo, Morikawa
y Saigusa (2008), observaron que durante el periodo de cultivo disminuyd el pH de los suelos,
hecho que no interpretan, porque el objetivo de ese trabajo fue la biofortificacién con Fe en el
arroz.

Los PDC tienen mayor contenido en sales que los suelos, por tanto, la adicion de PDC,
incrementa la salinidad de las mezclas suelo-PDC. En la bibliografia sobre adicién de PDC no se
han encontrado datos al respecto. En el experimento in vitro, objeto de esta memoria, la CE en
todos los casos sufre un descenso con el cultivo/incubacidn, principalmente en los primeros 30
dias. El incremento de la CE por la adicion de PDC y la disminucién posterior por
cultivo/incubacién, tienen importancia desde el punto de vista agronémico-ambiental, como
discutiremos a continuacién.

Las clasificaciones mas antiguas de los suelos establecian el limite de salinidad en una CE de 4
dS m™, pero desde hace ya muchos afios y a propuesta de la Sociedad Americana de la Ciencia
del Suelo, el limite de salinidad se establece en una CE de 2 dS m™ (Bohn, 1979), ya que
muchas plantas se ven afectadas por una salinidad de esa indole. En suelos de baja salinidad
(baja CE, 0.5, Tablas 3 y 4), como es el caso del suelo Rojo ensayado, la adicién de PDC no
supone riesgo ninguno, en lo que se refiere a este factor limitante para las plantas. Por el
contrario, en el caso del suelo de Vega, donde la CE es de 1.2 dS m™ (Tablas 3 y 4) la adicién de
elevadas cantidades de PDC supone un incremento de hasta 1.5 dS m™ lo que ya se va
acercando peligrosamente al limite para algunas plantas sensibles. Es por ello que las adiciones
de PDC a los suelos tienen que tener en cuenta este pardmetro. Como se ha comentado
anteriormente, a partir de los valores iniciales de CE se produce un descenso de la misma con
el paso del tiempo, lo que es muy positivo desde el punto de vista de la utilizacién de los PDC
como enmienda orgdnica. Cuando se cultiva la lechuga, en el presente ensayo, el descenso de
la CE observado puede ser atribuido a la absorcidn de iones por las plantas ya que se trata de
un sistema cerrado. En el caso de los microcosmos donde no se cultiva planta, este descenso
debe ser atribuido a que la transformacién de los restos organicos por efecto del riego
conduce hacia un complejo de cambio con una mayor capacidad de intercambio catidnico que
retendria mds iones. Este efecto también puede ser aplicable al caso de los microcosmos
cultivados. No tenemos soporte experimental sobre el aumento de la capacidad de cambio,
pero se encuentra descrito en Kasongo et al., (2013).

La aplicacidn de PDC a los suelos ensayados incrementa los contenidos de C.O. y N debido al
mayor contenido de estos dos elementos en los PDC (Tablas 3 y 4). Durante el tiempo de
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cultivo/incubacién, los valores se mantienen constantes u oscilan levemente hacia arriba o
hacia abajo a excepcién del suelo de Vega incubado y cultivado cuando se adiciona 10% de
PDC (Tablas 3 y 4). El incremento de C.O. puede constituir el principal interés de los PDC como
enmiendas al suelo y por lo que se clasifican como enmiendas organicas (Liu y Prince, 2011).

Kasongo et al. (2013), observaron que el contenido de C.0. y N en suelos adicionados con
residuos de café, después de tres meses incrementaba y lo atribuyen a una progresiva
mineralizacién de los residuos de café durante el ciclo de crecimiento de la planta. Este efecto
también fue observado por Kasongo et al. (2011) y Yamane et al. (2014) y este ultimo sugiere
que el incremento significativo del carbono total durante el tiempo de incubacién deriva del C
organico insoluble de los residuos de café y que el incremento de N total en el suelo se debe a
la acumulacién de N insoluble. En nuestro caso los incrementos de C.0. que se producen en el
suelo de Vega cuando se adiciona 10% de PDC, podria explicarse por un incremento de las
cantidades oxidables con dicromato potasico (técnica empleada en la determinacion de
carbono organico, capitulo 5, apartado 5.8.2), con el cultivo o la incubacién, ya que no existe
otro hecho que lo justifique. Si acaso, con el cultivo, algo de la masa radicular, puede
arrancarse durante la extraccion de la lechuga e incorporarse al suelo, pero esto no es aducible
en el caso de la incubacién. No hemos encontrado bibliografia que avale esta hipdtesis.

Con respecto a la relaciéon C/N, la adicién de PDC a los suelos ensayados, en el tiempo O,
incrementa esta relacidn, ya que los valores de C/N son casi tres veces superiores en el PDC
que en el suelo (Tablas 3 y 4).En la bibliografia sobre la adicién de residuos de café al suelo, los
distintos autores consultados (Kasongo et al., 2011, Kasongo et al.,, 2013 y Yamane et al.,,
2014), sefialan que con el paso del tiempo la relacion C/N va disminuyendo. En nuestro caso, si
bien el tiempo de incubacion es menor que los reportados en el caso de la bibliografia citada,
ya a los 60 dias (tiempo maximo ensayado), en la mayoria de los casos se observa también una
disminuciéon de la relaciéon C/N. Esto puede explicarse porque la materia organica se va
mineralizando (pierde C por oxidacidon con génesis de CO,) paulatinamente, mientras que
algunas moléculas ricas en N se van acumulando en el suelo. Este proceso, conocido como
humificacién, estda muy estudiado en la Edafologia clasico y no necesita de apoyo bibliografico.

En cuanto a la evoluciéon de la relacién C/N con el cultivo/incubacion, hay un caso que se sale
de la norma, y es el del suelo de Vega cuando se adiciona 10% de café. Se observa que la
relacién C/N aumenta hasta los 30 dias y posteriormente disminuye, aunque a los 60 dias sus
valores siguen siendo superiores a los del tiempo inicial. No obstante, la tendencia de los datos
(Tabla 3 y 4), nos sefala que es hacia la disminucién y por tanto, suponemos que con el
tiempo la C/N disminuird hasta valores inferiores a los iniciales. En la bibliografia sobre
residuos de café no se encuentra una evolucion de la C/N parecida a la descrita, por ello
solamente se puede emitir una hipdtesis. Cuando se estimula la actividad bioldgica del suelo
por riego, los microorganismos consumirian preferentemente la materia organica propia del
suelo, cuya C/N es de 13 (Tablas 3 y 4). Cuando hayan consumido la parte mas mineralizable de
la materia orgdnica entonces consumirian los residuos del café. De esta manera, en una
primera etapa, la C/N se incrementaria y posteriormente disminuiria. Esto no ocurre en el caso
del suelo Rojo, porque el contenido en materia organica es menor y su C/N también es menor;
se trataria de una materia organica menos utilizable por los microorganismos del suelo. Asi
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mismo, la explicacion del aumento de carbono organico oxidable, aducido en la discusion
sobre el C.0., podria ser aplicable en este caso.

El P se ve claramente incrementado con la adicion de PDC, dado que estos residuos contienen
mayor cantidad de P asimilable que los suelos (Tablas 3 y 4). Este es un punto a favor de la
adicién de PDC a los suelos de cultivo, ya que el P es un elemento escaso y en los suelos
carbonatados, como es el caso de nuestra region, tiene un problema de asimilabilidad ya que
tiende a precipitar en forma de carbonato calcico. Este proceso de inmovilizacion del P
asimilable del suelo, conocido como retrogradacién, ha sido ampliamente reportado en la
bibliografia y tratado como tema general en libros de consulta (Navarro, 2013).

La evolucion del P, con disminuciones desde el tiempo 0 hasta los 30 dias en la mayor parte de
los casos, es facil de interpretar en este experimento y se debe a ese proceso de
retrogradacién antes mencionado. En el caso del cultivo, la pérdida de P asimilable se debe a la
absorcién de P por la planta. No obstante, cuando se adiciona cantidades elevadas de café
10%, se percibe un leve aumento de ese P a partir de los 30 dias, aumento que puede deberse
a la alteracion de los posos de café que contienen fésforo. Nuestros resultados coinciden con
los de la bibliografia (Kasongo et al., 2011), donde en las primeras etapas hay una disminucion
del P, y posteriormente se produce un incremento que los autores consultados justifican
también por la transformacion de los residuos del café.

Se observa un incremento del contenido en K asimilable en el suelo cuando se adicionan PDC,
lo que se debe a que los PDC tienen mas K asimilable que los suelos (Tablas 3 y 4). Este
resultado coincide con Kasongo et al. (2011) y Cruz et al. (2013) que también encuentran una
relacion directamente proporcional entre la cantidad de residuos de café afiadidos y el K
asimilable en el suelo. Estos autores lo explican de la misma manera. Este incremento del K
asimilable es una caracteristica de los PDC importante desde un punto de vista de la fertilidad
del suelo.

En el ensayo in vitro objeto de esta memoria, con el tiempo de cultivo/incubacion, el K
asimilable disminuye en el suelo. Esto se contradice con lo encontrado en Kasongo et al.
(2011), el cual observa un aumento del K asimilable en el suelo durante el tiempo de cultivo. La
disminucion de K con el tiempo de cultivo/incubacién, encontrada en el presente ensayo,
puede ser atribuida en el caso del cultivo, a la absorciéon de K por las plantas. Lo cual es un
hecho indiscutible. Pero también encontramos una disminucién de K cuando el suelo se incuba
sin planta, y aqui no se puede aducir la absorcidn por parte de la planta. Este hecho habria que
interpretarlo como una retrogradacion del K por entrada en la interldmina de las micas, con la
consiguiente reconstrucciéon del mineral, tal y como se reporta en los la edafologia clasica
(Birkeland, 1999). En el presente trabajo no se dispone de pruebas experimentales de esta
hipdtesis.

Tal y como se ha expuesto en el capitulo de los resultados (capitulo 6, apartado 6.3), el
comportamiento del contenido de carbonato célcico equivalente, sigue un patron irregular en
los distintos casos ensayados. En la bibliografia sobre la adicién de café al suelo (Kasongo et al.
2011, Kasongo et al.,, 2013 y Yamane et al.,, 2014), no se trata el tema de los carbonatos,
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porque los PDC no tienen carbonatos ni los suelos ensayados por estos autores tampoco, ya
que se trata de suelos tropicales sometidos a una alta pluviometria, donde los carbonatos en la
inmensa mayoria de los casos se han eliminado por disolucién y lavado. En la presente
memoria, se ha corroborado que los PDC no contienen carbonatos (tablas 3 y 4), pero los
suelos ensayados si. Concretamente el suelo de Vega, contienen grandes proporciones de ellos
(39 %, Tablas 3y 4).

En los suelos con carbonatos (microcosmos elaborados a partir del suelo de Vega), la
disminucién del contenido de carbonatos tras un proceso de estimulacién de la actividad
bioldgica como supone la adicion de materia organica y de agua, es facilmente explicable y
estd muy sustentada por la bibliografia clasica. Pero, el incremento de carbonatos, que sucede
en el suelo de Vega, cuando no se adiciona o se adiciona 2.5%, es dificil de explicar. No existe
un input de carbonatos procedente de una fuente externa, ya que incluso el riego de los
microcosmos se realizd con agua desionizada. Se han publicado muchos trabajos sobre la
formacién de carbonatos por bacterias del suelo (Delgado et al., 2008). En este momento no se
dispone de datos sobre la actividad bioldgica desarrollada durante este ensayo, ni tampoco
sobre si existe actividad bacteriana que fije el carbono en forma de carbonatos. No obstante,
esta seria la Unica explicacién plausible para los incrementos de carbonatos encontrados en
esas condiciones del experimento.

Cuando se adiciona PDC, la cantidades de Cu y Zn asimilables aumentan y ello se debe a que
los PDC son mas ricos en estos dos elementos traza que los suelos adicionados (Tablas 3 y 4). El
Cu y Zn, durante el tiempo de incubacion/cultivo disminuyen, a excepcidon del suelo Rojo sin
adicion de café. En el caso del cultivo, la disminucidn se puede atribuir a la absorcién de Cuy
Zn por las plantas, pero en el caso de incubacidn sin planta esta explicacién no es posible. La
disminucién en ausencia de planta puede atribuirse al incremento paulatino del pH desde el
tiempo 0 que se produce en el suelo Rojo sin adicién de café porque la asimilabilidad del Zny
del Cu disminuye con el aumento del pH, tal como sefiala Adriano (2001). Esta interpretacion
coincide con la de Kasongo et al. (2013). En el caso del suelo Rojo sin adicién de café, la
evolucién positiva del Zn y del Cu asimilable se puede atribuir, por la misma razén aducida
anteriormente, a que durante el periodo de incubacidn/cultivo a partir de los 30 dias, el pH
tiende a disminuir.

Los contenidos de Fe asimilable en los suelos ensayados disminuyen cuando se adicionan PDC,
lo que se debe a que el contenido en Fe asimilable de los PDC es menor que el
correspondiente de los suelos (Tablas 3 y 4). El comportamiento del Fe durante el tiempo de
cultivo/incubacién difiere entre los dos suelos empleados en el experimento, pero en ambos
casos, la asimilabilidad del Fe parece seguir un patrén inverso a lo que indica la bibliografia
(Adriano, 2001; Kasongo et al., 2013). De acuerdo con estos autores los aumentos del pH
suponen disminuciones del Fe asimilable. En nuestro experimento, cuando aumenta el pH
aumenta la asimilabilidad de Fe y cuando disminuye lo hace igualmente, salvo en el caso del
suelo Rojo con planta y adicionado de 10% de café, donde el comportamiento es
perfectamente atribuible al pH. Para justificar este comportamiento irregular del Fe asimilable,
podiamos pensar en algtn efecto ligado a los 6xidos de Fe (Fe*") muy abundantes en los suelos
mediterraneos y especialmente en los suelos rojos. Cuando los suelos se riegan en cantidades
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cercanas a la capacidad de campo y se adiciona materia orgdnica, se puede alterar el equilibro
En-pH, que es el que podria controlar la solubilidad del Fe (Fe** = Fe®). Este proceso se
describe en libros clasicos de Edafologia (Bohn et al. 1979), pero no tenemos datos sobre el
potencial redox ( E;,) durante el experimento.

7.3.Influencia de los posos de café sobre el crecimiento y capacidad antioxidante de la
planta

En el presente ensayo se ha observado que la aplicacién de PDC sobre el suelo tiene un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de la lechuga (Figuras 17 y 18). Esto coincide con Yamane et al.
(2004), los cuales observaron que la aplicacién de residuos de café limita el crecimiento de la
planta cultivada y lo atribuyen a la presencia en éstos de cafeina, taninos o fenoles, los cuales
son compuestos toxicos para las plantas. Por el contrario, Kasongo et al. (2013), demuestran
que los residuos de café incrementan la produccién de raigrds, lo que atribuyeron al efecto
positivo que tienen los residuos sobre la capacidad de retener agua y nutrientes del suelo (N,
C.0., P), todo ellos factores que contribuyen a incrementar la produccién vegetal.

En agronomia, clasicamente (Urbano, 2001), se conoce que la adicidon de restos organicos con
una elevada relacion C/N, tiene un efecto inhibitorio sobre las plantas en los tiempos iniciales.
Este efecto negativo se atribuye a que estos restos orgdnicos estimulan el crecimiento de los
microorganismos para su degradacion, los cuales necesitan N para ello, y lo toman del suelo
preferentemente a las raices de las plantas, que, por tanto, sufren un déficit de N que impide
su crecimiento. Esto podria justificar el inicio de remonte de ese crecimiento que las lechugas
tienen aproximadamente a partir de los 30 dias (Figura 17 y 18). Aunque esta hipédtesis no se
encuentra planteada en la bibliografia sobre adicién de PDC al suelo, sino que el efecto
inhibitorio se atribuye exclusivamente a la presencia de sustancias toxicas.

Esta inhibiciéon del crecimiento de la lechuga, que se manifiesta claramente en la evolucion del
peso fresco (Figuras 17 y 18), contrasta con la evolucidn del peso seco de las mismas lechugas
(Figuras 19 y 20) que nos indica que las plantas aumentan su peso seco a lo largo de todo el
experimento en cualquiera de las mezclas (0, 2.5 y 10% de PDC). Si bien, el aumento del peso
seco cuando no se adiciona PDC es mucho mayor debido al efecto inhibitorio de los PDC antes
mencionado. El aumento del peso seco podria justificarse por un estrés hidrico, que obligaria a
la planta a acumular sales minerales para mejorar su capacidad de absorcion de agua (Urbano,
2001). No obstante, el cultivo de la planta se ha realizado en condiciones controladas de
humedad, por lo tanto el estrés hidrico no es una explicacidn plausible. Otra hipétesis para
explicar la acumulacién de sales minerales en las planta de lechuga seria tener en cuenta que,
segun los datos de Rufian-Henares y de la Cueva, (2009) los PDC tienen un alto contenido en
sustancias quelantes: polifenoles, melanoidinas..etc. De acuerdo con esto, dichos compuestos
facilitarian el transporte de elementos nutrientes a la planta, lo cual podria ayudar a la
acumulacidén de estos en la planta, lo que se traduciria en un aumento del peso seco. Es este
un tema de mucho interés desde un punto de vista agrondmico, que requiere de mas
investigacion.
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En cuanto a la capacidad antioxidante de las lechugas, en el presente ensayo, se observé que
con la adicion de PDC, se produjo una disminucién de la capacidad antioxidante hasta los 30
dias, pero con un posterior aumento hasta el final del experimento (Figuras 21 y 22). Este
resultado no coincide con lo indicado por Cruz et al., (2014), que observan lo contrario: cuando
se aumenta la adicién de PDC, de 2.5% a 30%, se incrementa la capacidad antioxidante, lo que
atribuyen a que la adicion de PDC en el suelo produce un efecto de estrés en la lechuga y como
consecuencia la planta responde a este efecto, produciendo una mayor cantidad de
compuestos fendlicos y en consecuencia, aumentando su capacidad antioxidante. No se
dispone de una hipdtesis concreta para explicar el comportamiento de la capacidad
antioxidante de la lechuga en este experimento, por lo que debe de ser objeto de futura
investigacion.

8. Conclusiones

Del experimento in vitro de adicién de posos de café a dos suelos mediterraneos, en
condiciones controladas en una cdmara climdtica, con cultivo de lechugas, o en suelo sin
cultivar, se han extraido las siguientes conclusiones:

La adicién de PDC mejora la fertilidad quimica del suelo: aumenta la cantidad de C.O, N, P, K,
y de algunos micronutrientes.

La adicidn de PDC mejora algunas propiedades fisicas del suelo, entre las que podemos citar:
disminucién de la densidad aparente, aumento de la capacidad de retencién de agua, y en
general, una mejora de la estructura.

La adicion de PDC al suelo en cantidades de 2.5 y 10% (w:w) inhibe el crecimiento de las
plantas. El efecto inhibitorio va desapareciendo con el tiempo, lo que nos indica que es
recomendable que la adicién de PDC se haga con antelacién al cultivo, o bien que estos
restos se composten previamente.

La adicién de PDC tiene un efecto negativo sobre la capacidad antioxidante de las plantas.
No obstante, la adicién de PDC, hace que a partir de un determinado tiempo se mejore esa
capacidad antioxidante y en algln caso se supere la capacidad antioxidante de las lechugas
cultivas en suelos sin PDC. Se corrobora la recomendacién de esperar un tiempo para el
cultivo desde la adiciéon de PDC, o de compostar ese residuo.

Los PDC, como enmienda organica, pueden plantear problemas por aumento de la salinidad,
y por la presencia de metales pesados. No obstante, las cantidades adicionadas (no
excesivas) y la evolucion posterior del suelo, corrigen o minimizan estos problemas.

Para valorar la actitud de los PDC como enmiendas organicas y su problematica
medioambiental, es necesario tener en cuenta el tipo de suelo al que se van a aplicar,
porque para algunas propiedades, el comportamiento difiere sustancialmente segun este
parametro.

Se requiere de mas investigaciéon sobre las posibilidades de emplear los PDC como
enmiendas orgdnicas, sobre todo en lo referente a las limitaciones del PDC al crecimiento de
las plantas y al efecto de los PDC sobre las propiedades fisicas de suelo.
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RESUMEN

Las bacteriocinas son sustancias peptidicas con actividad antimicrobiana, producidas
por diferentes cepas bacterianas. Debido al creciente interés, sobre la obtencién de
microorganismos benéficos productores de sustancias antagonistas para su aplicacion en la
industria alimentaria como sistemas bioldgicos de conservacion de alimentos el objetivo de
esta revision es dar una visién general del conocimiento que se tiene sobre las bacteriocinas,
su modo de accidn y aplicacién.Para ello se ha recurrido a la busqueda bibliogréafica en bases
de datos como Pubmed, Scopus o Scielo y en diferentes libros.

1. Introduccion

Los procedimientos que se pueden llevar a cabo para la conservacién de alimentos son
muy variados. De forma general podemos diferenciar entre dos tipos de métodos: los
fisico-quimicos, entre los que encontramos procedimientos basados en la disminucion de
pH; en la reduccidn del agua disponible; en la variacion del potencial de éxido-reduccion;
con la utilizacidn de frio o calor; e incluso utilizando varios de estos principios. En segundo
lugar encontrariamos los métodos biolégicos, como pueden ser las fermentaciones
(glicdlisis, fermentacién alcohdlica, fermentacién lactica...) o las recientes bacteriocinas
gue son sustancias peptidicas con actividad antimicrobiana, producidas por diferentes
cepas bacterianas, bacterias acido lacticas que se caracterizan por su capacidad de inhibir
el crecimiento de otros microorganismos, especialmente aquellos genéticamente
relacionados. Existe un interés creciente sobre la obtencién de microorganismos
beneficiosos productores de sustancias antagonista para su aplicacién en la industria
alimentaria, en la produccion animal, en la prevencién y control de enfermedades
infecciosas bacterianas y recientemente en el campo acuicola (Monroy Dosta y col., 2009).

1.1. Conservacion de Alimentos

1.1.1. Origenes de los procesos de conservacion de alimentos (Panorama
Historico)

Todos nuestros alimentos derivan de la plantas o de los animales, son por lo tanto de
origen bioldgico y a causa de ello se produce el desarrollo de una serie de transformaciones
(reacciones quimicas, bioquimicas y procesos microbianos) que modifican sus caracteristicas
originales y producen su deterioro.

La conservacién de alimentos a gran escala mds antigua que se conoce se practicd en el
antiguo Egipto, donde se utilizd para la provisién de cantidades suficientes de grano seco como
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seguro para el fallo de las avenidas del Nilo. Se almacenaban grandes cantidades de grano en
silos cerrados, donde permaneceria varios afios sin deteriorarse.

Los romanos también fueron capaces de conservar numerosos alimentos. Entre los hechos
mas interesantes de la época de Pompeyo se pueden nombrar las confituras de frutas
conservadas en miel, el vino y varios tipos de salsas fermentadas y embotelladas.

La conservacién comercial de alimentos se establecid a principios del siglo XIX, tras una serie
de descubrimientos que permitieron sentar las bases cientificas y técnicas para dicha
conservacion: el proceso comercial de la conservacidn de alimentos por esterilizacidn, Nicolas
Appert 1810 (Casp & Abril, 2003).

1.2. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (LAB) estan constituidas por un grupo de bacterias Gram
positivas unidas por sus caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas y fisioldgicas (Axelsson,
2004). En general, se tratan de bacterias Gram-positivas, cocos o bacilos, no esporulados,
microaerofilicos, catalasa negativo, acido-tolerantes y productoras de acido lactico como
principal producto de la fermentacién de carbohidratos. El término LAB estd asociado
intimamente con las bacterias presentes en las mucosas de animales y humanos (Riley & Wert,
2002). Las LAB son conocidas por la produccién de diversos compuestos antimicrobianos,
como acido lactico, acido acético, perdxido de hidrégeno, didxido de carbono y bacteriocinas
(Aymerich y col., 2000). Las bacteriocinas se definen como proteinas caracterizadas por tener
un efecto antagdnico frente a bacterias patdgenas, hongos y algunos pardsitos (Sablon y col.,
2000). La efectividad de estos compuestos depende de su potencial (capacidad de inhibir
bacterias Gram positivas, Gram negativas o ambas), de la concentracién y de su nivel de
estabilidad (Monroy Dosta y col., 2009; Rodriguez y col., 2002). En la actualidad se han descrito
mas de 300 bacteriocinas diferentes para los géneros Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Leuconostoc spp., Pediococcus spp. y Enterococcus spp.; los cuales han sido ampliamente
estudiados en aplicaciones industriales, biomédicas y farmacéuticas (Papagianni, 2003;
Cetinkaya y col., 2003; De Vuyst & Vandamme, 1994). Dentro de los diferentes grupos de
bacterias acido lacticas, el género de mayor importancia y que presenta mas especies es el de
Lactobacillus; de igual forma es el género mas heterogéneo (Axelsson, 2004). De forma
general, este género se ha subdivido en tres grupos dependiendo de la presencia o no de las
enzimas claves para la fermentacidon de azlcar, de forma homo é heterofermentativa, la
fructosa-1,6-difosfato, la aldolasa y/o la fosfocetolasa, respectivamente. Ademas de otras
pruebas clasicas como la configuracién del acido lactico producido, la hidrélisis de la arginina 'y
el crecimiento a ciertas temperaturas (Hoover & Chen, 2005).
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1.3. Las bacteriocinas

Las bacteriocinas son definidas como péptidos sintetizados por microorganismos que
presentan propiedades antimicrobianas, letales o inhibidoras, frente a grupos bacterianos
estrechamente relacionados con los microorganismos que las producen (Papagianni, 2003;
Cotter y col., 2005; McAuliffe y col., 2001). Su funcién principal es la competencia y defensa del
microorganismo productor contra otros microorganismos, se ha comprobado que pueden
actuar sobre bacterias patdgenas, especialmente en Gram positivas (Cleveland y col., 2001),
ademas se caracterizan por presentar una amplia estabilidad frente a factores fisico-quimicos
como: pH, temperatura y agentes quimicos que permiten su actividad bajo diferentes
condiciones de evaluacion (Hill, 2010). Gracias a sus caracteristicas quimicas y sus propiedades
antimicrobianas, las bacteriocinas pueden ser consideradas como conservantes naturales, lo
que refleja su gran potencial para utilizarse en diversas aplicaciones biotecnolégicas, sobre
todo en el area de la industria alimentaria y farmacéutica (McAuliffe y col., 2001; Cotter y col.,
2013).

De forma general, las bacteriocinas son producidas por bacterias acido lacticas principalmente
por los géneros: Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Pediococcus spp. y
Enterococcus spp. (Cetinkaya y col. 2003). Ademas, se caracterizan por ser péptidos cationicos
o hidrofébicos (Nes y col., 1996) y la mayoria presentan masas moleculares bajas (<30 KDa) y
entre 40 y 60 aminoacidos (Monroy Dosta y col., 2009).

2. Objetivo

La fermentacién microbiana podria ser la forma mads antigua, después del secado, del
proceso de conservacién de los alimentos. Desde hace unos afios se ha suscitado un interés
creciente por los métodos bioldgicos de conservacién. La utilizacion de las bacterias lacticas
(LAB) en la conservacién de alimentos es aceptada por los consumidores como algo natural e
incluso promotor de la salud. Las bacteriocinas, compuestos producidos por algunas de las
cepas LAB asociadas a alimentos fermentados, inhiben la alteracidon microbiana y las bacterias
patdgenas en los alimentos sin cambiar la naturaleza fisicoquimica de los mismos. Como la
utilizacidon de bacteriocinas es un campo emergente de la microbiologia de los alimentos, el
objetivo de este trabajo es la realizacidn de un estudio bibliografico sobre este tema.

3. Desarrollo

3.1. Clasificacion de las bacteriocinas

La clasificacion de las bacteriocinas esta en continua revision debido a los
descubrimientosde nuevas moléculas y la reordenacién segun sus similitudes y diferencias. En
general se clasifican en 3 grupos (Klaenhammer, 1993; Nes y col., 1996; Cleveland y col., 2001)
(Figura 1). Dentro del primer grupo la mas representativa es la Nisina que fue descubierta en
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1928 (Rogers & Whittier, 1928; Hurst, 1967). Mientras estudiaban algunas cepas de
Lactococcus observaron un efecto inhibitorio sobre otras bacterias lacticas. Posteriormente,
(Whitehead, 1933) observé una inhibicién parecida en cultivos iniciadores para quesos en
Nueva Zelanda y se verificé la naturaleza proteica de la molécula. A este tipo de bacteriocinas
se les denomina lantibidticos. Se dividen en dos subclases seglin tengan o no carga neta y por
la rigidez de la molécula. Las tipo la son péptidos hidrofébicos de naturaleza catidnica y que
forman poros en membranas, y las Ib son péptidos globulares sin carga neta, o sin carga
negativa neta. La clase |l son termoestables y de pequefio tamafio con péptidos no
modificados o bien con dos componentes (11b). La clase Il son bacteriocinas de gran tamafio y
sensibles al calor (Morata Barrado, 2008).

Clasificacion de bacteriocinas

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
| | \ |

a b a b

Grandes moléculas
termosensibles

Lantibioticos Péptidos globulares Péptidos pequefios S'STQWBS
sin carga neta, o sin termoestables. multicomponentes:
Péptidos pequefios carga negativa neta Sintetizados en forma Precisan de dos péptidos
(<5l_<Da) con de precursor. diferentes para formar un - Helveticinas J y V-1829
lantionina y B-metil Activos contra Listaria complejo de poracign - Acidofilucina A
lantionina. activo - Lactacinas Ay B
Mdleculas de
estructura flexible
- Pediocina PA-1 - Lactococinas Gy F
| - Sakacinas Ay P - Lactacina F
- Leucocina A - Plantaricinas EF y JK
- Carnobacteriocinas

Figura 1. Clasificacion de bacteriocinas. Adaptado de (Klaenhammer, 1993; Nes y col., 1996; Cleveland y col.,
2001; Morata Barrado, 2008)

En la actualidad, se han identificado y caracterizado nuevas bacteriocinas, las cuales se
clasifican en cuatro grupos, se ha anadido un grupo nuevo con respecto a la clasificacion
anterior, en funcion de sus propiedades fisicas y bioquimicas como: peso molecular,
estabilidad al calor, espectro de accidn antimicrobiano (Cintas y col., 2001; Nes y col., 2007).
Las bacteriocinas pueden clasificarse en cuatro grupos: Clase I: lantibioticas, con poca
estabilidad al calor, péptidos policiclicos (<5 KDa) con aminoacidos modificados; Clase Il:
pequefias (<10 KDa), no lantibioticas, estables al calor; Clase Ill: moléculas grandes (>10 KDa) e
inestables al (Cintas y col., 2001); y Clase IV: compuesta por las bacteriocinas con proteinas
complejas que implican lipidos o hidratos de carbono para su actividad (Rodrigez y col., 2003;

Klaenhammer, 1993; Papagianni, 2003).

Aungue se han propuesto diferentes clasificaciones de estos péptidos antimicrobianos, la mas
reciente y sencilla es la propuesta por (Cotter y col., 2005), quien propone Unicamente dos
grupos o clases: la Clase |, o lantibioticos, a la cual pertenecen las bacteriocinas que contienen
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el aminodcido lantionina, y la Clase Il para las demas bacteriocinas. La Clase | se ha subdividido
en tres subclases de acuerdo a su actividad antimicrobiana y mecanismo de accién. Los
lantibioticos se caracterizan por ser péptidos termo-resistentes de entre 19 a 39 aminoacidos.
Contienen residuos de lantionina o metil-lantionina formados por modificaciones
postraduccionales, tales como la deshidratacion de residuos de serina y treonina a 2,3-
dehidroalanina y 2,3-dehidrobutirina, que se unen covalentemente con la cisteina para dar
origen a la lantionina y metil-lantionina, respectivamente. Estas interacciones dan origen a la
configuracién caracteristica de los anillos estructurales de los latibiéticos (Hoover & Chen,
2005). Dentro de esta clase de bacteriocinas se encuentra la Nisina, Mutacina, Salivaricina,
Estreptococina, Planataricina y Bovicina, entre otras (Muioz y col., 2012). Las bacteriocinas de
la Clase Il se caracterizan por tener un bajo nimero de aminodcidos, ser termo-resistentes y
no contener lantionina, por lo cual no estdn sometidas a grandes cambios postraduccionales.
La mayoria de estas bacteriocinas son activas en concentraciones nanomolares y el mecanismo
de accidn principalmente se basa en la formacidn de poros en la membrana celular (Cotter y
col., 2005)

3.2. Estructuray funcion de las bacteriocinas

Por lo general las bacteriocinas son péptidos de bajo peso molecular con tamafios que
varian entre 30 y 40 aminodcidos, capaces de entrar en las células diana mediante la unién con
los receptores de la membrana celular. Su mecanismo de accién puede variar e incluye la
formacidn de poros en la membrana, la degradacién del ADN celular, la inhibicion de la sintesis
de proteinas a través de la escision especifica del ARNr 16s y la inhibicién de la sintesis de
peptidoglicano (Heu y col., 2001). Su principal funcidn es la defensa de la bacteria acido lactica
contra microorganismos patogenos en diferentes ambientes (Papagianni, 2003). La produccion
de péptidos antimicrobianos es una estrategia de defensa de muchas especies. Existen
distintos tipos de péptidos antimicrobianos producidos por diferentes especies que pueden
actuar de forma especifica contra algunos microorganismos o tener un amplio espectro y
actuar sobre distintos tipos.

Las bacteriocinas y los antibidticos se diferencian en al menos dos caracteristicas: 1) las
bacteriocinas son péptidos (metabolitos primarios), mientras que los antibidticos son
metabolitos secundarios; y 2) el espectro de inhibicién de las bacteriocinas es relativamente
estrecho ya que usualmente son activas contra microorganismos cercanos al microorganismo
que las produce (Riley & Wert, 2002; Rodriguez y col., 2002). Como anuncia (Cotter y col.,
2005), las bacteriocinas se pueden emplear para conferir inmunidad innata a los alimentos.
Desde hace varios afos las bacteriocinas, al igual que las LAB, han sido consumidas por el
hombre. Por esta razdn son consideradas como ingredientes naturales en los alimentos
(Settanni & Corsetti, 2008), y tienen el estatus de QPS (Qualified Presumption of Safety), es
decir son consideradas como seguras para la salud (Monroy Dosta y col., 2009; Jamuna &
Jeevaratnam, 2004).
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Péptido Origen Modo de accion Espectro Toxicidad Referencias
Pardaxina Pardachirosmaroratus (Red Sea Forma poros que inducen la Gr+y Hemolisis reducida (Oren & Shai, 1996)
MosesSole) y Par.pavoninus liberacién de neurotransmisores especialmente Gr- contra eritrocitos
(peacocksole) humanos
Melittina Abeja venenosa Inserta a hélices en membrana Gr+vy Gr- Lisis de células de (Oren & Shai, 1996)
mamiferos y bacterias
Ceratotoxina Ceratitiscapita Desconocido Gr+vy Gr- Litico para E.coli K-12 (Marriy col., 1996)

Histatinas Saliva humana Forma poros en membrana Amplio espectro Baja o nula (Helmerhorst y col., 1997)
bacterias y hongos
Trichorzinas Trichoderma (hongo del suelo)  Forma barreras de voltaje en canales S.aureus pero no Hemolitico (Goulard y col., 1995)
de iones E.coli
Cecropinas Sistema inmunitario de lagunos Provocan la ruptura de la bicapa Gr- mas sensibles Lisa liposomas (Moore y col. , 1996;
insectos (Hyalophoracecropia) lipidica que Gr+ anidnicos y bacterias Hansen, 1993;
Helmerhorst y col., 1997;
Boman, 1991)
Magaininas Ranas y otros anfibios Producen canales permeables a los Bacterias y hongos Litico (Higaziy col., 1996;
(Xenopuslaevis) aniones en la membrana Helmerhorst y col., 1997;
Hansen, 1993)
Defensinas Neutréfilos de mamiferos Forma barreras de voltaje en canales  Gr+, Gr-, hongos y Citotdxico (Higazi y col., 1996; Kagan

de iones

envueltas de virus

y col., 1994)
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3.3. Mecanismo de accion de las bacteriocinas

En primer lugar, hay que destacar algunas caracteristicas esenciales para que las
bacteriocinas puedan llevar a cabo su actividad antimicrobiana:

- Son independientes del blanco celular, membrana o pared celular.

- Suinteraccién con algunas proteinas importantes en el metabolismo de la célula.

- Poseen una carga neta positiva que favorece su interaccion con la carga negativa de
los lipopolisacdridos de la membrana de las bacterias Gram-negativas, o con los acidos
teicoicos y lipoteicoicos de la pared de las bacterias Gram-positivas(Cleveland y col.,
2001).

- La hidrofobicidad es una caracteristica requerida para la insercion de la bacteriocina en
la membrana celular, asi como su flexibilidad, que le permite realizar un cambio
conformacional de un estado soluble a uno de interaccién con la membrana.

A pesar de que estas caracteristicas varian de molécula a molécula, todas son importantes
para la actividad antimicrobiana (Lépez y col., 2008).

En el mecanismo de accién de estos compuestos se incluye:

- La formacién de poros en la membrana celular, lo que causa la pérdida del contenido
celular, éste es el mecanismo descrito para las bacteriocinas, Nisina (Figura 2) vy
Lactocoquina A de L./actis.

- La inhibicién de la sintesis de la pared celular, mecanismo de accién descrito para la
Mersacidina, que involucra la union al lipido Il, principal transportador de las
subunidades de peptidoglucano (UDPMur- Nac-pentapéptido-GIcNAc); y

- La inhibicidn de la actividad de enzimas como la fosfolipasa A2, que participa en la
reparacion de membranas, mecanismo reportado para la Cinamicina de Streptomyces
cinnamoneus (Lépez y col., 2008; Monroy Dosta y col., 2009; OMGE, 2008).

Figura 2. Formacion de poros en la membrana fosfolipidica bacteriana por interaccion entre la bacteriocina
Nisina y el lipido Il. (Morata Barrado, 2008)

10



Trabajo Fin de Grado, CTA

El modo de accién mas comun de los péptidos antimicrobianos es la permealizacién de puntos
concretos de la membrana celular lo que produce la fuga de material celular y la muerte de la
célula (Cleveland y col., 2001).

Por ejemplo, la Lacticina 3147 es una bacteriocina obtenida a partir de Lactococcus lactis cuyo
mecanismo de accion se ha determinado y que produce un poro en la membrana, que es
permeable a cationes K* e iones fosfato a través del cual fugan al exterior celular (Figura 3).
Para equilibrar el sistema y reacumular estos iones la célula tiene que hidrolizar ATP a ADP
liberando fosfato. Pero el ATP es necesario para mantener el gradiente de protones y el
metabolismo energético y la célula pierde energia y termina muriendo (McAuliffe y col., 1998)

Figura 3. Modo de accion de la Lacticina 3147. (Morata Barrado, 2008)

11
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3.4. Microorganismos dianas de las bacteriocinas

Aunque las bacteriocinas son en general bactericidas de espectro estrecho se han
encontrado algunos con efectividad contra gran nimero de bacterias Gram + y Gram -.
Enterococcus muntdii ST15 produce una bacteriocina de 3944 Da que inhibe el crecimiento de
bacterias como: Lactobacillus sakei, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Propionibacterium
spp., Clostridium tyrobutyricum, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Strptococcus caprinus (De
Kwaadsteniet y col., 2005).

El poder que ejercen las bacteriocinas sobre otros microorganismos patdgenos va a tener
distintos comportamientos, es decir, algunos microorganismos pueden ser sensibles, mientras
que otros, son resistentes a la accién de estos compuestos, inclusive una cepa que parece ser
sensible puede tener células que presenten resistencia a la accidn de la bacteriocina. De estos
mismos microorganismos algunos pueden ser sensibles a una y resistentes a otra, las mismas
bacterias productoras de compuestos antimicrobianos pueden ser sensibles a la accién de otra
bacteriocina y por ultimo, células de esporas que presentan resistencia a estas sustancias,
pueden volverse sensibles después de la esporulacién (Cintas y col., 2001; Grande y col., 2006).
El campo de accidn de las bacteriocinas se relaciona con el contenido de cistina y de acuerdo
con ello, se establecen tres grupos:

a) Bacteriocinas con un estrecho rango de accion, restringido a microorganismos de la
misma especie;

b) Bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lacticas y algunas bacterias
Gram-Positivas; y

c) Bacteriocinas con amplio rango de accidn, las cuales inhiben una amplia variedad de
Gram-Positivas (Cintas y col., 2001).

La Tabla 2 resume distintas aplicaciones de bacteriocinas en alimentos y microorganismos
sensibles a ellas.

12



Tabla 2. Bacteriocinas y microorganismos patégenos alimentarios sensibles. (Morata Barrado, 2008)
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Microorganismo Bacteriocina Peso molecular (kDa) Rango pH Microorganismo Referencias
Lactococcuslactis Nisina 5.0 5-8 L. monocytogenes Scott A (Boziaris & Nychas, 2006;
Listeria innocua Al-Holy y col., 2006;
S. aureus Sobrino-Lépez & Martin-

Belloso, 2006)

L. plantarum LMG 13556

Plantaricina 432 -

- Listeria innocua
Streptococcus caprinus

(Todorov & Dicks, 2006)

L. curvatus CRL705

Lactocina705 -

- Listeria innocua
Bochothrix thermosphacta

(Castellano & Vignolo,
2006)

Vibrio mediterranei 1 BLIS 63-65 5-9 V. parahaemolyticus (Carraturo y col., 2006)
Bacilluslentus NG 121 Bacteriocina - 5-10 L. monocytogenes (Sharma'y col., 2006)
S. aureus
Lactobacilluscurvatus Bacteriocina - - L. monocytogenes (Ghalfiy col., 2006)
CWBI-B28
Enterococcusfaecium Enterocina P - 2-9 Listeria innocua (Abriouel y col., 2006)
Enterococcusfaecalis L. monocytogenes
Lactococcuslactis Lacticina 3147 2.85y3.30 6-7 Listeria innocua (Abriouel y col., 2006)
L. monocytogenes
Enterococcusfaecalis Enterocina MR99 5.0 4-8 Listeria spp. (Sparo y col., 2006)
MR99 S. aureus
Clostridium spp
Escherichia coli
Shigella sonnei y flexneri
Enterococcusmundtii Enterocina ST15 3.94 2-12 E. faecalis (De Kwaadsteniet y col.,
ST15 Bacillus cereus 2005)

C. tyrobutyricum
K. pneumoniae
P. aeruginosa

S. aureus

13
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3.5. Factores que pueden afectar a la efectividad del tratamiento

3.5.1. Relativos a los microorganismos

El contenido inicial del inéculo es fundamental a la hora de evaluar la efectividad de
cualquier tratamiento. En cuanto a la fase de crecimiento siempre los microorganismos son
mas sensibles en condiciones de intensa reproducciéon celular (crecimiento logaritmico).
(Morata Barrado, 2008)

3.5.2. Relacionados con las condiciones de tratamientos

La composicidn quimica y las condiciones fisicas del alimento pueden tener un efecto
significativo en la actividad de las bacteriocinas. Por ejemplo, la Nisina es 228 veces mas
soluble a pH 2 que a pH 8, lo que afecta a su traslocacién y a su capacidad de acceder a los
microorganismos a eliminar (Liu & Hansen, 1990). Parece ser que el pH puede influir también
en la adsorcion de las bacteriocinas en las células productoras mientras que a pH bajo se
muestran mas solubles. La bacteriocina producida por L. plantarum N014 no se adsorbié a pH
1-3 mientras que se detecté una adsorcion del 100% a pH 7 (Rattanachaikunsopon &
Phumkhachorn, 2006). La concentracion de bacteriocina aplicada afecta también a la
efectividad del tratamiento. Dosis altas presentan un mayor efecto inhibitorio (Boziaris &
Nychas, 2006).

Se ha publicado que el grado de aireacidn influye en la cantidad de la bacteriocina Amylovorina
producida por Lactobacillus amylovorus DCE 471 observandose que los maximos contenidos
de bacteriocina soluble se producian a elevados contenidos de didxido de carbono (Neysens &
De Vuyst, 2005). Con este tipo de bacteriocinas se podrian utilizar tecnologias fermentativas
como crecer de modo simultaneo el Lactobacillus con un Saccharomyces para aumentar la
produccién de bacteriocinas por anaerobiosis (Morata Barrado, 2008).

Las proteasas pueden hidrolizar las bacteriocinas por su naturaleza peptidica y por tanto
tratamientos simultaneos con bacteriocinas y proteinasa K, pronasa, pepsina u otras proteasas
pueden reducir o inhibir su actividad (De Kwaadsteniet y col., 2005). Se ha verificado
sensibilidad de la bacteriocina de Lactobacillus plantarum NO14 ante las proteasas papaina,
pepsina, pronasa E, proteinasa K y tripsina (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2006).
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3.6. Efectos sobre los alimentos

3.6.1. Sobre las propiedades sensoriales de los alimentos

Las bacteriocinas son péptidos de pequefio tamafo que no se ha publicado que posean
efectos significativos en el perfil organoléptico de los alimentos. Sin embargo, a veces cuando
no se adiciona la bacteriocina directamente sino que se inocula el microorganismo productor,
y que a la vez es el responsable de fermentar el alimento, se pueden producir modificaciones
sensoriales positivas (Morata Barrado, 2008). En un estudio se utilizé Lactobacillus sakei para
producir bacteriocinas (Sakacina P) en la elaboracion de salchichas fermentadas.
Posteriormente, las evaluaron mediante un panel sensorial comparandolas con las elaboradas
mediante un inéculo comercial, obteniendo muy buenos resultados con la cepa productora de
Sakacina P en cuanto a jugosidad y ternura de la carne, ademas encontraron una buena acidez,
un bajo nivel de oxidacidn lipidica y una mayor preferencia por estas salchichas por parte de
los panelistas (Urso y col., 2006a; Urso y col., 2006b).

También se ha publicado que algunos Lactobacillus productores de bacteriocinas, y utilizados
como cultivos protectores en carne envasada al vacio, pueden tener un efecto positivo en la
reduccion de la oxidacidn lipidica (Katikou y col., 2005).

Otros estudios, han usado peliculas de quitosano, donde se encuentra la bacteriocina, que
llevan incorporado aceite esencial de orégano y no se mostrod la influencia negativa en el gusto
de muestras de pollo. Ademas aumentaron la vida util de los filetes de pollo a 14 dias,
manteniendo las caracteristicas sensoriales aceptables (Petrou y col., 2012). Por lo tanto, se
debe evaluar cada aplicaciéon en particular y establecer las condiciones que conducen a
mantener la seguridad del alimento sin alterar las caracteristicas sensoriales.

3.6.2. Sobre las propiedades nutricionales de los alimentos

Las bacteriocinas no producen una mejora de las propiedades nutricionales, ya que son
péptidos y proteinas de pequefio tamafio. Sin embargo, cuando la bacteriocina se aplica en
forma de un cultivo productor que realiza algun tipo de fermentacién en el alimento, si que
puede producir protedlisis, lipdlisis y mejora de la digestibilidad del alimento, o bien la
produccién de metabolitos intermedios nutricionalmente saludables. Tampoco producen, por
su modo de accién, una reduccion de las caracteristicas nutricionales como desnaturalizacion
de enzimas o proteinas (Morata Barrado, 2008).
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3.7. Resistencia a bacteriocinas

Cuando un nuevo agente antimicrobiano es descrito y se demuestra que es seguro y
eficaz contra patdgenos, es fundamental evaluar los riesgos potenciales del desarrollo de
resistencias a las bacteriocinas si se produce una exposicidn prolongada (Cotter y col., 2013).
La frecuencia con la que los organismos susceptibles puedan desarrollar resistencia a una
determinada bacteriocina es, por tanto, un tema muy importante para tener en cuenta cuando
se proponen estrategias de control biolégico basadas en las bacteriocinas. Las bacteriocinas no
han sido ampliamente utilizadas en el ambito clinico (Cotter y col., 2013). Sin embargo, la
Nisina se ha utilizado durante mucho tiempo como bioconservante de alimentos, pero no ha
sido registrada ninguna resistencia durante el deterioro de alimentos por microorganismos en
la industria alimentaria (Blake y col., 2011).

La resistencia innata a bacteriocinas puede variar mucho entre las diferentes cepas de
bacterianas (Katla y col., 2003).

Esta resistencia innata a bacteriocinas puede ser resultado de diferentes mecanismos. Los
mecanismos principales se resumen en la Figura 4.

Figura 4. Ejemplos de mecanismos involucrados en la resistencia de bacteriocinas. Adaptacion (De Freire Bastos y
col., 2015)
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3.7.1. Resistencia debido a la mimica de la inmunidad

El mimetismo inmunoldgico es un mecanismo que contribuye a la proteccidn
especifica de las bacteriocinas. En estos casos, las cepas productoras de bacteriocinas no llevan
genes que codifican sistemas homdlogos funcionales de la inmunidad de la bacteriocina,
también denominado "genes de inmunidad huérfana". Este fendmeno se ha descrito para
postraduccidn (Draper y col., 2009) y clases de bacteriocinas tipo Il (Fimland y col., 2002). Se ha
demostrado que la expresidon heterdloga de estos genes de inmunidad huérfana confiere
proteccion contra la bacteriocina cognado (Draper y col., 2012).

3.7.2. Resistencia debido a la degradacion de la bacteriocina

También este mecanismo de resistencia parece ser especifico para cada bacteriocina.
Algunas cepas resistentes a la Nisina de Bacillus spp. producen una enzima, la nisinasa, que
degrada la Nisina (Jarvis, 1967). Fue demostrado que la nisinasa podia ser producida por cepas
de Bacillus cereus y Paenibacillus (ex bacilo) polymyxa durante la esporulacion. La nisinasa
rompe el C-terminal del anillo de lantionina (Jarvis & Farr, 1971) y también es activo contra la
subtilina, pero no contra la bacitracina, polimixina y gramicidina (Jarvis, 1967). Esta ausencia
de resistencia cruzada hacia los antibiéticos es muy relevante. Si la resistencia de las
bacteriocinas mutantes se convierte simultdaneamente en resistencia a los antibidticos, tales
resultados pueden crear preocupaciéon con respecto a las aplicaciones clinicas de las
bacteriocinas.

3.7.3. Resistencia asociada a condiciones de crecimiento

La resistencia innata a bacteriocina parece depender de varios factores. Las células de
Listeria monocytogenes 412 en la fase estacionaria exhiben una mayor resistencia a cualquier
Nisina (300 Ul mL") o Pediocina PA-1 (320 AU mL™) que las células en fase exponencial. Sin
embargo, no se observa ninguln efecto en la fase de crecimiento a una alta concentracién de
Pediocina (2560 AU mL™). La tolerancia a la Pediocina PA-1 también fue observada con estrés
osmético (6.5% NaCl) y en células en frio-tensionadas (5°C durante 60-80 min). Los resultados
anteriores se explicaron por los cambios en las interacciones electrostaticas entre las
bacteriocinas y la superficie de la célula en presencia de iones a altas concentraciones.
Ademas, puede cambiar la morfologia celulardebido al aumento de osmolaridad del medio de
crecimiento, llevando a los cambios en la envoltura celular (Jydegaard y col., 2000).
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3.7.4. Resistencia debida a cambios en la célula bacteriana

Muchas bacterias Gram-positivas tienen acidos teicoicos (TAs) o acidos lipoteicoico
(LTA) como principales constituyentes de la pared celular (Fischer, 1988). Estas moléculas se
extienden a través del peptidoglicano a la superficie externa de la célula y queda cargada por
grupos fosfatos desprotonizados. Sin embargo, la esterificacién con D-alanina reduce la carga
negativa neta de la pared celular por la introduccién de grupos de aminodacidos basicos
(Fischer, 1988).

Un ejemplo de un sistemaque contribuye a la resistencia innata de bacteriocinas en bacterias
Gram-positivas es el operdn dlt, que codifica para proteinas necesarias para la incorporacién
de D-alanina al TAs y LTAs (Peschel y col., 1999). Las mutaciones en el gen del dItA aumentan la
sensibilidad a bacteriocinas debido a una incorporacion de D-alanina defectuosa al TAs o LTA.
En consecuencia, las células mutantes llevan una carga negativa mayor de superficie, dando
como resultado una mayor interaccion de bacteriocinas de la superficie bacteriana y, por
tanto, inhibicion de la célula (Peschel y col., 1999).

3.7.5. Otros locus genéticos implicados en la resistencia

Collins y col., 2010 describen un locus (posicion fija en un cromosoma, como la
posiciéon de un gen o de un marcador), Imo 1967, requerido para la resistencia innata de la
Nisina en L. monocytogenes. Este locus es un homodlogo de la telA del gen de resistencia al
telurito y su papel en la resistencia innata de la Nisina fue demostrado por analisis de
diferentes tipos de mutantes. Tras la postraduccion, los mutantes se volvieron susceptibles a la
Nisina, y también a la Cefuroxima, Cefotaxima y Bacitracina. Este fue el primer estudio que
asocia un gen telA con la resistencia innata a bacteriocinas, aunque auln no se ha propuesto
ningln mecanismo para explicar este fenotipo de resistencia.

Por lo general estos mecanismos implican cambios en la célula bacteriana, que se traducen en
a) la reduccion o pérdida de bacteriocina vinculante o insercidn, b) secuestro de bacteriocinas,
c) bacteriocina en flujo bombeo (exportacién) y d) degradacién de bacteriocinas, entre otros.

Los estudios reportados en la literatura sugieren que la resistencia a bacteriocinas
puede desarrollarse durante la utilizacion de estas para aplicaciones biotecnoldgicas. La
mayoria de las resistencias a las bacteriocinas no tienen mucha importancia en cuanto a
costos. Si la resistencia hace que las células sensibles a la bacteriocinas aumenten su tasa de
crecimiento y predominan en el alimentos, las células mutantes seran superadas en nimero y
probablemente eliminadas. Por lo tanto, tales células mutantes no tendrian ningln impacto
sobre control microbioldgico con bacteriocinas.

Como ha sefialado por Gravesen y col., 2002, la frecuencia de aparicion de resistencias a
bacteriocinas no se puede predecir, ya que dependera de las condiciones especificas de
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esfuerzo y crecimiento. Las principales propuestas de aplicacién para la mayoria de las
bacteriocinas es la conservacion de alimentos. Aunque los experimentos realizados in vitro son
importantes para poder medir parametros, tales como una evaluacién de la facilidad con que
se presenta la resistencia, el impacto que ejerce la resistencia sobre la bacteria y la estabilidad
de la resistencia en ausencia de seleccién (Blake y col., 2011). Se requiere de sistemas de
modelo sobre el desarrollo de la resistencia de las bacteriocina en los alimentos para medir su
frecuencia y evaluar su impacto en el control microbiano. Los alimentos tienen una
composicion heterogéneay sus factores intrinsecos pueden afectar a la actividad de la
bacteriocina y al desarrollo de la resistencia de bacteriocina(Bastos & Ceotto, 2011).

4. Bacteriocinas mas utilizadas

4.1. Nisina

La Nisina, descrita en 1928, fue la primer bacteriocina aislada a partir de la bacteria
acido lactica Lactococcus lactis. Es la bacteriocina mejor caracterizada y es utilizada como
conservador de alimentos; es la Unica reconocida por la FDA con la categoria GRAS (Generally
Recognized As Safe). Se produce de forma natural en algunos productos lacteos y se utiliza en
la produccién de alimentos y como un aditivo en productos lacteos para prevenir la
descomposicion ocasionada por bacterias Gram positivas, especialmente de los géneros
Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Lysteria (Maldonado & Llancas, 2007).

Es un péptido de 34 aminodacidos, debajo peso molecular menor a 5 kDa. La sintesis de la
Nisina es compleja, requiere de procesos de transcripcién, traduccidon, modificaciones
postraduccionales, secrecidn, procesamiento, y sefiales de transduccién. Existen dos variantes
de esta bacteriocina, la Nisina A y la Nisina Z, que difieren solamente en el aminoacido de la
posicion 27, la histidina en la nisina A cambia por asparagina en la nisina Z (Sangronis & Garcia,
2007). La Nisina es acida por naturaleza por lo que es estable en condiciones 4cidas; su
solubilidad aumenta al aumentar la temperatura y disminuir el pH. Se demostrd que la Nisina
es rapidamente inactivada en el intestino por las enzimas digestivas y no puede detectarse en
la saliva de humanos diez minutos después de haber consumido un liquido que la contenga
(Simova y col., 2006).

4.2. Pediocina

Es una bacteriocina producida por Pediococcus acidolactic es utilizada como
conservador en productos vegetales y carnicos. Se ha observado una elevada actividad contra
Listeria spp. Dada su alta actividad contra estas especies tiene un alto potencial para ser
utilizada como conservador en alimentos lacteos (Fernandez, 2005; Wirawan y col., 2007).
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4.3. Plantaricinas E/Fy J/K

Son bacteriocinas del grupo llb producidas por Lactobacillus plantarum que tienen
actividad antimicrobiana cuando interactian como un sistema de 2 péptidos. La sintesis de la
Plantaricina es sumamente compleja, esta regulada por la accién de 5 operones con 21 genes
diferentes, existen numerosos articulos que asocian a la existencia de pldsmidos para la
produccién de esta bacteriocina (Mourad, 2007).

4.4. Divergicina A

Es una bacteriocina producida por Caernobacterium divergens LV13 que se caracteriza
por poseer un sistema de secrecidon que involucra la presencia de la sefial de un péptido. Con
un peso molecular de 4.6 kDa, la Divergicina A es un péptido pequeio, de naturaleza
hidrofébica y termoestable. A diferencia de las bacteriocinas de la clase Il que tienen un sitio
de ruptura caracteristica, Gli-Gli, esta bacteriocina posee en su extremo N-terminal un sitio de
ruptura Ala-Ser-Ala y actia como péptido senal para el uso del sistema de secrecidn de la
célula (Maldonado & Llancas, 2007).

4.5. Helveticina ]

Esta bacteriocina es producida por Lactobacillus helveticus, microorganismo que se
encuentra de manera natural en quesos curados. La bacteriocina presenta actividad
antibacterial contra especies relacionadas. Es una proteina de 37 kDa termolabil (30min a
100°C) y el gen que la produce se localiza en el ADN cromosomal. Se conoce poco las
caracteristicas bioquimicas de esta bacteriocina y su modo de accién (Cintas y col., 2001).

5. Produccion y purificacion de bacteriocinas

La deteccion de cepas productoras de bacteriocinas requiere de varios pasos
metodolégicos para identificar, producir y purificar dichas sustancias.

- Es necesario realizar estudios de produccién y contar con grandes proporciones de
cultivos antes de iniciar la purificacion. La produccién de algunas bacteriocinas puede
ser favorecida bajo ciertas condiciones de crecimiento. Por ejemplo, las condiciones de
incubacién, como son la temperatura y el pH (Wescombe & Tagg, 2003; Svetoslav y
col., 2004; Chang y col., 2007). Por lo que las condiciones de produccién deben ser
especificas para cada organismo productor (Pascual y col., 2008).
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La composicién del medio de crecimiento también afecta a la produccidon de estas
sustancias(Wescombe & Tagg, 2003; Zalan y col., 2005). En general los medios
complejos que contienen una fuente rica en nitrégeno son dptimos para el aumento
de produccion de bacteriocinas (Kemperman y col.,, 2003; Kawai y col, 2003). Es
importante elegir un medio de crecimiento correcto ya que este puede interferir o
aumentar la produccién y purificacién de bacteriocinas, por ejemplo, se ha reportado
que el Tween 80, interfiere en la purificacion de estas sustancias ademdas de que
disminuye la actividad antimicrobiana de Pediodicina A y Lactocina S (Monroy Dosta y
col., 2009).

Una vez conseguida la produccidon necesaria de la cepa de interés, se remueven las
células por centrifugacién y se precipita la proteina con la adicién de sulfato de
amonio, seguido de varios pasos de cromatografia (Cintas y col., 2001). Se han
desarrollado otros métodos con separaciones por cromatografia y de acuerdo al pH
del medio donde se logra una total liberacién o absorcion de las bacteriocinas dentro
de la célula. El método mas comun utilizado es la precipitacion con sulfato de amonio
seguido de una cromatografia HPLC (Svetoslav y col., 2004).

Para comprobar las caracteristicas bioquimicas del antibidtico producido se tratan las
muestras obtenidas con diferentes proteasas (a-quimiotripsina, tripsina, proteinasa K,
y pronasa E), o con otras enzimas (a-amilasa, lipasa A, lisozima, aminopeptidasa,
mutanolisina, DNAsa, y RNAsa); después se determina el tamafio del compuesto
producido mediante ultrafiltracién o se detecta la actividad en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 15% (Tiwari & Srivastava, 2008).

Posteriormente se determina el campo de accién inhibitorio de la bacteriocina
haciendo diferentes pruebas de inhibicién in vitro. (Moreno y col., 2008), describen
dos técnicas ampliamente utilizadas: antagonismo directo e indirecto. La primera
consiste en hacer crecer la cepa productora de la sustancia inhibidora junto a una cepa
indicadora o sensible y, observar, tras la incubaciéon la formacidon de halos de
inhibicidn. El segundo tipo de antagonismo consiste en hacer crecer en primer lugar la
cepa productora de la sustancia inhibidora, de esta forma se permite que libere la
sustancia y solo entonces se siembra la cepa contra la cual se desea observar el efecto
antagénico.

La produccién de bacteriocinas para uso industrial se puede realizar utilizando cepas

productoras crecidas en fermentadores en condiciones nutricionales y fisioldgicas que

optimicen la produccidn de estas moléculas o bien se puede realizar una produccién mediante

sistemas de expresion heterdlogos. Esta Ultima técnica consiste en introducir una

construccion, generada mediante técnicas de ADN recombinante, que permitan expresar la

bacteriocina en un microorganismo distinto de la fuente nativa. La construccién debe contener

un promotor (que dirija la tanscripcidon y traduccién en el organismo heterdlogo), la secuencia

codificadora (del gen que codifica la bacteriocina), y un terminador (para acabar la

transcripcidn correctamente en el organismo heterdlogo). La construccion puede integrarse en

21



Trabajo Fin de Grado, CTA

el organismo heterdlogo mediante un plasmido o bien integrarse en su genoma. Los sistemas
de expresion heterdlogos se utilizan con tres finalidades principales: 1) Conseguir la
elucidacion funcional de las proteinas recombinantes y péptidos; 2) Facilitar el control
transcripcional/traducional de la expresion del gen recombinante; 3) Conseguir niveles de
produccién superiores a los obtenidos la fuente nativa (Makrides, 1996).

La efectividad en alimentos de la bacteriocina o de las cepas productoras de bacteriocinas se
puede ver reducida por multiples factores como: reducido espectro de actividad, pérdida
espontdnea de capacidad bacteriogénica, baja adaptacion de la cepa productora al alimento
en el que se desea utilizar y la aparicidn de resistencias. La expresién heterdloga de
bacteriocinas puede ayudar a solucionar algunos de estos problemas (Figura 5) mejorando el
control de la expresién, utilizando microorganismos productores adaptados a las condiciones
nutricionales y fisiolégicas del alimento o de su proceso de elaboracién. También puede
permitir, construir cepas multibacteriogénicas capaces de expresar y producir varias
bacteriocinas o aportar propiedades de interéstecnoldgico a las cepas usadas como cultivos
iniciadores (Rodrigez y col., 2003).

Figura 5. Expresion heterdloga de bacterias. (Morata Barrado, 2008)

6. Aplicaciones en la industria alimentaria

Considerando la tendencia actual de eliminar el uso de conservantes sintéticos en
alimentos y obtener productos cada vez mas naturales, saludables y frescos; las bacteriocinas
se presentan como una alternativa potencial para suplir estas necesidades (Ahmadova vy col,
2013). De esta forma, las bacteriocinas, purificadas o semipurificadas, pueden ser empleados
como bioconservantes en alimentos con el fin de reducir o eliminar microorganismos
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causantes del deterioro como Leuconostoc spp., Pseudomonas spp., Bacillus subtilis, y algunos
patégenos como Listerian monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, responsables de enfermedades trasmitidas por alimentos (Todorov y
col, 2005; Todorov y col., 2008; Parada y col., 2007).

Las caracteristicas principales del uso de las bacteriocinas como técnica de conservacién de
alimentos son: (Morata Barrado, 2008)

- Efectividad contra bacterias: formas vegetativas y esporas.
- Algunas son inestables durante el almacenamiento.

- Pueden generar resistencias.

- Interaccién con componentes del alimento.

- Inactivacioén por enzimas proteoliticas.

- Difusién limitada en matrices sélidas.

- Espectro de actividad reducido

- Imagen natural.

- Muchas son termoestables.

Figura 6. Aplicaciones de cultivos productores de bacteriocinas y de bacteriocinas en industria alimentaria.
(Morata Barrado, 2008)

23



Trabajo Fin de Grado, CTA

6.1. Lacteos

La industria alimentaria busca alternativas para obtener alimentos seguros y productos
de larga duracién capaces de mantener la calidad nutricional y organoléptica, satisfaciendo asi
las demandas de los consumidores. La utilizacién de bacteriocinas para la proteccién del
alimento puede mejorar la seguridad y asegurar la calidad de los alimentos, mantener o
mejorar sus caracteristicas organolépticas.

Los animales representan un importante reservorio de patdgenos que pueden ser transferidos
a la leche. Las principales bacterias patdgenas que pueden ser transmitidas a la leche y tener
un efecto negativo en humanos son Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, y Escherichia coli. La leche cruda favorece el desarrollo de estas bacterias (Farrokh y
col.,, 2013). Aunque la pasteurizacion destruye los microorganismos patdégenos, el
procesamiento tras la pasteurizacién puede conducir a la contaminacién de los productos
lacteos (Arquésy col., 2015)

El control de la Listeria spp. en la industria alimentaria sigue siendo un desafio debido a su
caracter ubicuo y su capacidad de crecer a bajas temperaturas y a sobrevivir y persistir incluso
en ambientes hostiles. Debido a su alta tasa de letalidad, la listeriosis es, tras la salmonelosis,
la segunda causa mas frecuente de infecciones transmitidas por los alimentos en Europa
(Allerberger & Wagner, 2010). Staphylococcus aureus es el agente causal demastitis en
bovinos, capaz de producir una enterotoxina termoestable, es un microorganismo comun en el
medio ambiente y se puede encontrar en la leche cruda. Las enfermedades causadas por
Staphylococcus aureus en alimentos pueden provocar calambres abdominales, nauseas,
vomitos y diarrea (Bennett, 2012).

La aplicacién de las bacteriocinas en los productos lacteos, que pueden ser incorporadas en
fermentados o no fermentados, supone una ventaja adicional para mejorar la seguridad y
aumentar la calidad de los productos l4cteos, reduciendo la probabilidad de contraer
enfermedades transmitidas por los alimentos.

Las bacteriocinas son activos contra patdgenos Gram-positivos tales como L. monocytogenes y
S. aureus y pueden ser eficaces contra Gram-negativos si se consigue desestabilizar la
membrana celular (Nissen-Meyer y col., 2009). Las bacteriocinas producidas in situ a través de
la incorporacion de cepas productoras como motores o como complemento en productos
lacteos fermentados se pueden aplicar para mejorar la seguridad del producto. La primera
bacteriocina reconocida como segura (GRAS) y el primer péptido antimicrobiano descrito en el
laboratorio fue la Nisina, producida por Lactococcus lactis. La Nisina y Pediocina PA1 se utilizan
en bioconservaciéon de alimentos y la preparacién de estas bacteriocinas es comercializada
(Arqués y col., 2015). El uso de fermentos o de cultivos productores de bacteriocinas no
requiere la aprobacién de los reguladores o la declaracién en el etiquetado, por lo que es
considerado a menudo un estrategia mas atractiva para incorporar las bacteriocinas en los
alimentos (Deegan y col., 2006; Sobrino-Lopez & Martin-Belloso, 2008).

La primera aplicaciéon de Nisina a través de los productos lacteos fue en el queso para la
prevencion de la contaminacidn por Clostridium spp. (Delves-Broughton y col., 1996). La Nisina
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es bactericida contra diferentes cepas de L. monocytogenes, y su efecto fue mejorado con la
adicion de NaCl para la reduccion del pH (Harris y col., 2001).

El amplio espectro de la Lacticina 3147 producida por Lactococcus lactis DPC 3147 inactiva L.
monocytogenes en el yogur y queso (Morgan y col., 2001).

La pediocina se ha aplicado en los productos lacteos debido a su fuerte actividad antilisterial y
su estabilidad y actividad en una amplia gama de valores de pH. Un preparado seco de
Pediocina disminuyd L. monocytogenes en queso, crema y salsa de queso (Pucci y col., 1988),
aunque el patdgeno reinicia ligeramente su crecimiento en alimentos acidos y neutros.

Cuando se adicionan directamente las bacteriocinas durante la produccidon de alimentos se
produce una pérdida de la actividad antimicrobiana debido a la difusién en la matriz
alimentaria y la interaccién con otros componentes de los alimentos. Algunas de las
estrategias de incorporacién que se han estudiado han sido:

- La microencapsulacién de bacteriocinas en liposomas, propuesta como una alternativa
a la adicion directa de bacteriocinas libres a la leche para mejorar la estabilidad y la
distribucidon en quesos, ademas de impedir la accién antimicrobiana inicial en el queso
durante la fabricacion (Benech y col., 2002).

- La Nisina se encapsula en nanovesiculas de lecitina de soja e inactiva el crecimiento de
L. monocytogenes en leche a bajas temperaturas, y son tan efectivas como la Nisina
libre (Malheiros y col., 2010).

- Envases bioactivos de bacteriocinas constituidos por diferentes peliculas, se aplican en
la separacidn de lonchas de queso Cheddar (Arqués y col., 2015).

- La Nisina insertada en una base de celulosa reduce los niveles de Listeria innocua y S.
aureus durante el almacenamiento en atmdsferas modificadas a temperaturas de
refrigeracién (Scannell y col., 2000).

- Peliculas de caseinato de sodio plastificadas de sorbitol que contenianen su interior la
Nisina redujeron L. innocua inoculadas en la superficie de quesos. Las peliculas eran
eficaces en las superficies de queso contaminado (Cao-Hoang y col., 2010).

Como ya se ha comentado anteriormente, las bacteriocinas pueden ser producidas en la matriz
alimentaria durante la fermentacién de los alimentos (in situ), pero existen laboratorios donde
se pueden producir en una mayor cantidad in vitro durante las fermentaciones en éptimas
condiciones fisicas y quimicas. Debido a la complejidad de la matriz del alimento y la dificultad
de cuantificar las bacteriocinas de los alimentos, los estudios in vitro se pueden realizar para
simular y empezar a estudiar in situ la funcionalidad de bacteriocinas. La produccion de
bacteriocinas in situ tiene un futuro prometedor debido al rdpido y generalizado uso legal de
estas para alcanzar una fermentacion deseable y un producto final seguro.
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Tabla 3. Aplicacion de bacteriocinas en productos lacteos. (Arqués y col., 2015)

Bacteriocina

Productor de la bacteriocina

Aplicacion

Patégeno

Producto

Trabajo Fin de Grado, CTA

Referencia

Lacticina 3147

Lc. lactis DPC3147

Spray en polvo seco

L. monocytogenes

Requesdn

(Morgay col., 2001)

Pediocina P. acidilactici PACLO Polvo seco . monocytogenes Requesdn y yogur (Pucciy col., 1988)
Pisciolina C. pisciola JG 126 Sobrenadante . monocytogenes Queso Camembert (Wany col., 1997)
concentrado
Enterocina CRL35 E. faecium CRL 35 Sobrenadante . monocytogenes Queso de leche de (Farias y col., 1999)
concentrado cabra
Nisina Lc. lactis CNRZ 150 Bacteria . monocytogenes Queso Camembert (Maisnier-Patin y col., 1992)
Nisina Lc. lactis TAB 50 Bacteria . monocytogenes Queso semicurado (Rodriguez y col., 2001)
Lacitina 481 Lc. lactis TAB 24 Bacteria . monocytogenes Queso semicurado (Rodriguez y col., 2001)
Lacitina 3147 Lc. lactis DPC 4275 Bacteria . monocytogenes Requesdn (McAuliffe y col., 1999)
Enterocina AS-48 E. faecalis TAB 28 Bacteria L. monocytogenes Queso semicurado (Rodriguez y col., 2001)

Enterocina AS-48

E. faecalis INIA 4

Bacteria (al inicio o como

complemento)

. monocytogenes

Queso Manchego

(Nufiez y col., 1997)

Pediocina Lc. lactis MM 217 Bacteria L. monocytogenes Queso Cheddar (Buyong y col., 1998)
Pediocina Lb. plantarum WHE 92 Superficie tratada con L. monocytogenes Queso Munster (Ennahar vy col., 1998)
suspension celular
Pediocina Lc. lactis CL 1 Bacteria como . monocytogenes Queso semicurado (Rodriguez y col., 2005)
complemento
Pediocina Lc. lactis CL 1 Bacteria como S. aureus Queso semicurado (Rodriguez y col., 2005)
complemento
Nisina Lc. lactis ESI 515 Bacteria como S. aureus Queso semicurado (Rodriguez y col., 2005)

complemento
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6.2. Productos carnicos

Los alimentos de origen animal son ampliamente distribuidos y consumidos en todo el
mundo debido a su alta disponibilidad de nutrientes pero también proporcionan un medio
adecuado para el crecimiento de microorganismos y patdégenos. Hoy en dia, los consumidores
exigen alimentos sin aditivos quimicos con una larga vida util. Las peliculas y recubrimientos
para alimentos con antimicrobianos naturales son una prometedora tecnologia de
conservacién de productos carnicos porque proporcionan una buena barrera contra los
microorganismos patégenos y de descomposicién. Ademas, estas peliculas sirven de barrera al
aire contribuyendo asia disminuir los cambios fisico-quimicos, tales como el color, la texturay
la humedad. La eficacia de diferentes tipos de recubrimientos con antimicrobianos depende de
la carne, los polimeros utilizados, los microorganismos, las propiedades de la sustancia
antimicrobiana y las condiciones de almacenamiento.

La liberacion gradual de la sustancia antimicrobiana desde los envases de film durante un
periodo prolongado de tiempo puede ser mds ventajosa que la incorporacién de las
bacteriocinas en los alimentos (Ye y col., 2008)

Estudios en los que se ha incorporado peliculas con quitosano en los productos cdrnicos han
demostrado que la oxidacién lipidica se reduce, lo que sugiere que puede ser debido a la
actividad antioxidante del quitosno (Gunli & Koyun, 2013), y a su baja permeabilidad al
oxigeno (Siripatrawan & Noipha, 2012). Se han obtenido resultados similares cuando se
incorporan otros compuestos como aceites esenciales (Ahmad y col., 2012), extractos de
pomelo extractos (Shin y col., 2012), o lisozima (Unalan y col., 2011). Sin embargo, incluso
cuando el revestimiento pueda proporcionar protecciéon contra la oxidacion lipidica, también
puede cambiar otras caracteristicas que modifican los atributos sensoriales del alimento, lo
cual es inaceptable para los consumidores. La aplicacidon de peliculas sobre la superficie de la
carne podria aumentar, en algunos casos, la estabilidad del color de la carne roja (Ahmad y
col., 2012).

Los posibles beneficios de la utilizaciéon de las peliculas antimicrobianas y recubrimientos
comestibles (AEFC, the Antimicrobial Edible Films and Coatings) en la industria carnica son la
prevencion de la pérdida de humedad, evitando asi cambios en la textura, el sabor, y el color.
Otras ventajas son: la reducciéon del goteo del producto envasado y la reduccidn en el uso de
almohadillas absorbentes en la parte inferior de las bandejas. La baja permeabilidad al oxigeno
disminuye la oxidacién lipidica evitando el color marrén consecuente de la oxidacion de la
mioglobina, la reduccidn de la carga de microorganismos patdgenos y de descomposicién, y la
parcial inactivacidon de enzimas proteoliticas (Sdnchez-Ortega y col., 2014)

Los sabores y los olores volatiles de carnes, aves y pescados podrian disminuir al usar peliculas
y recubrimientos comestibles, y la incorporacién de aditivos, tales como agentes
antimicrobianos, pueden ser utilizados para realizar un tratamiento de superficie en la carne.
Sin embargo, hay algunos factores que pueden resultar desventajosos a la hora de utilizar
AEFC; existe una gran diversidad de productos carnicos lo que dificulta la estandarizacion de
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un procedimiento Unico. La composiciéon y propiedades de las AEFC son diferentes lo que
puede afectar a la ampliacion de métodos de aplicacién de recubrimientos (Sdnchez-Ortega y
col., 2014)

La seleccion de la AEFC para un determinado producto carnico dependera de su naturaleza,
caracteristicas, necesidades especificas, los costos y los beneficios que esta tecnologia puede
ofrecer a los fabricantes y los consumidores. Por lo tanto, es necesario realizar mas
investigaciones para mejorar la produccién y los procesos de la aplicacién de AEFC destinados
a laindustria de la carne para que sea econdmicamente viable y adecuado para cada producto.

6.3. Pescado

Por lo general, la LAB no son consideradas como microbiota propia del entorno
acudtico, pero se han encontrado determinados géneros como Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus asociados al agua dulce y al agua del mar. Algunas LAB han sido
aisladas de productos procesados procedentes del mar como conservas de pescado (LPFP) y
semiconserva de pescado (SPFP). La categoria LPFP incluye los productos de la pesca
conservados con bajos niveles de sal (<6% [w/w] NaCl en la fase acuosa) y, para algunos
productos, se incluye la adicidn de conservantes (sorbato potdsico, benzoato, NO,, o humo). El
pH de estos productos es relativamente alto (>5.0), y a menudo son envasados al vacio y
necesitan ser almacenados y distribuidos a bajas temperaturas de refrigeracion (<5°C)
(Mejlholm & Dalgaard, 2007; Mejlholm y col., 2008). Las LAB mas utilizadas para estos
productos envasados al vacio con almacenamiento en frio, como por ejemplo el pescado
ahumado, incluyen los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus y Carnobacterium
(Gancel y col., 1997). Muchos estudios han demostrado que las Carnobacterium son bastante
comunes en marisco fresco refrigerado o ligeramente conservado, pero a temperaturas mas
altas de almacenamiento (15-25°C), otras especies como Enterococcus spp., se pueden
encontrar durante el deterioro del marisco (Dalgaard y col., 2003; Emborg y col., 2002).

Los productos de la pesca con un alto contenido de sal (>6% de NaCl en fase acuosa) o con un
pH inferior a 5.0 y a los que se le afiaden conservantes como: benzoato, sorbato potasico,
nitrato, se definen como "semiconservas" (Mejlholm y col.,, 2008). Por lo general, los
productosde la pesca europea (como por ejemplo el arenque salado y/o marinado, las
anchoas, el caviar) se distribuyen a bajas temperaturas (<10°C). En las conservas en escabeche
o de pescado deshidratado, salado o pescado fermentado, la microbiota puede ser muy
diversa, se ha detectado la presencia de Lactobacillus y Pediococcus.

Las LAB presentes en los mariscos, son capaces de crecer a bajas temperaturas y son
compatibles con el medio en el que se encuentre este (envasado en atmésfera modificada, un
pH bajo, altas concentraciones de sal, presencia de aditivos como, por ejemplo, acido lactico o
acido acético). Lo mas importante es que su crecimiento también puede suprimir los
microorganismos mas agresivos de la descomposicidn por medio de antagonistas y actividad
inhibitoria (ya sea a través de la competencia por los nutrientes o la produccién de uno o mas
metabolitos antimicrobianos activos) (Nilsson, 1997; Nilsson y col., 1999; Nilsson y col., 2005;
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Nes I. , 2011). Por lo tanto, las LAB cumplen con los requisitos necesarios para la
bioconservacién de los productos de la pesca.

Algunos patdgenos psicrotréficos y las bacterias de putrefaccién pueden sobrevivir y crecer en
conservas de pescado (LPFP), por lo que se han realizado estudios sobre este tema. Junto a los
moluscos bivalvos crudos, las conservas SPFP y LPFP constituyen el grupo mas peligroso de los
productos de la pesca. La presencia y el crecimiento de L. monocytogenes es uno de los
principales motivos de preocupacidn. L. monocytogenes ha sido aislada en conservas LPFP en
frio como por ejemplo en salmdn ahumado. Este microorganismo es frecuente en el pescado:
sobrevive al salado y al ahumado en frio (<30°C) y es capaz de crecer en el producto final a
temperaturas glaciales. En este sentido, el uso de bacterias lacticas aisladas de mariscos y/ o
de sus bacteriocinas han tenido éxito en impedir o retrasar el crecimiento de este patégeno en
conservas de pescado LPFP (Mahdiy col., 2013).

6.4. Frutasy verduras

Una de las bacteriocinas estudiadas en frutas y verduras es la Nisina la cual se utilizd
para controlar el crecimiento de Alicylobacillus acidoterrestris CRA 7152 junto a otros
pardmetros como grado Brix, temperatura y pH, para controlar el crecimiento de esta bacteria
en los zumos y poder asi aumentar su vida util (Pefia & Massaguer, 2006).

La Nisina también se ha utilizado junto con el acido citrico para inhibir el crecimiento de
Listeria innocua en hummus (Al-Holy y col., 2006).

Otra posibilidad es la utilizacién de la Nisina junto con Pediocina y lactato sédico. Dicha
combinacion se ha utilizado para controlar Listeria monocytogenes en repollo, brécoli y brotes
de judias (Bariy col., 2005).

7. Conclusiones

La posible utilizacién de las bacteriocinas como conservante de alimentos podria llevar
a la sustitucion de los conservantes quimicos. Las bacteriocinas son agentes que pueden actuar
sobre las células microbianas a través de distintos mecanismos. A diferencia de los
conservantes quimicos, las bacteriocinas tienen la aceptacién de la mayor parte de los
consumidores debido a su procedencia natural. Ademds, estas moléculas presentan
caracteristicas como: resistencia al calor, a la acidez, baja actividad de agua y actividad a gran
rango de temperaturas. Sin embargo, es necesario continuar realizando estudios que
muestren la viabilidad técnica y econdmica de su uso como agentes de control para el
crecimiento y supervivencia microbiana en los alimentos a nivel industrial.
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PRODUCCION DE AZUCARES SIMPLES A PARTIR DE POLIMEROS DE

HIDRATOS DE CARBON
ABSTRACT

Objectives: Systematic review of processes for producing sugars from starch, cellulose,
hemicellulose and other plant polysaccharides indicating the substrates, enzymes and
conditions optimal for hydrolysis. Moreover, the state of the art in order to know if the
production of food ingredients from carbohydrate- rich materiass such as field stubble or
wood lignocellulosic organic waste is possible, has been analyzed.

Material and methods: We conducted a review of review articles published in Scopus for the
last three years and whose keywords are: Starch processing enzymes or amylase or starch or
glucose isomerase or hydrolysis or pullulanase or glucoamylase or glucanotransferase or
cyclodextrin or glycosyltranferaseglucan processing or cellulase enzymes or hemicelulase or
fructooligosaccharides or galactooligosaccharides or celobiase or glucanase or xylanase and
saccharification and sugar production. Additionally original articles have been analyzed by
their relationship to the theme of the TFG.

Results: Out of the 273 documents found in the previous search 55 were review articless. We
have taken 20 of these revisions as they were directly related to the topic.. The rest are articles
had some relations to the theme of work. All these documents are considered as they refer to
enzymatic hydrolysis processes well defined for obtaining sugars, both glucose and glucose
syrup and glucose / fructose from starch, especially corn starch. These processes use mainly
alpha-amylases, glucoamylase and debranching enzyme with glucose isomerase. However,
documentation about the hydrolysis of cellulose and its derivatives is scarce. The only items
that are close to the idea of using enzyme cocktails for the purpose of degrading
polysaccharides contained in plant waste and residues are those relating to lignocellulosic
mass destruction, although there is a clear trend towards the use of hydrolytic reactions for
biofuels.

Conclusion: Simple sugars such as glucose, fructose and high purity maltose can be obtained
from enzymatic hydrolysis of starch, addition to oligo- and polysaccharides as
fructooligosaccharides and dextrins. However, obtaining sugars from plant residues is also
feasible using enzymatic methods described in the present work although greater scientific
development in this field is necessary for performance of the process to be more cost effective
than those used today for such ingredients.

Key words: carbohydrates, cellulose, glycosidases, glycosyltransferases, sugars, starch
hydrolysis



RESUMEN

Objetivos: Revision sistematizada de procesos de produccién de azlcares a partir de

almidones, celulosas, hemicelulosas y otros polisacaridos de plantas con indicacién de los
sustratos, enzimas y condiciones éptimas para la hidrdlisis. Por otra parte, se ha realizado un
analisis del estado del arte con objeto de conocer si es posible la produccidn de ingredientes
alimentarios via enzimatica a partir de residuos organicos lignoceluldsicos ricos en hidratos de
carbono tales como los rastrojos del campo o la madera.

Material y métodos: Se ha procedido a la revisidn de articulos de revisién publicados en
SCOPUS hace no mas de tres afos y cuyas palabras claves sean: Starch processing enzymes or
amylase or starch hydrolysis or glucose isomerase or pullulanase or glucoamylase or
glucanotransferase or ciclodextrin glycosyltranferaseglucan or processing enzymes or celulase
or hemicelulase or fructooligosaccharides or galactooligosaccharides or celobiase or glucanase
or xylanase and saccharification and sugar production. Adicionalmente se han analizado
articulos originales que por su relacién con la tematica de este TFG se han incluido en él.

Resultados: De la busqueda anterior resultan 273 documentos de los cuales 55 son revisiones.
Se han tomado 20 de estas revisiones. El resto son articulos de interés que tienen alguna
relacidn con la tematica del trabajo. De todos estos documentos se consideran aquellos que se
refieren a los procedimientos de hidrolisis enzimatica bien definidos para la obtencién de
azlcares, tanto glucosa como jarabes de glucosa y de glucosa/fructosa, a partir de almidones,
especialmente de almidén de maiz. Estos procedimientos utilizan fundamentalmente alfa—
amilasas, glucoamilasa y enzimas desramificantes junto a glucosa isomerasa. Sin embargo, la
documentacién acerca de la hidrdlisis de la celulosa y sus derivados es escasa. Los Unicos
articulos que se acercan a la idea de utilizar cécteles enzimaticos con objeto de degradar
polisacaridos contenidos en restos vegetales son aquellos relacionados con la destruccion de la
masa lignoceluldsica, aunque existe una clara tendencia a la utilizacién de las reacciones
hidroliticas para obtener biocombustibles.

Conclusidn: Se pueden obtener azlcares simples tales como glucosa, fructosa y maltosa de
alta pureza a partir de hidrdlisis enzimatica de almidones ademas de oligo y polisacaridos
como fructooligosacaridos y dextrinas. No obstante, la obtencidn de azlcares a partir de
residuos vegetales, aunque es viable utilizando los métodos enzimaticos que se describen a lo
largo del TFG, es necesario un mayor desarrollo cientifico en este campo para que el
rendimiento de los procesos sea mas rentable que los utilizados en la actualidad para obtener
dichos ingredientes.

Palabras clave: carbohydrates, cellulose, glycosidases, glycosyltransferases, sugars,
starch hydrolysys



INTRODUCCION

El uso de enzimas en la produccidn alimentaria se remonta al momento en el que los
prehistéricos pudieron almacenar sus alimentos en recipientes como la cerdmicay
descubrieron que el liquido que se producia a partir de esos alimentos almacenados tenia
propiedades que favorecian su consumo.

Los seres humanos han utilizado las propiedades cataliticas de las enzimas, en particular para
la produccidn de alimentos, desde hace miles de afios. Uno de los registros mas antiguos
conservados de la humanidad, escrito hace unos 4.500 afios por los sumerios y conocida como
la Epopeya de Gilgamesh (se puede ver la tabla original en el Louvre de Paris), se refiere a la

produccién de pan vy cerveza:

‘Enkidu no sabia nada acerca de utilizar el pan como alimento,
y el beber cerveza no se le habia mostrado.
La meretriz le hablé a Enkidu y le dijo:

Come comida, Enkidu, es la forma en la que uno vive.
Bebe la cerveza como un habito terrenal.

Enkidu comid la comida hasta que fue saciado,
bebid en siete jarros y se volvié mas efusivo y cantd con alegria.

Estaba eufdrico y su rostro resplandecia.
Eché agua a su peludo cuerpo,
y se frotd a si mismo con aceite y se volvié humano.?

La ley mas antigua del vino se puede encontrar como parte del Cédigo de Hammurabi,
eternizado en la famosa estela de Hammurabi por el rey de Babilonia (1792-1750 a.C.).
Ademas, los antiguos griegos y romanos adoraban a los dioses Dionisos y Baco por ser los
responsables del éxito en los procesos de fermentacién. Sin embargo, el conocimiento real de
las fermentaciones no fue revelado a la humanidad hasta unos miles de afilos mas tarde.

En el siglo XIX E. Buchner demostrd que no es necesario que las levaduras se encuentren vivas
para llevar a cabo la fermentacidn, es decir, detectd la “zimasa”, el componente activo de los
extractos donde se lleva a cabo la fermentacion; hoy sabemos que la zimasa es un complejo
enzimatico. Por esta investigacidn, Buchner recibid el premio Nobel de Quimica en 19072. Esto
aclara la importancia de las enzimas en la industria de la alimentacidn.

El descubrimiento de Buchner pone de manifiesto que las enzimas son ‘maquinas’ que la
industria necesita para producir las sustancias que produce la microbiologia industrial (o
biotecnologia).

El uso de enzimas en la industria alimentaria nos permite suprimir los riesgos que conlleva el
uso de microorganimos para la produccién de alimentos y permite evitar imprevistos en la
variabilidad de la produccion que se puede originar por utilizar microorganismos.



Los estudios en enzimologia estan avanzando dia a dia. Tanto es asi que la Unién Europea (UE)
en 2008 tomo cartas en el asunto y reconocié que: ‘Las enzimas alimentarias, distintas de las
utilizadas como aditivos alimentarios, no estdn actualmente reguladas, o lo estan como
auxiliares tecnoldgicos de los alimentos por la legislacidn de los Estados miembros.

Las diferencias existentes entre las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas
nacionales en relacién con la evaluacién y la autorizacidon de enzimas alimentarias pueden
obstaculizar su libre circulacién y crear las condiciones para una competencia desigual y
desleal. Por ello es necesario adoptar normas comunitarias que armonicen las disposiciones
nacionales relativas al uso de enzimas en los alimentos.’?

Las glicosidasas son unos enzimas que catalizan la hidrdlisis de enlaces glicosidicos para
generar glucidos de tamafio molecular menor tales como azucares y oligosacdridos. En este
trabajo se intenta mostrar una instantanea que refleje el estado del arte del uso de las
glicosidasas (nimero EC 3.2.1) en la industria alimentaria y de sus posibles utilidades en el
futuro.

Los polisacaridos mas importantes son el almidén y glucégeno (funcidn de reserva energética)
y celulosa y quitina (funcién estructural). Son polimeros cuyos constituyentes (sus
mondmeros) son monosacaridos unidos mediante enlaces o-glicosidicos. Desde el punto de
vista de la nutricidn, los polisacdridos pueden ser clasificados como digeribles, parcialmente
digeribles, y como no digeribles (véase figura 1).



Digeribles

Parcialmente

Polisacaridos — digeribles

No digeribles
(fibra dietética)

Glucdgeno: Polisacarido de reserva en animales.
Almidon: Polisacarido de reserva en vegetales.

Dextrinas: Producto formado durante el curso del fraccionamiento del
almidon. Se encuentra en pan tostado y en productos intermediarios de la
digestion del almiddn.

Inulina: se hidroliza a fructosa. Las principales fuentes son tubérculos y
raices de dalias, alcachofas, dientes de ledn, cebollas y ajos.

Manosano: Se hidroliza a manosa, aunque la digestion es incompleta.
Puede ser desdoblado por las bacterias del intestino grueso. Se encuentra
en legumbres y gomas de plantas.

Celulosa

Lignina

Fibra dietética —__ —»
insolubl \ »
insoluble Quitina

Fibra dietética

— Hemicelulosas, pectinas,
soluble

gomas y alfa-polisacaridos.

Figura 1. Clasificacion de los polisacaridos.

Las glicosidasas son las enzimas encargadas de catalizar la hidrdlisis de los polisacaridos.

Algunas de estas enzimas se muestran en la tabla 1.



TABLA 1. Esquema de los principales enzimas amiloliticos clasificados funcionalmente segin

Fraatz (2014).

FAMILIA (CLAN) ENZIMA ACTIVIDAD PRODUCTOS
Endoamilasa. Degrada,
a-AMILASA aleatoriamente, enlaces a-1,4 | Oligosacaridos

en el interior de las moléculas
de almidodn.

de longitud
variable.

o-GLICOSIDASA

Exoamilasa. Degrada,
exclusivamente, enlaces a-1, 4
desde el extremo no reductor
de las moléculas de almidén.

Oligosacaridos
de longitud
variable.

Enzima desramificante.
Exoamilasa. Degrada,

13 PULULUNASA exclusivamente, enlaces a-1, 4 | Oligosacaridos
(GH-H) desde el extremo no reductor de longitud
de las moléculas de almiddn, variable.
pululano y glucégeno.
Enzima desramificante.
Exoamilasa. Degrada, Oligosacaridos
ISOAMILASA exclusivamente, enlaces a-1, 6 de longitud
desde el extremo no reductor variable.
de las moléculas de almidén y
glucégeno.
Transferasa. Degrada enlaces a-
1, 4 de las moléculas de Ciclodextrinas.
CICLODEXTRIN almidén. Tiene la capacidad de
GLICOSILTRANSFERASA formar enlaces glicosidicos.
Exoamilasa. Degrada enlaces a- | Disacaridos de
14 1, 4 desde el extremo no glucosa
B-AMILASA reductor de las moléculas de (maltosa).
almidédn.
15 Exoamilasa. Degrada enlaces a- | Residuos de
(GH-L) GLUCOAMILASA 1, 4 desde el extremo no glucosa con f3-

reductor de las moléculas de
almidodn.

configuracion-

1Se sefiala la actividad catalitica que poseen y los productos que generan.

Las glicosidasas tienen una gran cantidad de usos los cuales incluyen la degradacion de

materiales vegetales (ej.: celulasas para degradar la celulosa a glucosa, lo que puede ser usado

para la produccién de etanol), en la industria alimenticia (ej.: invertasa para producir azucar




invertido), y en la industria del papel (ej.: xilanasas para extraer hemicelulosa de la pasta de
papel.

Dichas enzimas, se encuentran de manera natural en muchos alimentos y tienen un papel
fundamental en la calidad nutricional y organoléptica de los mismos. Un claro ejemplo de ello
lo encontramos en la industria panaria. Las amilasas son utilizadas a gran escala en la
produccién de pan. Durante la preparacion, los granulos de almiddn son dafiados como
resultado de la mezcla y por ello el almidén se vuelve accesible a las amilasas que encontramos
de forma natural en el trigo. Estas enzimas degradan el almidén a pequeiios oligosacaridos que
sirven de sustrato para las levaduras. La fermentacidn de estos azucares estd orientada a la
produccién de didxido de carbono y un aumento del volumen del pan. Diferentes amilasas de
origen exdgeno pueden ser afiadidas para aumentar el rendimiento del proceso.

El uso de enzimas en la industria panaria estd ademas enfocado a evitar procesos que
disminuyan la calidad de producto (enrranciamiento, retrogradacién...) o para obtener
caracteristicas determinadas (humedad, frescura, sabor...).

Para evitar el enrranciamiento del pan se pueden afiadir alfa-amilasas, enzimas ramificantes,
enzimas desramificantes, beta-amilasas y amiloglucosidasas. El uso de una u otra enzima dara
lugar a un producto con unas cualidades particulares. Por ejemplo, la adicidn de alfa-amilasa,
ademas de su efecto anti-enranciamiento, mejora la suavidad del pan. No obstante, si se
afaden cantidades elevadas puede resultar un pan pegajoso.

Una de las enzimas que se venden de forma industrial para la fabricacion del pan es una
amilasa maltogénica proveniente de Bacillus stearothermophilus aislado en aguas termales de
Islandia. Esta enzima es comercializada por Novozymes con el nombre de Novamyl (fue la
primera enzima comercial que fue producida por un organismo modificado genéticamente) y
tiene como principal ventaja que es termoestable. Otra enzima industrial es Gryndamyl
(producida por la empresa Danisco). Se obtiene de Bacillus clausii BT21 y su éptimo de accion
estd alos 552CyapH9.5.

Un ejemplo de las actuales investigaciones sobre las glicosidasas y la produccion de alimentos
se difunde en el volumen 174 de la revista ‘Food Chemistry’ (pags. 270-274, afio 2015).
Investigadores de diferentes nacionalidades han descubierto que el perfil fenélico de los
aceites de oliva se ven afectado en funcién de la temperatura de conservacién de las
aceitunas. A partir de aceites de olivas (obtenidas de aceitunas almacenadas a4y a 20 2C) se
han determinado sendos perfiles fendlicos de manera que el aceite obtenido de aceitunas
almacenadas a baja temperatura posee un perfil mucho mayor que el que es almacenado a
mayores temperaturas. Esto es debido a la accidén de las glicosidasas durante ese periodo de
almacenamiento. No obstante, se ha comprobado que aunque se almacene la aceituna a 4 2C,
la prolongacién del proceso de almacenamiento produce efectos negativos en la calidad del
aceite®.

Otro factor que hay que tener en cuenta a la hora de trabajar con enzimas es que un
determinado enzima presentara unas condiciones u otras en funcién de su origen. Por
ejemplo, mientras que las B-glucosidasas obtenidas de Melanocarpus sp. actdan a un pH



Optimo de 6 y a una temperatura optima de 60 2C, las B-glucosidasas provenientes de
Rhizomucor mieheilo hacen a pH 5y a 50 2C en su dptimo™>®.

OBIJETIVOS
El objetivo general del trabajo es hacer una revisidn del uso de las enzimas glicoliticas para la
produccién de ingredientes y productos alimentarios.

Los objetivos especificos se centran en explicar el mecanismo de accién de las diferentes
enzimas y los ingredientes alimentarios que se podrian obtener a partir de sustratos
hidrocarbonados. En un primer lugar se comentaran aspectos relacionados a la hidrélisis de
polisacaridos y de las enzimas relacionadas. Posteriormente se dedicara un bloque a la sintesis
de oligo y polisacdridos para mostrar los ingredientes y productos alimentarios que se pueden
obtener a partir de los productos de la accién de las enzimas glicoliticas y, mediante el uso de
glucanotransferasas.

Los procesos enzimaticos descritos a lo largo del TFG estan asimismo orientados a responder la
pregunta: ¢seria posible obtener todos los ingredientes alimentarios que se describen a partir
de restos vegetales como la madera o los rastrojos agricolas? Antes de concluir el trabajo
habrd un apartado que aclare esta cuestion.

MATERIAL Y METODOS

Se ha procedido a la revisién de articulos publicados en SCOPUS generalmente hace no mas de
tres afios y cuyas palabras claves sean: Starch processing enzymes or amylase or starch
hydrolysis or glucose isomerase or pullulanase or glucoamylase or glucanotransferase or
ciclodextrin glycosyltranferaseglucan or processing enzymes or celulase or hemicelulase or
fructooligosaccharides or galactooligosaccharides or celobiase or glucanase or xylanase and
saccharification and sugar production.

HIDROLISIS DEL ALMIDON

El almiddn esta presente como polisacarido de almacenamiento en hojas, tubérculos, semillas
y raices de muchas plantas. Muchas de estas plantas con alto contenido en almidén han sido
domesticadas por el ser humano a lo largo de la historia. Es el caso del maiz, trigo arroz, patata
y tapioca. A pesar del consumo directo de estos vegetales, las raices, los tubérculos y las
semillas son utilizados para la obtencidn de almiddn. El almidén puede ser posteriormente
tratado con el fin de obtener derivados mediante procesos de hidrélisis (y si procede, luego
mediante procesos de sintesis)’.

El almidén estd compuesto por amilosa (polimeros de glucosa unidos mediante enlace alfa-1-4
glicosidicos) y amilopectina (polimeros de glucosa que ademas de estar unidos mediante
enlace alfa-1-4 glucosidicos, lo estan, aunque en menor proporcién, por enlaces alfa-1-6
glicosidicos). Dichos enlaces son estables a pH alcalinos y neutros, pero no acidos. La amilosa y
amilopectina estan empaquetadas en granulos de manera que sin el pretratamiento adecuado,
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las glicosidasas no podrian actuar efectivamente. Las caracteristicas de los granulos varian en
funcién de la especie del vegetal.

El almiddn se adiciona a refrescos, salsas, helados, alimentos precocinados o infantiles, etc.,
para utilizarlo como estabilizador de emulsiones, agente gelificantes o sustituto de grasas. En
general, el almidén mejora las propiedades de los alimentos, modificando su estructura y
consistencia ademas de ser fuente de numerosos oligo-, di- y monosacaridos. En la actualidad,
una de las aplicaciones en la que se estan centrando numerosas investigaciones es la
produccién de bioetanol a partir del almiddn. En la mayoria de las aplicaciones, el almiddn
debe ser hidrolizado a glucosa, maltosa o maltodextrinas.

El objetivo del procesado del almiddn para fines alimentarios es obtener jarabes de glucosa,
maltosa o de elevada concentracién de fructosa por lo que las etapas posteriores de
purificacién incluyen la eliminacidn de las proteinas, las grasas y el color mediante filtracion o
purificacién con carbdn activado y la isomerizacion de la glucosa a fructosa.

Este es un proceso que ocurre en la elaboracion de bebidas alcohdlicas como la cerveza, el
vino, el cava, el tejuino y la sidra. En el caso de la cerveza, la accion de las glicosidasas es vital
en el malteado del grano. Respecto a este proceso, la adicion de amilasas como las que se
encuentran naturalmente en el trigo podria mejorar las cualidades organolépticas de las
bebidas.

Tradicionalmente, el almidén era procesado mediante hidrdlisis acida, pero este método
presentaba numerosas desventajas (problemas de corrosion de los equipos, formacién de
numerosos subproductos por ser una hidrdlisis no especifica, procesos de purificacién mas
complejos, etc.) que provocaban aumentos en los costes de elaboracion®.

En la actualidad, debido al desarrollo biotecnoldgico, el procesado industrial del almidén a
gran escala se basa totalmente en la utilizacion de enzimas.

Las enzimas mas utilizadas en el procesamiento del almidén son aquellas que hidrolizan el
almiddn soluble, la amilopectina, la amilosa y para producir pequefias dextrinas,
maltooligosacaridos o glucosa/maltosa. En la tabla 1 se muestran las enzimas que tienen
interés en la hidrélisis del almiddn. Ha de tenerse en cuenta que el rendimiento de las enzimas
se ve afectado por el pH del medio, la temperatura, el origen de la enzima (microbiano,
fungico...), el pretratamiento al que ha sido sometido el sustrato, la presencia de iones, la
presencia de inhibidores, etc. A medida que se comentan los diferentes procesos se explicaran
las condiciones a las que actuan las correspondientes enzimas.

En el procesado del almiddn se distinguen tres etapas fundamentales: gelatinizacion,
licuefaccion y sacarificacion.

En la gelatinizacidn, entre el 30 y el 40% de los granulos de almiddn se rompen mediante un
calentamiento rapido. La temperatura que ha de alcanzarse es dependiente de la especie
vegetal de la que se ha obtenido el almiddn. Actualmente, el calentamiento se produce
mediante un proceso conocido como ‘jet-cooking’. Consiste en introducir vapor a alta
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temperatura y presion en el tanque donde se encuentran los lodos de almiddn. Previo al
calentamiento, en necesario ajustar el pH, afiadir entre 20-80 ppm de calcio y la alfa-amilasa
termoestable proveniente de Bacillus licheniformis o Bacillus amyloliquefaciens (la primera es
térmicamente mas estable que la segunda). El calcio es necesario para la estabilidad de la
enzima. Sin calcio, el enzima se inactivaria radpidamente. La dosis que hay que afiadir es de 0.5-
0.6 kg de enzima por tonelada de sustrato. El pH se ajusta para que el enzima actie en su
rango de trabajo dptimo. Para que se produzca la gelatinizacién, la mezcla a la que ya se le ha
sometido al tratamiento con vapor se mantiene a 105 2C haciéndola pasar por una serie de
tubos.

Durante el siguiente paso, la licuefaccion, la mezcla es llevada a una temperatura que ronda
entre los 95y 100 2C. Esta se mantiene durante unas dos horas. Durante este proceso, los
enzimas hidrolizan los enlaces alfa-1-4 (tanto de la amilosa como de la amilopectina) para
producir dextrinas. Para poder medir el resultado de la licuefaccién se utiliza un medidor
conocido como ‘Equivalente de Dextrosa (DE: Dextrose Equivalent)’. El equivalente de dextrosa
es una medida de la cantidad de azucares reductores presentes en un producto de azlcar, con
respecto a la glucosa, expresado como un porcentaje sobre una base seca. Por ejemplo, una
maltodextrina con un DE de 10 tendria 10% de la potencia de la reduccién de dextrosa. La
glucosa posee un DE de 100 y el del almidén es practicamente de 0. El maximo DE que se
obtienen con amilasas de Bacillus es de 40. No obstante el proceso de detiene
intencionadamente cuando el DE ronda entre 8 y 12. Si no se detuviera, se formaria maltulosa,
la cual es resistente a la degradacién por glucoamilasa y alfa-amilasas. En funcién del tipo de
producto que se desea obtener, el procesado del almidén puede detenerse llegado a este
punto. En la sacarificacion, la pululunasa, la glucoamilasa, la beta-amilasa y/o la alfa-amilasa
son adicionadas para una degradacién adicional del almidén licuado en maltodextrinas,
maltosa o siropes de glucosa.

El almiddn licuado (DE entre 8 y 12) es bombeado a un recipiente en agitacién tras haber
ajustado su pH (4-5) y su temperatura (60 2C). En dicho recipiente se afiade glucoamilasa.

El ajuste del pH hace que la amilasa bacteriana utilizada durante la licuefaccidn sea inactivada.
Cuando el DE deseado es alcanzado, la solucién se lleva a una temperatura de 85 2C para
detener las reacciones enzimaticas. La glucoamilasa hidroliza principalmente los enlaces alfa-
1,4, aunque también muestra cierta accidn sobre los enlaces alfa-1,6. La pululanasa
proveniente de Bacillus acidopullulyticus hidroliza de manera especifica los enlaces alfa-1,6. La
accion conjunta de sendos enzimas aumenta en un 2 % la concentracion de glucosa del
producto final. También puede afadirse beta-amilasa. El principal problema industrial de este
proceso es el alto coste de algunas enzimas. Para solventar dicho problema, lo que se hace es
utilizar enzimas mas baratas que sean similares. Por ejemplo, en vez de pululunasa y
glucoamilasa se puede utilizar una alfa-amilasa fungica.

Posteriormente, el producto obtenido es filtrado para eliminar la grasa y desnaturalizar las
proteinas. Para una purificacion mayor se puede hacer pasar la solucién a través de una resina
intercambiadora de iones. El proceso de hidrdlisis consume agua por lo que el extracto seco de
la solucidn va aumentando a medida que avanza la hidrélisis.



El tratamiento del almiddn se resume en el siguiente esquema:

Glucoamilasa + Pululunasa

Lodos de almidén

12

A

Almiddn gelatinizado
(DE menor de 1)

Alfa-amilasa (Bacillus)
105 oC (jet-cooking), 5 min, 80
ppm Calcio, ajustar pH.

95 2C, 120 min

Almiddn licuado
(DE mayor de 1, 0.3 % glucosa, 2
% maltosa, 97.7 % oligosacdridos)

Sirope de glucosa.
(DE=99, 97 % gluc, 2 %
maltosa, 1 % oligosac.)

Alfa-amilasa fungica/B-amilasa

Sirope de maltosa.
(DE=44, 4 % gluc, 56 %
maltosa, 12 % oligosac.)

Figura 2. Esquema del tratamiento del almidon. Tomado de Van der Maarel, Marc (2009).

Una de las incégnitas que pueden surgir en este apartado es por qué no se utilizan enzimas

provenientes de otros microorganismos diferentes a los que hemos nombrado. Investigadores

iranies® han purificado y caracterizado una glucoamilasa que presenta unas condiciones de

actuacién mas amplia que la que describimos antes. La ‘nueva’ glucoamilasa proviene de

Aspergillus nigery tiene un pH éptimo de entre 4.4y 5y su temperatura dptima es de 70 2C.

Ademas la presencia de Calcio no altera su funcionalidad (aunque si la presencia de otros iones
tales como el Hg?*, Fe®* o el AI**. Si utilizdramos este tipo de glucoamilasa tan funcional y que

soporta altas temperaturas, el proceso no se podria detener llevando la solucién a 85 2C (como

anteriormente se dijo que ocurre). Si se lleva la solucidn a una temperatura demasiado elevada

puede provocar reacciones quimicas no deseadas que disminuyen la calidad del producto final.

También es importante la presencia de iones. Cientificos serbios publicaron en febrero de 2015

unos trabajos en los que se mostraba la influencia de afiadir los iones magnesio y calcio al

tratamiento del almidén (no para conseguir productos alimenticios sino bioetanol). Se observé
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que al afiadir los iones se favorece la actuacion de los enzimas tal y como se muestra en la
figura 3%0:

Figura 3. Comparativa del rendimiento enzimatico para la produccién de glucosa a partir de almidén
en funcién de la adicion de iones calcio y magnesio. Tomado de Jelena D. Pejin (2015).

Asi pues vemos que ha de tenerse en cuenta que el rendimiento del proceso se puede ajustar
a diferentes variables (temperatura, origen de los enzimas, caracteristicas de los enzimas,
presencia de iones, sustratos iniciales...). Por ejemplo, el almiddn resistente, que podria bien
ser considerado una fibra dietética al no verse afectada por la digestidn, puede ser hidrolizado
via enzimadtica mediante la utilizacidon de amilasas acopladas a ciclos de autoclaves de
refrigeracion®. También hay que considerar que, tal y como afirman los investigadores del
Laboratorio Estatal de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos chino'?, una muy elevada
concentracién de almiddn en los lodos iniciales dificulta de manera considerable la
gelatinizacion del mismo.

Con todo esto se quiere poner de manifiesto que hoy en dia lo importante no es tener la
capacidad de hidrolizar casi cualquier sustancia mediante enzimélisis, sino poder ajustar los
pardmetros para alcanzar un rendimiento especifico

PRODUCCION DE FRUCTOSA CON GLUCOSA ISOMERASA

Los siropes de glucosa pueden transformarse en una mezcla de glucosa-fructosa mediante la
accién de glucosa isomerasa (E.C. 5.3.1.18). Este enzima fue descubierto en 1957 y fue
desarrollado en la segunda mitad de los afios sesenta. La glucosa isomerasa es realmente una
xilosa isomerasa que convierte la xilosa en xilulosa, aunque su actividad sobre la glucosa es
también elevada. Como consecuencia de esto, este enzima fue utilizado para obtener
edulcorantes alternativos. El primer proceso industrial de produccidon de siropes de fructosa a
partir de glucosa fue descrito por investigadores japoneses. En un primer momento se utilizo la
enzima en solucidn. No obstante, pronto descubrieron que la inmovilizacion del enzima
propiciaba unos resultados mas rentables. En EEUU, el almidén proveniente del maiz es
convertido en masa en siropes de fructosa con alta concentracion. Este enzima solo puede
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convertir una parte de la glucosa en fructosa, pues ambas moléculas son sustratos enzimaticos

de manera que al final se alcanza un equilibrio glucosa-fructosa al 50 %. Ahora bien, en funcién

de determinadas condiciones se puede inclinar el equilibrio hacia un lado u otro.

Existen algunas investigaciones actuales centradas en la purificacién y caracterizacién de este
tipo de enzimas. Un ejemplo de ello se encuentra en China, donde investigadores!® han
realizado trabajos de ingenieria genética que consiste en introducir el gen que produce dicha
enzima (gen perteneciente a Thermobifida fusca) en Escherichia coli BL21. La temperatura
Optima de la glucosa isomerasa fue de 80 2C y su vida media fue de dos horas a 80 2C o de
quince horas a 70 2C. El pH éptimo fue de 10. La tasa de transformacion de glucosa en fructosa

alcanza su maximo cuando el pH es igual a 7.5 y la temperatura es de 70 2C. A continuacién se

mostrara la tabla que estos investigadores chinos publicaron, en la que se ven los pardmetros

de las glucosa isomerasas provenientes de diferentes microorganismos.

Tabla 2. Parametros de actuacion de diferentes glucosa-isomerasas en funcién de su origen.

Tomado de Deng et al. (2014).

Organismo Temp (2C) | Kcar(min?) | Km (MM) | Kcat/Km (Minl/mM)

Clase |
Thermobifida fusca 70 1668 197 8.6
Arthrobacter sp. 60 1190 210 5.7
Actinoplanes missouriensis 60 1494 290 5.2
Streptomyces olivochromogenes 60 760 220 3.4
Streptomyces griseoflavas 60 230 250 0.9
Thermus aquaticus 70 294 93 3.2

Clase ll
Bacillus stearothermophilus 60 330 220 1.5
Thermoanaerobacter saccharolyticum 65 315 120 2.6
T. thermosulfurigenes 65 265 142 1.9
Thermoanaerobacter maritime 90 810 118 6.9
Thermoanaerobacter neapolitana 90 1139 88.5 12.9

SINTESIS DE OLIGO Y POLISACARIDOS

Glucanotransferasas

El conjunto de enzimas, englobadas bajo el nombre de glucanotransferasas, llevan a cabo una

reaccién de transglucosilacion en la que una parte de la molécula donadora es transferida a un

aceptor. La enzima ciclodextrin glucosiltransferasa es un buen ejemplo estas transferasas. En la

parte inicial de la reaccidn, la enzima rompe los enlaces o-glucosidicos. En una segunda parte

transfiere el extremo no reductor al extremo reductor con el objeto de formar una molécula

ciclica.
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Existen dos tipos de glucanotransferasas: las 4-alfa-glucanotransferasas (también conocidas
como amilomaltasas) que forman enlaces alfa-1,4 y, las ramificadoras del glucégeno/almidén
gue forman enlaces alfa-1,6. Ambas se utilizan en la industria alimentaria desde hace décadas.

Ciclodextrin-tranferasas

Las ciclodextrinas son ciclos de glucooligosacdridos unidos mediante enlaces alfa-1,4 que
contienen 6, 7 u 8 residuos de glucosa (llamadas alfa-, beta- y gamma-ciclodextrinas
respectivamente) y que actualmente es también conocida como azucares Schardinger. Este
tipo de oligosacarido presenta un exterior hidrofilico y una cavidad interior hidrofébica donde
pueden acoger moléculas organicas no polares (véase la figura).

Figura 4. llustracidn de ciclodextrina. Tomado de Costa (2015)

Esta capacidad hace de las ciclodextrinas unas sustancias con beneficiosas propiedades desde
el punto de vista tecnoldgico. En la industria alimentaria pueden ser utilizadas para reducir o
eliminar el colesterol de los alimentos, para estabilizar compuestos volatiles y labiles o para la
suprimir olores o sabores no deseados. Uno de los usos que se les ha dado es en el sector de
las bebidas. En las bebidas carbonatadas y no carbonatadas, estos oligosacaridos son utilizados
para anadir fibra alimentaria al producto final y asi mejorar su calidad nutricional. También se
les da el mismo uso en cereales y panes.

Otro posible uso es para encapsular sustancias como los acidos graso omega 3. Investigadores
noruegos estan investigando sobre las posibilidades de encapsulacion usando esta sustancia
con el objeto de producir nutraceuticos.

Las ciclodextrinas son producidas mediante la licuefaccién del almidén y la posterior adicion
del enzima ciclodextrina glucosiltranferasa (E.C. 2.4.2.19). La empresa alemana Wacker Chemie
comercializan alfa-ciclodextrinas obtenidas de E. coli K12 (la informacidn genética para la
sintesis del enzima proviene de Klebsiella oxytoca). La proteina se purifica a través de
precipitacion con 1-decanol y decantacidn y destilacion al vapor.
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Otro tipo de enzimas que intervienen en la produccion de polimeros que contienen residuos
ciclicos de glucosa son las cicloamilasas. Aunque no se suelen utilizar de manera comercial, se
ha comprobado que tienen un uso potencial como chaperonas para prevenir el mal
plegamiento de proteinas.

Amilomaltasas (o 4-a-glucanotrasnferasas)

Las amilomaltasas, como las obtenidas de Thermus thermophilus y Pyrobacterium aerophilum,
pueden ser utilizadas para producir la gelatinizacién termorreversible del almidén. La enzima
transfiere parte de la amilosa al extremo no reductor de las cadenas laterales de amilopectina.
El producto resultante consiste Unicamente en la modificacion de las moléculas de
amilopectina para que las largas cadenas laterales sean capaces de formar un gel blanco y
opaco. La gelatinizacion que produce la amilomaltasa es termorreversible pues el gel se vuelve
soluble al aplicar calor. Estas propiedades podrian ser utilizadas como sistemas de
encapsulacién de sustancias durante la produccién de alimentos, tal y como muestran las
investigaciones que se han ido desarrollado durante la ultima década sobre las
amilomaltasas®.

Sintesis de prebiodticos a partir de glicosidasas

Otra de las posibilidades de uso de las glicosidasas son la produccion de prebidticos tales como
los fructooligosacdridos (FOS) o los galactooligosacaridos (GOS). Los prebidticos son, segun la
FAO, “ingredientes alimentarios que al ser fermentados selectivamente producen cambios
especificos en la composicidn y/o actividad de la microbiota gastrointestinal confiriendo
beneficios en la salud del individuo”. Otra definicidn, dada por la Organizacion Mundial de
Gastroenterologia es: “sustancias de la dieta,fundamentalmente polisacaridos no amilaceos y
oligosacaridos, no digeribles por enzimas humanas que nutren a grupos seleccionados de
microorganismos que habitan en el intestino favoreciendo el crecimiento de bacterias
beneficiosas sobre las nocivas”. Algunos estudios sugieren que los prebidticos podrian ejercer
efectos fisioldgicos beneficiosos para la salud y el bienestar del organismo, en relacién con su
capacidad para modular la microbiota intestinal. Estos efectos pueden ser ejercidos no sélo en
el colon, sino también en todo el organismo contribuyendo, de esta forma, a reducir el riesgo
de padecer ciertas enfermedades intestinales o sistémicas.

Aungque en el mercado mundial se estan comercializando como prebidticos un gran nimero de
carbohidratos, solamente existe evidencia cientifica de sus propiedades en humanos, en los
fructanos tipo inulina y los FOS, los GOS, la lactulosa y los oligosacaridos de leche humana.

Sintesis de galactooligosacdridos (GOS)

Los GOS son compuestos obtenidos industrialmente a partir de la lactosa del permeado de
suero de queseria, mediante transglicosilacion catalizada por B-galactosidasas (lactasas). Estas
enzimas, en determinadas condiciones, son capaces de catalizar tanto la hidrdlisis de la lactosa
como la formacidn de un enlace Bglicosidico entre la galactosa liberada en la hidrélisis y la



lactosa u otros carbohidratos presentes en el medio de reaccidn. Los GOS también se

encuentran de forma natural en la leche humana y animal. Estos oligosacaridos contienen de

2-10 moléculas de galactosa unidas a una glucosa terminal y se diferencian entre si en la

longitud de la cadena y en el tipo de enlace. Se utilizan en la elaboracién de leches

maternizadas (junto con FOS) con objeto de imitar los efectos de la leche humana sobre la

microbiota de los lactantes. Debido a las posibles propiedades beneficiosas para la salud

asociadas al consumo de estos prebidticos, la demanda de alimentos que los contienen se ha
incrementado enormemente, particularmente en Japén y Europa. Por ello, se han realizado

numerosos estudios encaminados a optimizar su produccion especialmente mediante

transgalactosilacion via enzimdtica, ya que la sintesis quimica es muy tediosa. En la tabla Ill
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puede observarse la gran variedad existente, en cuanto a productos comerciales se refiere, de

los GOS que se usan actualmente en la industria de alimentos?®.

Tabla 3 GOS comerciales y empresas elaboradoras para la industria de alimentos. Tomado de

Corzo (2015).

Nombre comercial del
prebiodtico

Empresas elaboradoras

Procedencia de B-
galactosidasas

Bimuno (en jarabe y en
polvo)

Clasado Ldt Milton Keynes,
UK

Bifidobacterium bifidum

Cup-oligo H-70 (jarabe)
Cup-oligo P (en polvo)

Nissin Sugar Manufacturing
Company Tokio Japon

Cryptococus laurentii

Dairygold GOS

Dairygold Food Ingredients
(Irlanda)

Garakutoorigo (jarabe)

San-ei Sucrochemical Co, Ldt

Oligomate 50

Oligomate 55 (jarabe)
Oligomate 55 P (en polvo)
TOS-100

Yakult Honsha (Tokio, Japdn)

A. oryzae, S. thermophilus

S. singularis, K. lactis

Promovita GOS

Fayrefield Food, Creece, UK
First milk ingredients, UK

Aspergillus oryzae

Purimune

GTC Nutrition (USA)

Bacillus circulans

P7L

Snow Brabdt Milk Products
(Japdn)

Transgalactosylated:
- oligosacaridos
- disacaridos

Aspergillus oryzae
Streptococcus thermophilus

Vinital-GOS: TOS syrup

Borculo Domo Ingredients
(zwolle, The Netherlands)

Bacillus circulans

La eficiencia de la sintesis de los GOS debido a la actividad transgalactosidasa de la 8-

galactosidasa depende tanto de las condiciones aplicadas en el proceso como de la enzima

utilizada. La sintesis de GOS es una reaccion cinéticamente ajustable, por tanto, las

caracteristicas de la enzima determinan la formacion de los GOS, de sus estructuras, y la
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productividad del enzima.

Ademas, aparece el problema de que la lactosa apenas se disuelve en agua (18.9 g por 100 g a
25 2C). Para conseguir una mayor concentracion de sustratos se ha de aumentar la
temperatura. Considerando que las temperaturas elevadas aumentan la velocidad de reaccion
de la formacidn de oligosacaridos, estas temperaturas pueden ser perjudiciales para el
biocatalizador. Por otro lado, la alta concentracidon de azulcares tiene un efecto estabilizador en
las proteinas debido a la hidratacidn preferencial de la proteina.

Esto permite la sintesis de GOS a temperaturas mas altas que el 6ptimo en soluciones acuosas
diluidas. Un buen ejemplo es la B-galactosidasa derivada de Kluyveromyces lactis, que tiene
una temperatura 6ptima de 40 2C. La actividad de la enzima disminuye rapidamente al
aumentar la temperatura en soluciones acuosas'’.

Ademas de la temperatura, el valor pH de la solucidn es otro factor importante que influye en
la reaccion. La dependencia del pH de la actividad de la enzima se determina en gran medida
por el organismo del que se deriva el enzima. La Tabla IV proporciona ejemplos de las -
galactosidasas bien descritos derivadas de diferentes fuentes. También se mencionan los
rangos de sustrato y los rendimientos GOS.

Tabla 4. Sustratos, temperaturas y rangos de pH en la sintesis de GOS mediante [3-
galactosidasa obtenida de diferentes fuentes. Tomado de Kovacs (2014).

Fuente de la Concentracion Temperatura (2C) pH Rendimiento
enzima de lactosa (g/L) GOS (%w/w)
Bifidobacterium 300-500 37-65 6.0-7.5 20-55
sp.
B. circulans 45-400 15-60 4.5-7.0 6-56
K. lactis 200-400 6.5-7.3 6.5-7.3 5-50
A. oryzae 100-475 4.5-6.5 4.5-6.5 10-35

El proceso comienza con la disolucién de lactosa a una elevada temperatura para obtener una
solucidn sustrato con un suficiente contenido de materia seca. Posteriormente, la solucidn se
enfria a la temperatura de reaccidn éptima y se transfiere a un reactor (reactor discontinuo
agitado). Después del ajuste del pH usando hidréoxido de sodio, se afiade la enzima al reactor
para la conversion de la lactosa a GOS. Después de la reaccién de sintesis, la enzima se inactiva
por calentamiento. Después de refinar y decolorar, se afade acido citrico y el producto se
concentra por un evaporador para obtener un jarabe con 75 % de sélidos totales.
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Figura 5. Diagrama de flujo en la sintesis de GOS. Tomado de Kovacs (2014).
Sintesis de fructooligosacdridos (FOS)

Los FOS son oligosacdridos que se obtienen por hidrélisis de la inulina presente en productos
vegetales, o mediante transfructosilacion enzimatica, a partir de sacarosa, utilizando
fructosiltransferasas. Los FOS, obtenidos por sintesis enzimatica utilizando sacarosa, son una
mezcla de fructanos con los enlaces glicosidicos pueden ser B-(2->1) o del tipo B-(2->6).
También se pueden obtener mediante hidrélisis parcial utilizando endo-inulinasas
obteniéndose oligofructosa®’. Los FOS formado por hidrélisis contiene cadenas mds largas, y
no todos los enlaces B-(2-2) de las cadenas fructosilo terminan con una glucosa terminal. Los
FOS se encuentran naturalmente en varios materiales bioldgicos y se pueden extraer de, por
ejemplo, la leche caprina, la cebolla, esparragos, y la cscara del platano?®,

Las enzimas utilizadas en la produccion de FOS suelen ser la B-D-fructofuranosidasa (invertasa,
EC 3.2.1.26) o fructosiltransferasa (EC 2.4.1.9). La sintesis es un proceso complejo que implica
una multitud de reacciones secuenciales que conducen a diferentes productos finales. Uno de
los subproductos de estas reacciones es la glucosa, que ha resultado ser el principal factor de
la disminucion de rendimiento durante la sintesis de FOS.

Se ha observado que el tipo de inhibicion de la glucosa depende también de la fuente de la
enzima. Esto es, la glucosa inhibird la reaccién en un grado u otro en funcién del origen de la
enzima. La enzima proveniente de Aspergillus niger ATCC 20611 presenta un modelo de
competicion no competitiva. La inhibicién competitiva por la glucosa se ha observado en
Rhodotorula sp, Aspergillus japonicus, y Aureobasidium pullulans. El principal reto en la
produccién de FOS es lograr un alto rendimiento y una alta pureza de FOS. La cantidad y la
naturaleza del FOS formado en el proceso catalizado enzimaticamente dependen de varios
factores, incluyendo la fuente de la enzima, la concentracion, y la naturaleza del sustrato, y las
condiciones de reaccion.
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Los FOS producidos a partir de sacarosa también pueden producirse a partir de la sacarosa

presente en diferentes fuentes, tales como los desperdicios agricolas o subproductos baratos.

Un ejemplo son la melaza de remolacha, los residuos de yuca, el salvado de cereales,

productos de maiz, bagazo de cana de azlcar y subproductos del café y el té. En la tabla 5 se

muestran las diferentes caracteristicas de las enzimas segun su origen:

Tabla 5. Caracteristicas de las fructosiltransferasas (segln su origen) utilizadas para la

produccién de FOS y la conversién de sacarosa. Tomado de Kovacs (2014).

Fuente de la enzima Concentraci Condiciones Conversion | Rendimiento | Fructos
On inicial de dela de FOS a
sacararosa reaccién sacarosa (%w/w) liberada
(/L) (%w/w) (%w/w)
Aspergillus sp. 27H 615 40 °C, pH 5.5 52 61 Trazas
Aspergillus sp. N74 550 60 9C, pH 5.5 90 50 *n.r.
Aspergillus oryzae 600 559C,pH6
(0.05M 86 57 Trazas
citrato/fosfato)
A. oryzae MTCC 5154 600 55¢C 80 54 *n.r.
A. pullulans 600 55¢C, pH 5
(acetato de *n.r 59 *n.r
sodio)
B. macerans EG-6 200 50¢9C, pH5
(acetato de 93 39 10
sodio)
B. macerans EG-6 500 37°C, pH 6 98 42 9
(fosfato)
F. oxysporum 172464 500 26 °C, pH5
(acetato de 50 30 30
sodio)
Penicillium rugulosum 775 55¢9C, pH 5.5
(acetato de 98 84 1.4
sodio)
Rhodotorula sp. LEB- 775 50°C, pH 4.5
Y410] (50 mM acetato 91 54 2
de sodio)
Rhizopus stolonifer 600 55¢9C, pH5.2
LAU 07 (0.1 M acido *n.r 34 *n.r
citrico/K;HPO,)
Aspegillus aculeatus 400-600 50-65 °C, pH 5-6 70-89 53-69 0-6

* No remitido

El mercado de los FOS ya es sustancial y esta creciendo rapidamente. En la actualidad, un gran

numero de compafiias producen FOS en escala industrial. A continuacion se resumira el

proceso de fabricacion de Neosugar G y Neosugar P, las dos formulaciones de FOS producidas
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comercialmente por Meiji Seika (Japdn). Neosugar G se produce en un proceso por lotes
convencional usando enzimas libres obtenidos a partir de Aspergillus niger ATCC 20611. La
reaccion se lleva a cabo en un reactor de tanque agitado con una solucién de sacarosa de alta
concentracion (50-60 (% w/w)) a pH 5,5-6,0 y a 50-60 C. La mezcla de hidratos de carbono
resultante (que contienen FOS, glucosa, y sacarosa residual) después se calienta hasta 90 2C
durante 30 min con el fin de desactivar la enzima. La mezcla de reaccion se enfria a menos de
50 2C, se clarifica por filtracién, y se desioniza a través de una columna de resina de
intercambio idnico. La mezcla de reaccidn purificada se concentra al 75% (w / w) por
evaporacion. El producto resultante, Neosugar G, se compone de alrededor de 55-60% FOS
sobre una base total de carbohidratos. Neosugar P, en la que el contenido de FOS es de mas de
95% sobre una base total de carbohidratos, se obtiene a partir Neosugar G mediante la
eliminacidn de azucar y glucosa residual por cromatografia Movingbed simulada®.

Actualmente estd aceptado que la inulina y los FOS no se degradan ni se absorben en el tracto
gastrointestinal superior de tal forma que llegan intactos al colon donde son metabolizados
por la microbiota intestinal. La configuracién B en posicion 2->1, del carbono anomérico de la
fructosa, les hace resistentes a la hidrdlisis por las enzimas digestivas humanas. Los FOS
favorecen el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos disminuyendo el de bacteroides y
clostridios. El reconocimiento de la inulina y los FOS como ingredientes GRAS (Generally
Recognized as Safe) en USA'y como FOSHU (Foods of Specified Health Use) en Japdn ha
permitido que actualmente, la inulina y la oligofructosa se utilicen sin restricciones en un gran
numero de alimentos como yogures, bebidas, barritas de cereales, galletas, cereales y
productos de bolleria o formando parte de alimentos simbidticos?’.

Hidrdlisis de la celulosa y sus derivados

La celulosa ((C6H1005)n con un valor minimo de n = 200) es un biopolimero constituido por la
unién de moléculas de B-glucosa a través de enlaces B-1,4-glucosidico, lo que hace que sea
insoluble en agua. El enlace B impide que la molécula se enrolle, de forma que las cadenas de
celulosa pueden adoptan una conformacion plenamente extendida permitiendo que se
empaqueten con facilidad mediante puentes de hidrégeno, lo que explica su resistencia y su
insolubilidad en agua. A diferencia de los casos anteriores, los vertebrados no poseen enzimas
capaces de hidrolizar el enlace 8-(1-4), sélo los herbivoros poseen microorganismos
simbidticos con una enzima (celulasa) que permite hidrolizar los enlaces R-(1-4) glucosidicos.
En la actualidad, las plantas industriales encargadas de producir celulosa extraen esta fibra de
la madera del pino y del eucalipto, separandola de las otras componentes de la madera como
la lignina y la hemicelulosa. Durante siglos, esta fibra se ha constituido en la materia prima
para la fabricacién de diversos objetos de uso cotidiano, entre los cuales sobresale, por su
importancia, la elaboracidn del papel. Al no ser atacable por las enzimas digestivas del
hombre, es una importante fuente de “cuerpo voluminoso”, de la dieta. Es parcialmente
degradada a glucosa por la accidn bacteriana del intestino grueso. Se encuentra en las pieles
de frutas, las cubiertas externas de las semillas y de tallos y en las hojas de ciertos vegetales.

La degradacién enzimatica de los polisacaridos de la pared celular de los vegetales juega un
papel importante en la extraccidon de los compuestos presentes en los vegetales y frutas, ya
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que los preparados enzimaticos, al degradar los polisacaridos presentes en el tejido,
incrementan la formacidn de los poros, el tamafo del poro y la porosidad total del sustrato lo
gue permite una mejor difusién del solvente a través del tejido de las frutas o vegetales dando
como resultado una mayor y rapida recuperacion de los compuestos extraidos. Pero la
aplicacion de algunos preparados enzimaticos no esta limitada a facilitar la liberacion de los
componentes alimenticios, o a mejorar la eficiencia del proceso y el rendimiento de la
extraccidn, sino también la accién de las enzimas presenta un impacto importante sobre el
aspecto nutricional, la calidad y la estabilidad de los productos extraidos?.

El efecto de B-glucanasa (la celulosa es un tipo de Bglucano) en la panificacién apenas ha sido
investigado. El uso de una concentracién de enzima éptima (0,04 %) aumentd el volumen
especifico (57,5 %) y elasticidad (21 %), y redujo la firmeza de la miga (74 %) y la tasa de
endurecimiento. El pan al que se le ha adicionado B-glucanasa tenia un mejor sabor, suavidad,
y la aceptabilidad global de las caracteristicas sensoriales en comparacion con el pan de
control mejord. Por otra parte, la calidad del pan compuesto de trigo - cebada después de la
adicién de 0,04 % de beta-glucanasa fue casi igual a la calidad del pan de trigo puro. Estos
resultados indican que la masa caracteristicas reoldgicas y la calidad del pan de harina de trigo-
cebada compuesto se pueden mejorar mediante la adicién de un nivel distinto de B-
glucanasa®®.

Las celulasas son enzimas importantes industrialmente, pues se utilizan ampliamente en la
industria textil, en la extraccion de jugos de frutas, en los aditivos para piensos animalesy en la
gestidn y blanqueamiento de la pasta de papel en la industria del papel. En el escenario actual,
hay un creciente interés en la bioconversidn de la celulosa en azlcares fermentables, lo que
permitiria la produccién de biocombustibles y productos quimicos a través de fermentaciones
industriales®.

La accidén enzimatica para llevar a cabo la hidrélisis de la celulosa implica la operacién
secuencial y la accién sinérgica de un grupo de celulasas, que presentan diferentes sitios de
enlace, debido a la naturaleza compleja de la molécula de celulosa. El sistema de celulasa
tipico incluye tres tipos de enzimas: la endo-B-1,4- glucanasa (1,4-B-D-glucan glucanohidrolasa
E.C.3.2.1.4), la exo-B-1,4-glucanasa (1,4-B-Dglucan celobiohidrolasa E.C.3.2.1.91) y la B-1,4-
glucosidasa o celobiasa (B-D-glucésido glucohidrolasa E.C.3.2.1.21).

Las glucanasas son enzimas que degradan B-glucanos y se clasifican en dos grandes grupos
segun los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato, identificados por los productos
de hidrdlisis: las exo-B-glucanasas, las cuales hidrolizan el sustrato por ruptura secuencial de
residuos de glucosa desde el extremo no reductor, y las endo- B-glucanasas, que rompen
aleatoriamente los sitios de enlace b de la cadena polisacaridica, liberando pequefios
oligosacaridos.

Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de bacterias y hongos aerdbicos o
anaerdbicos, mesofilos o termofilos. Sin embargo, sélo algunos de ellos producen la celulasa
extracelular capaz de hidrolizar la celulosa. Un ejemplo seria Trichoderma koningii. Otros
microorganismos productores de celulasas incluyen a los hongos aerébicos termofilicos
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(Sporotrichum thermophile), los hongos anaerdbicos mesofilicos (Neocallimastix frontalis), las
bacterias aerdbicas mesofilicas y termofilicas (Cellulomonas sp), y las bacterias anaerdbicas
mesofilicas y termofilicas (Acetivibrio cellulolyticus). Entre estos microorganismos, los
termofilicos son de interés por su capacidad para producir enzimas celuloliticas termoestables,
las cuales son en general estables bajo condiciones severas, incluso en niveles de pH altamente
acidos o alcalinos asi como temperaturas de hasta 90 °C. Las enzimas celuloliticas producidas
por las bacterias del género Bacillus presentan basicamente actividad endo-B-1,4-glucanasa y
exo-B-1,4- glucanasa; pero tienen una caracteristica particular, en especial las enzimas
producidas por Bacillus subtillis y es |a resistencia a ser inhibida por la glucosa o celobiosa®.

El mecanismo propuesto en la literatura para la degradacién de la celulosa puede resumirse en
tres etapas: primero la endo B-1,4-glucanasa actua al azar sobre los enlaces B-1,4 glucosidicos
internos presentes entre las unidades de glucosa que forman la molécula de la celulosa, y
convierte las cadenas largas a oligosacaridos, los cuales mantienen la configuracion B de su
estructura. La accién de esta enzima es sobre las regiones amorfas de la molécula de celulosa o
sobre la superficie de las microfibrillas, y tiene como resultado la disminucién de la longitud de
la cadena de celulosa y la creacién de nuevos extremos reactivos que sirven de sustrato para la
posterior accidn de la exo-B-1,4-glucanasa®®. Esta enzima, que corta las cadenas a partir del
extremo no reductor de la molécula de celulosa y de las ciclodextrinas, provoca la separacion
de unidades de celobiosa o glucosa. Ambas enzimas, la endoglucanasa y la exoglucanasa, son
inhibidas por uno de los productos de la hidrélisis enzimatica, la celobiosa, lo que disminuye la
eficiencia de la hidrdlisis.

Una vez degradada las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la tercera etapa de la
hidrélisis, en donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada, como resultado de la accidn
sinérgica de la endoglucanasa y la exoglucanasa. Finalmente, una etapa que limita la
degradacion de la celulosa es la hidrdlisis de la celobiosa a glucosa mediante la accidn de la B-
1,4- glucosidasa celobiasa, porque las glucanasas son inhibidas por la celobiosa.

Ademas, el estudio de la literatura sugiere que los aditivos metalicos como MnCl,, KCI, CaCl,,
ZnCl,, FeCls, CoCly, PbNO,, HgCl,, MgCl,, y CdSO,4 podrian actuar como cofactores o inhibidores
de las enzimas celuloliticas. Para determinar estos iones metalicos que pueden inducir el
sistema enzimatico, hemos tratado todos estos aditivos metalicos para las aplicaciones
practicas.

Una de las aplicaciones a las que se les esta dando a las glucosidasas es para la produccion de
bioetanol para su uso como combustible.

En un trabajo llevado a cabo por investigadores chinos se propone el reciclaje de enzimas por
re-adsorciéon para reducir el uso de la enzima en la conversién de lignocelulosa y reducir por
tanto los gastos de produccidn. Este estudio propone la combinacidn de una cepa de levadura
modificada genéticamente que expresa B-glucosidasa. Esto permite reducir la cantidad de -
glucosidasa en los experimentos que llevan a cabo el reciclado de enzimas. El uso de estas
cepas supuso un ligero aumento en la concentracion de etanol que se obtuvo después de un
96-h de fermentacién de mazorcas de maiz pretratados. Las concentraciones de etanol
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aumentaron un 34,7% vy 62,7% en las siguientes dos rondas de reciclaje utilizando la cepa
modificada en comparacidn con aquellos que utilizan su cepa parental sin adicién -
glucosidasa. Ademas, con la adicion de B-glucosidasa en 30 CBU / g de celulosa, la
concentracién de etanol después de dos rondas de reciclaje superd el 90% de la observada en
la primera ronda con la cepa de ingenieria a una alta carga de celulasa inicial®%.

Una vez comentado el uso de las glucosidasas para la produccion de biocombustible nos
centramos en los posibles usos para estas enzimas en la alimentacién. Sabiendo que las
glucosidasas son capaces de degradar grandes cadenas de polisacaridos tales como el almiddn
y la celulosa, y teniendo en cuenta que hay enzimas que son capaces de transformar los
productos de las reacciones glicoliticas en otros monosacaridos u oligosacdridos mas
provechosos que la glucosa desde el punto de vista tecnolégico e incluso nutricional, es posible
considerar el uso de enzimas para producir ingredientes alimentarios a partir de desechos
industriales tales como los rastrojos agricolas u otros residuos organicos ricos en polisacaridos
(restos vegetales principalmente).

OBTENCION DE INGREDIENTES ALIMENTARIOS A PARTIR DE RESTOS VEGETALES

Los procesos enzimaticos descritos a lo largo del TFG estan orientados a responder una
pregunta: ¢seria posible obtener todos los ingredientes alimentarios que se describen a partir
de restos vegetales como la madera o los rastrojos agricolas? En este apartado intentaremos
analizar la propuesta de si obtener ingredientes para la alimentacién a partir de ciertos restos
vegetales es posible.

Para poder entender este proyecto es necesario conocer los primeros pasos en la obtencién de
azucares simples a partir de hidratos de carbono complejos. En la revista Unasylva (1952) se
publicé un articulo sobre la sacarificacion de la madera por métodos no enzimaticos. Tal es la
fe de los autores de las investigaciones que llegan a afirmar que: ‘Todo pais que cuente con
abundancia de residuos celuldsicos podra convertir estos materiales en combustible o en
alimentos, en caso de guerra, sin tener que recurrir a sus tierras agricolas productivas.’

“El volumen y naturaleza de los azucares que puedan obtenerse de la madera, asi como los
procesos que exige la necesaria hidrdlisis, vienen determinados por los polisacaridos de la
madera.

El principal polisacarido en todos los materiales de plantas lefiosas es la celulosa, andloga
desde el punto de vista quimico y fisico al algoddn hidréfilo en el sentido de que es fibrosa,
posee una alta resistencia a los alcalis y es muy dificil de hidrolizar con produccién de glucosa.

Las hemicelulosas se hallan presentes en la madera y en otros materiales celuldsicos en una
proporcién aproximada de un tercio de los hidratos de carbono totales. La hemicelulosa es
amorfay, por carecer de una organizacidn cristalina, se hidroliza con mucha mayor facilidad
que la celulosa. Si el total de hidratos de carbono de la madera pudiera hidrolizarse con la
misma facilidad que la hemicelulosa, no habria lugar a dudas en cuanto a la inmediata y amplia
utilidad industrial de la sacarificacién de la madera.
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Los azucares componentes del producto final de la degradacidn hidrolitica de 20 especies
diferentes de madera contienen glucosano, galactano, manano, arabano y xilano. La
proporcién de galactano, basada en el azlcar total producido por hidrdlisis de especies
coniferas, varia entre un 6,0 y un 17,5 por ciento, y la de manano entre un 7,5 y un 16,0 por
ciento. Los valores correspondientes para especies frondosas son de 1,0 a 4,0 por ciento y de
0,5 a 4,0 por ciento, respectivamente. El contenido de xilano de las especies coniferas varia
entre un 9,0 y un 13,0 por ciento, y el de las especies frondosas entre un 19,5 y un 39,0 por
ciento. El contenido de arabano es bajo en todos los casos, y solamente excede del 3 por
ciento para tres de las especies coniferas. La composicion de los hidratos de carbono de una
especie determinada no se mantiene estrictamente constante, pero las variaciones presentes
no bastan a borrar las diferencias caracteristicas observadas entre las coniferas y las frondosas.

La lignina es el principal elemento constitutivo de la madera y de otras plantas, distinto de los
hidratos de carbono. En esencia es un material aromatico polimerizado, y la mayor parte del
mismo se obtiene por procedimientos hidroliticos como residuo insoluble, en la proporcién del
20 al 30 por ciento de la madera tratada. La quimica de la lignina ha sido estudiada
recientemente con todo detalle por Brauns ( falta el afio). A pesar de que la lignina no ha
tenido mucha aplicacién hasta ahora, podria muy bien resultar la clave de algun futuroy
satisfactorio proceso de elaboracidn para el aprovechamiento combinado de residuos
celulésicos.

La conversion de materiales celuldsicos en azlcar parece a primera vista constituir una simple
disociacion hidrolitica de los enlaces de los glucdsidos. Segun esto deberia esperarse una
reaccion simple, con reducido gasto para la fabrica que a ello se dedique. En la realidad, sin
embargo, la celulosa es un polisacarido Unico entre todos los conocidos y posee una
extremada resistencia a la hidrdlisis. Los enlaces de los glucésidos se disocian facilmente, pero
la estructura cristalina de la celulosa da por resultado una baja accesibilidad para el acido
diluido que de ordinario se emplea como catalizador. En consecuencia, la temperatura y
concentracién del acido necesarias para conseguir la reaccién en un tiempo razonable
ocasiona una grave descomposicidn de los azlcares resultantes. Enfrentados con esta realidad,
solamente se presentan unas cuantas soluciones alternativas para una hidrdélisis practica:

1. Efectuar una simple hidrélisis por acido diluido sin separar el producto a medida que éste se
forma.

2. Seguir un procedimiento de percolacién en el que se aumente el rendimiento mediante una
extraccién continua del producto a medida que se forma.

3. Seguir, en fin, un procedimiento por acido concentrado por el que se destruya la estructura
cristalina de la celulosa y se solubilicen los hidratos de carbono, hidrolizandolos por ultimo
totalmente por acido diluido.

Tras una profunda explicacién del proceso de comentara los principales problemas que
surgieron y algunas posibles soluciones que pudieron adoptar:
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Considerando el elevado coste de la manipulacion de las materias primas, el costo de los
productos quimicos y las necesidades térmicas, resulta evidente que habra de tratarse por
todos los medios de aprovechar plenamente todos los productos resultantes, y éstos deberdn
obtenerse con la maxima calidad posible y compatible con el costo. Ninguna empresa
comercial ha tenido éxito en tal aprovechamiento. En ninglin caso pudo encontrarse para la
lignina, que forma del 30 al 40 por ciento de la sustancia lefosa seca, un uso mas ventajoso
que el de combustible. Se ha visto que el algunos casos la fraccion de hemicelulosa necesitaba
un tratamiento mucho mas moderado que la celulosa resistente, pero no se ha aprovechado la
circunstancia de que, al menos un producto quimico de naturaleza Unica, como es el furfurol,
podia obtenerse de esta fraccién de pentosano. En casi todos los casos el hexosano producido
se ha utilizado en forma de melazas crudas que contenian una gran proporcién de impurezas
desconocidas. Sin duda alguna, parte de estas impurezas podrian separarse con gran provecho
en forma de productos quimicos organicos de precio superior, lo que conduciria a una doble
ganancia. Tratandose del proceso por acido fuerte, se obtiene una fraccién de azucar de alta
calidad. Recientemente se ha propuesto un plan para fabricar dextrosa cristalina, que
permitiria vender aproximadamente el 55 por ciento del aztcar producido como alimento,
colocandose el resto como melazas. La produccién de azucares de alta calidad a partir de los
productos de la hidrélisis de la madera por acido diluido no ha llegado a conocerse
debidamente, debiendo ser objeto de posteriores investigaciones. Se ha indicado un método
para purificar el azicar mediante la adicién de cloruro sddico, que forma un cristal binario con
la glucosa. El rendimiento en azucar de todos los procesos es elevado. Seria provechoso
orientar las nuevas investigaciones hacia un aumento en el rendimiento de los productos
totales.”" 8.

Ya mostrado el proceso que se realizd quimicamente analizaremos si los problemas que los
cientificos reportaban se pueden resolver con el uso de las glicosidasas.

Para saber la composicion de la madera (informacion mas actualizada que la anterior)
tomaremos los datos de un estudio mexicano para la especies vegetales D. granadillo y P.
lasiocarpum: lignina (26.24 a 27.24 %) y holocelulosa (49.24 a 50.66 %), y lignina (25.24 a 25.95
%) y holocelulosa (53.26 a 55.25 %), respectivamente??. Asi pues, estos son los principales
componentes sobre los que actuaria la glucosidasa.

Se llama holocelulosa al total de carbohidratos poliméricos que hay en el material, es decir a la
suma de celulosa y hemicelulosas®.

De la celulosa ya hemos visto su hidrdlisis mediante el uso de celulasas. En un experimento
publicado por Journal of Experimental Nanoscience se utilizé B- glucosidasa de Trichoderma
reesei y se inmovilizé sobre magnetita sintética superparamagnético (Fes04) con
nanoparticulas con un didmetro medio de 10 nm. Esto se utiliza para complementar celulasa
en la hidrdlisis enzimatica de tres sustratos: paja de trigo pretratada con vapor, Eucalyptus
globulus pretratada por hidrotermdlisis y E. globulus pretratada por hidrotermdlisis seguido
por extraccion alcalina. Los rendimientos de hidrdlisis para cada material pretratado, utilizando
B -glucosidasa inmovilizada y celulasa libre, fueron 76,1 %, 83,6 % y 75,6 %, respectivamente, y

resultaron en una mejora de los rendimientos de hidrélisis en comparacion con sélo celulasa.
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La inmovilizacidn de enzimas ofrece una oportunidad para reducir los costos de las enzimas en
el proceso de produccidn de bioetanol?*, y alternativamente para la produccién de
ingredientes alimentarios.

El xilano es el segundo de los polisacaridos mdas abundante renovables en la hemicelulosa. Se
ha estimado que aproximadamente 500 millones de toneladas de este tipo de materiales se
producen anualmente a partir de los residuos de los cultivos mas importantes y por lo tanto la
extraccién efectiva de procesos enzimaticos y microbioldgicos de estos materiales es de gran
interés industrial.

El cultivo del arroz produce aproximadamente ocho y cincuenta y ocho toneladas por hectdrea
paja de arroz como una biomasa vegetal valiosa y renovable, que es un desperdicio agricola
importante en Corea del Sur. La quema de biomasa de residuos de arroz tiene implicaciones de
riesgo ambientales globales. La biomasa de residuos de arroz produce principalmente tres
componentes quimicos; celulosa (25-35%), hemicelulosa (25-30%), lignina (10-20%) y podria
ser utilizado como un recurso renovable de energia. Streptomyces sp. MDS, la cepa estudiada
en este trabajo, fue capaz de crecer en diferentes sustratos celuldsicos produciendo sustancial
multiple celulolitica (endoglucanasa, exoglucanasa, celobiasa) y hemicelulolitica (xilanasa y
glucoamilasa) enzimas extracelulares. El analisis HPLC confirmé la degradacion de estos
sustratos celuldsicos en azucares solubles que indican la implicacion de las celulasas en el
metabolismo de estos sustratos. La suplementacién con iones Ca; +y Fe; + estimulé
significativamente la actividad de todas las enzimas celuloliticas. Multiples enzimas
celuloliticas producidas por Streptomyces sp. MDS en la presencia de diferentes sustratos
celuldsicos muestran una tolerancia térmica alta, un rango de actuacién de pH vy la estabilidad
del detergente suficientemente alto para justificar aplicabilidad de esta cepa. Estas
caracteristicas enzimdticas son atractivas para potenciales biorrefinerias lignoceluldsicas
tomando para ello abundante biomasa de residuos lignoceluldsicos nativa (principalmente, la
paja de arroz, paja de trigo) como sustrato. Los resultados obtenidos hacen de esta variedad
digna de mayor investigacion, y potencialmente viable para aplicaciones biotecnolégicas en
diferentes areas para la hidrdlisis de diferentes sustratos celuldsicos mediante la produccion
de enzimas celuloliticas de multiples componentes y la utilizacién del hidrolizado de celulosa
para la produccidon de etanol® (o alimentos).

Para poder llevar a cabo este proceso de obtencidn de ingredientes alimentarios de manera
bibliografica se ha de buscar informacién sobre la produccién de etanol via enzimatica pues el
proceso de sacarificacion es comun en ambos. Segun la revista FUEL entre las enzimas
necesarias para la hidrdlisis del almidén granular, el principal grupo comprende enzimas
amiloliticas que actuan sinérgicamente con polisacaridos desramificantes (amilosa de cadena
lineal y amilopectina de cadena ramificada) en glucosa. Entre las enzimas que se utilizan para
la hidrdlisis del almidén granular, el principal grupo de ellas las comprenden las enzimas
amiloliticas, las cuales actuan sinérgicamente para producir la hidrélisis de los polisacaridos a
azulcares mas simples como a glucosa. El complejo se compone de endoamilasas, exoamilasas,
y enzimas desramificadoras. Es importante mencionar que otras hidrolasas también juegan un
papel importante en el proceso. Estas llamadas hidrolasas accesorias incluyen celulasas,
xilanasas y proteasas, y su accidn contribuye a exponer el almidén crudo a las amilasas. Por lo
tanto, la produccién de complejos multienzimaticos que contienen amilasas y enzimas
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accesorias puede contribuir significativamente a mejorar la conversiéon y la viabilidad de la
hidrdlisis de almidén granular®.

La conversion industrial de la biomasa lignoceluldsica requiere una etapa de pretratamiento
para permitir la sacarificaciéon enzimdtica subsiguiente. Esto a menudo se caracteriza por una
combinacion de condiciones fisico-quimicas extremas que implican pH alto / bajo y las
temperaturas, presidon elevada y altas concentraciones de sal con el fin de eliminar la lignina,
reducir la cristalinidad de la celulosa y aumentar la porosidad, de modo que las fibras de
celulosa se hacen mas susceptibles a la hidrdlisis por enzimas. El pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica supone unas condiciones duras (altas temperaturas y presiones; extremos de
pH). Las extremozimas (es decir, enzimas capaces de llevar a cabo la catdlisis en condiciones
extremas) son capaces de llevar a cabo la catdlisis durante etapas de pretratamiento para
reducir al minimo el coste y la complicacién de las condiciones variables de proceso entre el
pretratamiento y los pasos de la hidrélisis enzimatica. Archaea, bacterias y hongos sintetizan
las extremozimas, algunas de las cuales tienen propiedades poliextremofilicas. Dichas enzimas
poliextremofilicas pueden soportar simultdaneamente una combinacién de mds de una
condicidn severa como la alta temperatura y la presién (thermopiezophilic), baja temperatura y
alta presion (psychropiezophilic), o de alta temperatura y pH bajo (thermoacidophilic). Las
hidrolasas termdfilas de procariotas se han expresado en plantas que llevan a cabo la
autohidrdlisis de los componentes de polisacéridos de las paredes celulares secundarias®®. En
la siguiente tabla se muestran algunas de estas extremozimas.
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Tabla 6. Ejemplo de genes hiperterméfilos clonados mendiante complementacién o mediante
screening a alta temperatura. Tomado de Guerriero (2015).

Fuente Gen Método de Promotor
clonacion
Endoxilanasa Screening Vector plac
B-Fructosidasa Screening Desconocido
Thermotoga o-Galactosidasa Screening Desconocido
maritima B-Galactosidasa Screening Promotor Lambda
B-Glucosidasa Screening Desconocido
GHD Complementacién Desconocido
Maltosintransferasa Screening Promotor propio
Adenilato kinasa Complementacion Promotor propio
Metionina aminopeptidasa Screening Desconocido
Ornitina Complementacién Vector Tac
Thermotoga carbamoiltransferasa
neapolitana Amilopululanasa Screening E.coli
Pylococcus furiosus o-Amilasa Screening E.coli
Pirridolina carboxil Screening Desconocido
peptidasa
Enterasa Screening Desconocido
Endoglucanasa Screening Desconocido
Pylococcys woesei Pululanasa Screening Desconocido
Sulfubolus Aspartato
acidocaldarius carbamoiltransferasa Complementacion Desconocido

No obstante no hay que olvidar el uso de enzimas procedentes de hongos, las cuales, como las
de Aspergillus, Neurospora yTrichoderma, son capaces de actuar también a amplios rangos de
pH y temperatura.

El pretratamiento mas eficaz y econdmico consiste en la explosion de vapor en la cual, se
calienta la biomasa lignocelulésica (160-230 ° C) durante un tiempo corto (40-240 s) a alta
presion (7-47 atm) de vapor y después se somete a la descompresion explosiva. Ademas de
hacer que la biomasa mas accesible a enzimas celuloliticas, este tratamiento también favorece
la hidrdlisis de hemicelulosa. Es de destacar que la adicidon de SO, en la explosion de vapor
puede reducir el tiempo y la temperatura, mejorar la hidrdlisis, y disminuir la produccién de
compuestos inhibidores, lo que supone la eliminacidon completa de hemicelulosa. El proceso es
muy eficaz para las maderas blandas que tienen una quimica de lignocelulosa diferente (mas
lignina condensada), en comparacién con las maderas duras?’.
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La destruccidn de la biomasa lignoceluldsica requiere la accidn sinérgica de numerosas
enzimas oxidativas, hidroliticas y no hidroliticas. Las enzimas oxidativas incluyen a las lacasas
(oxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) y peroxidasas de clase Il, tales como la lignina-
peroxidasa (EC 1.11.1.14), la manganeso-peroxidasa (EC 1.11.1.13) y la lignina
hibrido/manganeso versatil-peroxidasa (EC 1.11 .1.16) que catalizan la escision oxidativa de
enlaces C-Cy C-O-C en una amplia variedad de compuestos organicos, incluyendo polifenoles y
lignina, con la generacidn de radicales libres. Las enzimas hidroliticas degradan ambos
polimeros de celulosa y hemicelulosa e incluyen celulasas (endo-endo-1,4-3-D-glucanasa, EC
3.2.1.4), que actuan al azar sobre los enlaces internos de la celulosa y generan oligosacaridos, y
exo-celulasas (exo-1, 4-B-D-glucanasa, celobiohidrolasa EC 3.2.1.91), que sélo ataca al
polimero de celulosa a través de los extremos no reductores para producir celobiosa. El
disacarido es finalmente hidrolizado por B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) para formar unidades de
glucosa. La hidrdlisis de la hemicelulosa implica que muchas enzimas actiden de forma
cooperativa, como por ejemplo, las endo-B-1,4-xilanasas (CE 3.2.1.8), las B-d-xilosidasa (CE
3.2.1.37), que rompe los enlaces del xilano, las 1,4-B-d-endo-mananasas (EC 3.2.1.78 ) y las
1,4-B-D-manosidasas (EC 3.2.1.25) que hidrolizan el manano, asi como las a-L-arabinosidasas,
las B-glucosidasas, las B-galactosidasas, las a-glucuronidasas, las acetilxilano esterasas,
arabinofuranosidasas, las acetilmanano esterasas, las feruloyl esterasas, las galacto-y
glucomannanasas, el dcido p-cumadrico y las acetilxilano esterasas?’.

Por ejemplo, los ascomicetos, hongos fitopatdgenos, tales como las especies de Fusarium
tienen una capacidad natural importante para degradar componentes de las paredes celulares
secundarias y por lo tanto pueden penetrar en los tejidos vegetales. Estas enzimas pueden ser
utilizadas en los procesos industriales. La maquinaria degradante de polisacaridos del
basidiomiceto Flammulina velutipes vy su utilidad en la produccidn de bioetanol ha sido
investigada recientemente. Similar a los ascomicetos, los basidiomicetos han sido
ampliamente estudiados para ser utilizado como una fuente de catalizadores para enriquecer
los cécteles de enzimas que actualmente se utilizan para la deconstruccién eficiente de la
biomasa de la planta. Estudios de protedmica cuantitativos sobre Phanerochaete
chrysosporium han revelado que la produccién de enzimas lignoceluloliticas no sélo depende
de la fuente, sino que también esta influenciada por el tamafio de particula y la complejidad de
la biomasa lignoceluldsica. La limitacidn del nitrégeno desencadena la produccidn de enzimas
que degradan la lignina.

En el genoma de Rhizopus oryzae se identificd un total de 317 enzimas con actividad sobre los
hidratos de carbono, un nimero que es menor que en los ascomicetos filamentosos. El
genoma de R. oryzae contiene un elevado nimero de endo-glucanasas pero carece de enzimas
accesorias. Ademas, ninguna de las glicosil hidrolasas de esta familia codifica B-glucosidasas.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

La importancia econdmica de la biomasa lignocelulésica de los restos vegetales como fuente
de recursos quimicos y bioenergéticos impulsa la inversion en investigacion a pesar de los
desafios técnicos que representan. Se necesita un enfoque multiple para poder explotar de

manera eficiente y rentable la biomasa lignocelulésica. A continuacidn se comentaran las

principales desafios a los que se encuentra este problema:
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Un mayor estudio en la nutrigendmica de los hongos con objeto de conocer todos
aquellos aspectos fisiolégicos relacionados con la sintesis de enzimas. Un mayor
conocimiento de estos factores permitiria disefiar cepas que hipersecretaran todos
aquellos productos de interés. Por otra parte, la interaccidn entre las fuentes de Cy N
debe ser investigado utilizando enfoques de alto rendimiento (protedmica,
transcriptdmica y metaboldmica) para identificar los factores criticos que intervienen
en la produccién y secrecidn de enzimas, pues se esta observando que cuando existen
fuentes de Cy N, el hongo producird mas enzimas hidroliticas.

Avance en los estudios en ingenieria metabdlica encaminadas a la hipersecrecién de
enzimas mediante la modificacidén de los flujos de carbono en ciertas vias metabdlicas.
Una comprensidon mas profunda de los mecanismos de trafico de vesiculas
(responsables de la secrecidn de hidrolasas de la pared celular) en hongos son también
muy importantes para mejorar la produccién de enzimas.

El estudio del impacto de diferentes factores ambientales (como la luz, la temperatura,
el pH y las fuentes de N / C) a nivel epigenético puede ayudar a disefiar nuevas cepas
secretoras.

Ingenieria de organulos: La modificacion de cepas microbianas utilizando la ingenieria
de organulos esta ofreciendo resultados prometedores. Por ejemplo, la
"peroxicrecion", es decir, una via secretora artificial activada por la fusion de los
peroxisomas con la membrana plasmatica es un enfoque atractivo para aumentar la
expresion de hidrolasas secretadas para la degradacion de la biomasa vegetal.

Mejoras en metagendmica ambiental. Se han de dedicar mas esfuerzos encaminados
al estudio de la metagendmica de ciertas asociaciones de microorganismos,
especialmente de las que prosperan en ambientes extremos para identificar nuevos
candidatos potenciales con aplicaciones industriales. Asimismo, los microorganismos
simbidticos de los intestinos de las termitas merecen mas estudios enfocados en la
secuenciacién de alto rendimiento y en su caracterizacion bioquimica. La microbiota
intestinal de las termitas esta compuesta por representantes de los tres dominios de la
vida, es decir, Archaea, Bacteria y Eukarya, lo que hacen que la termita sea un mini-
bioreactor extremadamente eficiente.

Mayor investigacion en la “materia negra” del ADN, es decir, de aquellas secuencias
que se encargan de sintetizar proteinas con funciones desconocidas. Después de
revisar mas de 5.000 genomas microbianos, un estudio reciente identificd 17 genes
que codifican enzimas que parecen ser celulasas. La expresion heterdloga de estos
genes en E.coli confirmaron que 11 de esos genes codificaban celulasas. La
identificacion y caracterizacién funcional de posibles celulasas en microorganismos
con genomas secuenciados tiene un gran potencial para el descubrimiento de nuevos
biocatalizadores en la conversion de la biomasa lignoceluldsica.
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7. Estudios en el disefo de plantas industriales que sea capaz de proporcionar las
condiciones (humanas, econdmicas, tecnoldgicas...) adecuadas para el tratamiento de
la masa lignocelulésica.

8. Desarrollo de enzimas modificadas genéticamente para poder disefiar enzimas con
sustratos determinados y con los pardmetros de actuacién deseados.

9. Mejoras en nuestro conocimientos sobre las actuaciones sinérgicas que presentan
determinadas enzimas con el objeto de mejorar el rendimiento en los procesos: la
conversion de la biomasa celulésica, especialmente con el propésito de la fabricacién
de biocombustibles, es todavia relativamente caro debido a la existencia de multiples
pasos y a la lenta rotacidn de celulasas, debido a la compleja estructura tridimensional
(cristalino) de la celulosa. Por ejemplo, la hidrélisis del almidédn amorfo por amilasas es
cien veces mas rapido que la hidrélisis de celulosa. La forma de superar tanto
obstaculos implica la accién concertada de al menos tres enzimas (exo-
celobiohidrolasa, endo-glucanasa y B-glucosidasa) para la hidrdlisis de la celulosa y
otras enzimas tales como la xilanasas y las oxidativas (lacasa, manganeso peroxidasa y
lignina -peroxidasa) para la degradacion de los componentes de hemicelulosa y lignina,
respectivamente.

10. Enzimas magnéticas y reciclaje de enzimas: El costo de las enzimas celuloliticas es otro
factor que limita su aplicacion comercial. Por ejemplo, la sacarificacidon con celulasa y
amilasa cuesta aproximadamente US S 5y $ 0.75 respectivamente por cada 100 L de
etanol. Una opcién rentable para la conversion de biomasa lignocelulésica es
inmovilizar las enzimas (peroxidasas clase Il, lacasas y glucanasas) sobre las particulas
de nano-magnético. Los beneficios de estas enzimas magnéticas en la conversion de
biomasa son numerosas y se describen a continuacién. En primer lugar, las enzimas
nano-magnéticas ofrecen una facil separacion de la mezcla en reaccidon debido a su
susceptibilidad magnética. Esto puede traducirse en menores costos operativos debido
a la facilidad en la separacién y a la reutilizacién repetida y reciclado de las enzimas
magnéticas. En segundo lugar, el sustrato y la inhibicién del producto, que es una
caracteristica comun en las enzimas de degradacion de lignina y celulasas, pueden ser
evitados debido a la difusion, la separacién de sustratos y productos de las enzimas
magnéticas.

CONCLUSIONES

1. El uso de enzimas en la industria alimentaria es un fendmeno que los egresados en Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos no han de ignorar. Se pueden obtener azucares simples tales
como glucosa, fructosa y maltosa de alta pureza a partir de hidrdlisis enzimatica de almidones
ademas de oligo y polisacaridos como fructooligosacéridos y dextrinas. No obstante, la
obtencidn de azucares a partir de residuos vegetales, aunque es viable utilizando los métodos
enzimaticos que se describen a lo largo del TFG, es necesario un mayor desarrollo cientifico en
este campo para que el rendimiento de los procesos sea mas rentable que los utilizados en la
actualidad para obtener dichos ingredientes. Hemos visto cémo la técnica ha de
perfeccionarse pues esta permite obtener sustancias que mejoran la calidad del alimento
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desde un punto de vista u otro. No ha de obviarse que en un planeta en el que cada dia hay
mas habitantes, la alternativa que ofrece el uso de enzimas para obtener ingredientes
alimentarios puede ser un paliativo (que no una solucion) al problema que ocasiona el dificil
acceso a los alimentos por parte de la poblacion.

2. Los experimentos que se llevaron a cabo en los afios cincuenta sobre la sacarificacion de la
madera o rastrojos agricolas poseian unos rendimientos tan bajos en relacidn a su coste que
hubieron de ser abandonados. No obstante, en este TFG se ha mostrado que existen
mecanismos enzimaticos capaces de destruir la masa lignocelulésica de restos vegetales con
objeto de producir otros sacaridos a partir de los cuales se pueden obtener ingredientes
alimentarios.
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