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Prefacio

La poblacién mundial se est4 incrementando a un ritmo exponencial y a la par
con ello lo hace su necesidad de alimentacién, medicamentos, vivienda, servicios
basicos, energia y muchas otras que requieren especial atencién. Adicionalmen-
te, con el crecimiento demografico aumentara drasticamente en los préximos
afos la produccién de residuos provenientes de cultivos, transformaciones de
productos hortofruticolas, de alimentacién animal y de las grandes ciudades.

Segiin la oNuU, para el 2013 la poblaciéon mundial era de 7.200 millones de per-
sonas. Se calcula que en el 2050 alcanzara los 9.600 millones y a comienzos del
proximo siglo la cifra podria llegar a los 16.600 millones (Grande, 2014). Este
fenémeno sin duda generard problemas enormes relacionados con la contami-
nacién por residuos organicos e inorganicos que requieren una solucién urgente
encaminada a su tratamiento y adecuada disposicion final de los residuos, espe-
cialmente aquellos provenientes de la industria alimentaria y de la agricultura.

En el pasado, los residuos organicos provenientes de la cosecha de cultivos
eran utilizados por los campesinos como abono en las granjas. Sin embargo,
la tecnificacién de los cultivos y de la actividad agricola, la apariciéon de ma-
quinaria y el uso de agroquimicos y pesticidas, hicieron que la produccién de
alimentos se desbocara y de manera concomitante la polucién (produccién de
mayores volimenes de efluentes, follaje, residuos sélidos, etc.) que amenazaba
directamente la salud ptblica y la sostenibilidad ambiental en el mundo, razén
por la cual se hizo preponderante llevar a cabo tratamientos mas elaborados
para estos grandes volimenes de residuos.

Esto obliga a investigadores, cientificos, profesionales, productores e ingenieros
a unirse en busca de soluciones a la amenaza piblica y ambiental que se presen-
ta. Hoy en dia se han concebido numerosas aplicaciones —y algunas, incluso,
se han escalado— para el tratamiento de los residuos generados en la actividad
agroindustrial. Estos son ricos en materia orgénica, especialmente en contenido
lignocelulésico, 4cidos organicos, carbohidratos y proteinas, razén por la cual se
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ha planteado la posibilidad de obtener de ellos energia, metabolitos secundarios
de interés como vitaminas, 4cidos organicos, compuestos aromaticos volétiles,
concentrados para animales, abonos, fertilizantes naturales, colorantes, enzimas
y etanol, entre otros, que han permitido establecer un nuevo horizonte para
estas “materias primas” econémicas (Aggelopoulos et al., 2014).

Sin embargo, estas aplicaciones requieren en su mayoria, procesos de trans-
formacién y adecuacién de las materias primas mediante reacciones quimicas
o enzimaticas. En ese sentido, la biotecnologia cobra interés, dado que ofrece
alternativas viables para la transformacién de este material lignocelulésico
(biomasa) en otras sustancias e incluso en energia. Se abre, entonces, un nuevo
panorama de la investigacion y la ingenierfa basado en la biotecnologia de los
residuos agroindustriales, materia basica de este libro y que forma parte de la
serie “aprovechamiento de residuos agroindustriales”.

Tema este de gran interés por cuanto supone procesos amigables con el
medioambiente y busca crear conciencia en las personas y en la sociedad en
general. Sin embargo, en paifses como el nuestro con economias emergentes y
una megadiversidad de recursos naturales, especialmente de microorganismos
como hongos, bacterias y levaduras, cuya aplicacién industrial puede representar
un importante nicho de mercado y un impulso para estas economias, el uso y
explotacion responsable de esta y de otras areas de la biotecnologia no se puede
aprovechar debido a la gran brecha cientifica y tecnoldgica que se presenta frente
a pafses desarrollados, a lo que se afiade la ausencia de conocimiento en relacién
con este tipo de mercados y el nulo establecimiento y operacién de industrias
basadas en este tipo de tecnologia (Castellanos, Ramirez, y Montafiez, 2000).
Esto resulta en una amenaza directa a la economia de la nacion frente a otros
paises que si estdn aplicando la biotecnologia para el crecimiento y desarrollo
de sus economias, y en la generacion de inequidades sociales que se traducen
en mas pobreza.

Por otra parte, al adecuar una materia orgdnica producto de una actividad
agroindustrial determinada sin beneficio aparente en dicho proceso, se genera
valor agregado, pues se parte de materias primas de valor bajo y se transforman
en productos de mayor valor, muchas veces mediante transformaciones sencillas
y de poca inversién. Asimismo, se disminuye el estrés ambiental al reducir la
disposicién impropia de materia orgénica que al descomponerse sin los procesos
adecuados y en lugares indebidos genera problemas de polucién.

En Colombia, el volumen de residuos sélidos alcanza las 10.000 millones de
toneladas por afo, de las cuales el 77 % son urbanas y en menor proporcién
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corresponden a actividades industriales. La disposicién final de estos residuos
se da principalmente en rios y campos abiertos (50 %), un 40 % es ubicado en
rellenos sanitarios y un 10 % es reciclado (Contreras, 2006). Esto demuestra
que un gran potencial de aprovechamiento se est4 desperdiciando por cuenta
de la mala disposicién de la materia prima final.

En este libro se pretende introducir al lector en algunas aplicaciones biotec-
noldgicas para el aprovechamiento de residuos agroindustriales, como son las
fermentaciones en estado solido, los ensilajes y la generacién de proteina uni-
celular, entre otras. Igualmente, es su objetivo presentar algunas investigaciones
que sobre este importante asunto se han llevado a cabo con el fin de familiarizar
al interesado en estos 4mbitos y darle a conocer el amplio panorama que este
tipo de procesamiento presenta.

El libro esté organizado en cuatro capitulos. El primero es una introduccién a
la aplicacién de procesos biotecnolégicos para la valorizacién de los subpro-
ductos agroindustriales y alimentarios. En el segundo se hace un anélisis del
pretratamiento que se debe llevar a cabo para acondicionar los subproductos,
principalmente de tipo lignoceluldsico, por métodos fermentativos con ayuda
de microorganismos, y se estudia la composiciéon quimica de estos subproductos.
El tercer capitulo describe los procesos de aprovechamiento conocidos y popu-
larizados en todo el mundo en granjas y fincas, como el ensilaje y la produccién
de proteina unicelular. Finalmente, el capitulo cuatro da cuenta del proceso de
fermentacién en sustratos solidos, sus principales condiciones, los microorga-
nismos, los productos generados y los reactores, asi como de los procedimientos
descritos por multiples autores, especialmente aquellos considerados clave para
el entendimiento de estos procesos, los que a su vez podrian ser aplicados en
otros procesos de aprovechamiento de residuos agroindustriales.

Laidea con el presente libro es revisar las principales innovaciones cientificas y
tecnoldgicas para el aprovechamiento de los principales residuos generados en
el mundo, al tiempo que se intenta crear conciencia e incentivar a los lectores
a ahondar en la literatura conexa con los casos presentados de una manera
mas detallada, con el fin de proceder a su implementacién en proyectos de
investigacion cientifica y tecnoldgica.

El autor espera contribuir con una revisién de la literatura mas reciente en rela-
cién con la temética a la fecha de escritura y motivar a los estudiantes del curso
de Aprovechamiento de Residuos Agroindustriales a buscar otras aplicaciones
y soluciones a la problematica en Colombia y en la region.






Los residuos agroindustriales
en procesos biotecnologicos

Si sirves a la naturaleza,
ella te servird a ti.

CoNrucIo

Introduccion

El perfeccionamiento histérico del hombre trajo consigo el aumento en la ge-
neracion de residuos de toda clase y con ello diferentes tipos de enfermedades
y males debido a su inadecuada forma de disposicién y vertimiento. En la fase
de cazador-recolector (periodo paleolitico) el ser humano era némada, su ex-
pectativa de vida era baja (no mayor de veinte afios) y se alimentaba de lo que
cazaba o recolectaba. Los residuos de los alimentos eran dejados en el camino
sin ningdn tratamiento, pero al tratarse de residuos organicos se descomponian
y su bajo volumen no representaba peligro alguno. Con el descubrimiento de
la agricultura hace unos cinco mil afios se entra al periodo Neolitico y tiene
lugar la revolucién agricola. Ello le permitié dejar atrds el nomadismo para
darle paso al sedentarismo y asentarse en diferentes territorios, lo que abrié
las puertas al aumento de la poblacién y aumentd en mucho la expectativa de
vida. Los residuos generados, aunque en mayor volumen, eran en su mayorfa
organicos y facilmente se integraban a los diversos ciclos de la naturaleza sin
dafio al medioambiente.

La Edad de los Metales (Edad de Cobre, Edad de Bronce y Edad de Hierro) trae
consigo la revolucién tecnoldgica para muchos pueblos. Las guerras, las enfer-
medades y el incremento de la explosion demogrifica traen como consecuencia
un aumento considerable en el volumen de produccién de residuos, los cuales
eran dispuestos sin ningtin tipo de cuidado en cloacas o a campo abierto. Ello
origing en las comunidades una preocupacion real por implementar sistemas
de gestion de residuos que permitieran frenar la propagacién de enfermedades
y la contaminacién del medio circundante.
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Figura 1
Revolucién agricola (Neolitico)

Fuente: www.historiasimple.com

Muchas fueron las enfermedades que se originaron y propagaron gracias a las
malas précticas de higiene y a la gestién inadecuada de residuos. Entre ellas se
tienen la fiebre tifoidea, la peste negra y la fiebre amarilla, entre otras, cuyos
efectos fueron tan devastadores que llegaron a reducir la poblacién mundial a
la mitad (Mendoza e Izquierdo, 2007).

Figura 2
La peste negra en la Edad Media.

Fuente: blogsinquerersaber.blogspot.com

En la medida en que aumenté la poblacién lo hicieron la generacion de residuos,
y su complejidad, lo que se tradujo en mdltiples problemas descritos en nume-
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rosos textos y fuentes bibliogréficas, entre las que se cuenta la cultura romana.
Uno de los grandes avances producto de la creciente preocupacion por la mala
disposicion de los residuos fue la introduccion por las culturas griegas y romanas
del alcantarillado en la Europa mediterranea (Mendoza e Izquierdo, 2007).

Siglos m4s tarde, la Revolucién Industrial del siglo x1x significé un aumento des-
controlado e insostenible de los residuos y una dificil eliminacién y tratamiento
(Mendoza e Izquierdo, 2007). Los principales problemas relacionados con esta
fase del desarrollo fueron el vertimiento incontrolado de aguas residuales, la
acumulacién de basuras y el desabastecimiento de agua potable, lo que ocasioné
atn mas enfermedades de las ya padecidas habitualmente, como el cdlera y las
mencionadas anteriormente.

Este proceso de transformacién devino en una explotacion irracional de los
recursos naturales, degradacién y disminucién de los recursos hidricos, defores-
tacion de bosques y paisajes y erosién de suelos y aguas subterraneas que afecta
la sostenibilidad del medioambiente y sus ecosistemas. Ante tal situacién se
expidieron normas y leyes en diferentes pafses para dar una correcta disposicién
de residuos y un manejo adecuado de los recursos naturales e hidricos.

Figura 3
Revolucién Industrial (siglo x1x)

Fuente: es.wikipedia.org

Sin embargo, el progreso tecnoldgico desmedido y acelerado trajo nuevos
materiales sintéticos no degradables que acrecentaron los problemas de con-
taminacién, muchos de ellos no resueltos hasta el dia de hoy. En este sentido,
los gobiernos de todos los paises han trazado diferentes politicas que intentan
mejorar el manejo, la gestion y el vertido de los diferentes residuos generados,
con el fin de disminuir el impacto ambiental y aumentar la disposicién de los
recursos naturales.
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Actualmente, la dependencia del petrdleo y sus derivados, especialmente en
aquellos pafses cuyas economias estidn creciendo de manera exponencial, ha
hecho que tanto la demanda de este recurso como el precio por barril se hayan
elevado a niveles casi insostenibles. Otro problema grave consecuencia del
consumo excesivo de combustibles fosiles ha sido el aumento en los indices de
polucion, lo cual afecta directamente la salud mundial asi como la fauna y la
flora silvestres (Ballesteros I, 2006).

Segtin los expertos, las reservas de petréleo se agotardn prontamente ya que
la demanda por el crudo se ha disparado con el crecimiento de la poblacion.
El petréleo es un recurso no renovable, por lo cua, una vez agotado no habra
marcha atrds. En ese sentido, la busqueda de fuentes alternativas de energfa es
vital para evitar una crisis mundial que traiga hambre, guerra y escasez al mundo.
Por otra parte, muchos productos quimicos fundamentales en los procesos de
manufactura e industriales son obtenidos a partir del petréleo, por lo cual si no
se toman cartas en el asunto, su escasez traerfa consecuencias fatales para la
estabilidad econdmica de estas empresas.

Esto ha impulsado una bisqueda incansable por nuevas fuentes de energfa y de
productos quimicos o sustitutos renovables de forma que se pueda garantizar
su disponibilidad. Entre las multiples posibilidades que se han explorado se
encuentran la energia edlica, la energia hidrica, la energfa solar y la energfa
proveniente del procesamiento de la biomasa o bioenergia, la cual comprende
la energfa producida por el proceso de combustion de la biomasa o por la com-
bustién posterior de productos obtenidos a partir de la transformacién de la
biomasa. La biomasa es la fuente més abundante de material lignoceluldsico en
el mundo y puede ser aprovechada para la produccion de energia por tratarse de
una fuente natural renovable. Segtin la Agencia Internacional de Energfa (1IEA),
la biomasa puede satisfacer hasta el 50 % del total de la demanda energética del
mundo en el siglo Xx1 asi como también la de otros productos quimicos como
polimeros, solventes y dcidos, entre otros, que hoy en dia son obtenidos a partir
de los combustibles fésiles (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009a).

Las caracteristicas de los residuos agroindustriales dependen de la fuente que
los genera y su contenido general se basa en lignina, celulosa, hemicelulosa,
pectina y almidén. Estos residuos provienen generalmente de hojas y tallos de
maiz, tallos y vainas de sorgo, puntas y hojas de cafia de azticar, céscaras de
algodén y frijol y del procesamiento poscosecha, como bagazo de cafia de azicar,
mazorcas y olotes, pulpa de café y corteza de la yuca, entre otros.

La cantidad de residuos producidos las agroindustrias en el mundo es alarmante.
Por ejemplo, la industria del aceite de palma solo usa el 9 % del grano y el resto
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se desecha como residuo. La del café solo usa un 9,5 % del grano y la industria
del papel utiliza menos del 30 %. Por tal motivo, han aparecido nuevas formas
de utilizar los residuos sin que tengan que ser descartados. En algunos casos se
“reutiliza” un producto; es decir se emplea de nuevo para el mismo fin para el
cual fue disefiado; en otros se “recicla” o transforma dentro del mismo proceso
productivo u otro proceso, como compostaje o digestion anaerdbica, y més re-
cientemente se “valorizan”, lo que le permite generar valor agregado mediante
una pequefia transformacién sin afectar la salud humana o el medioambiente

(Casco y Moral, 2011).

Recientemente, el precio de muchos productos alimentarios se ha elevado de ma-
nera notable en virtud de la competencia con la produccién de biocombustibles
como el biodiésel, el cual se produce a partir del aceite de semillas oleaginosas
como la soya, la canola y la palma, y el etanol a partir de la fermentacién de
aztcares derivados del almidon de yuca, la papa, el arroz y otros cereales. Esta
situacion es, sin duda, negativa si se tiene en cuenta que la tecnificacién de
los cultivos y un adecuado control de plagas aumentan el rendimiento de los
cultivos y disminuyen su precio de produccién. Sin embargo, la competencia por
la produccién de biocombustibles, el cambio en las costumbres alimentarias en
la poblacién de economias emergentes como la china y la india, el aumento en
el precio del aceite, los desastres naturales y el cambio del clima en el mundo,
son factores que han generado un incremento en el precio de los alimentos a
nivel mundial. En ese sentido, es importante hallar soluciones a corto palazo
para frenar este encarecimiento y la bisqueda de fuentes alternativas para la
produccién de biocombustibles y productos quimicos podria ser una de ellas.
Las plantas modificadas genéticamente y los residuos agroindustriales ricos en
material lignocelulésico, carbohidratos, lipidos, proteinas y 4cidos organicos,
entre otros, son fuentes alternativas para no utilizar productos alimentarios en
la produccién de biocombustibles (Zhang, 2008).

Actualmente, muchos aztcares, almidones, aminoécidos y biopolimeros como los
polihidroxialcanoatos (PHA) obtenidos mediante procesos de refinerfa a partir de
cultivos de arroz, caia de azdcar, papa y yuca, se utilizan para la produccién de
biocombustibles como el etanol y més recientemente como fuente de moléculas
y metabolitos de alto interés industrial.

Sin embargo, esta tecnologfa es muy joven y tiene poco desarrollo comparada
con otras formas de produccién, por lo cual requiere mayor tecnificacién, ajuste
de politicas y un cuerpo normativo para su regulacién. Por otra parte es una
industria atractiva por cuanto el valor de las materias primas es econémico y su
disponibilidad es alta. Segtin el Departamento de Energia de los Estados Unidos,
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en ese pais se producen 500 millones de toneladas al afio a un costo que oscila

entre los veinte y los cincuenta délares por tonelada.

Actualmente se llevan a cabo en el mundo programas orientados a valorizar
los aceites de frituras para la produccién de biodiésel. Es asi como la cadena de
restaurantes McDonald’s, lidera proyectos en Austria para recuperar los aceites
(alrededor de 1100 toneladas) producidos en més de 135 cadenas ubicadas en

ese pafs, con miras a abastecer de combustible el transporte ptblico de la ciudad

de Graz (Herrrera y Vélez, 2008).

Entre los residuos especialmente valorados se encuentran los lignocelulésicos,
que incluyen el serrin, las virutas de madera, diferentes plantas, hierbas y el
bagazo de cafa. Estos residuos son econémicos, altamente disponibles y de facil
procesamiento para la produccién de etanol (Nibedita Sarkar, 2012).

El uso de estos residuos presenta ventajas y desventajas. Entre las primeras se
cuentan mayor combustién y menor emisién de residuos y mayor ndmero de
empleos en el campo. Entre las segundas se tiene un consumo masivo, pues
el etanol tiene un menor poder calorifico frente al petrdleo y genera mayores
emisiones de aldehidos. Por otra parte, la competencia con productos como el
maiz y la cafia de aztcar si bien genera su encarecimiento favorece la aplicacion

de esta tecnologia de recuperacién de residuos.

En Colombia, solo se han llevado a cabo experimentos en el laboratorio. Adn
no se aplican tecnologias a gran escala acompanadas de un programa serio de
recuperacion de aceites para ser utilizado en motores. Es preocupante la falta
de opciones en este sentido, sobre todo si se tiene en cuenta que hoy en dia se
aplica con m4s fuerza el concepto de economia circular, que pretende impulsar
los procesos ecoambientalmente compatibles que utilizan los residuos de un
proceso industrial en otro como materias primas, de forma que se constituyan
economias con produccién cero de residuos y desechos, ello en el marco de un

desarrollo que se conoce como simbiosis industrial.

El sector agroalimentario genera cantidades enormes de residuos, cuya mala
disposicién se traduce en malos olores y problemas de salud serios, mientras se
desperdician materias primas valiosas para la produccién de compuestos y partes

con alto valor agregado. Por lo tanto, se constituye en una opcién para explorar.
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Procesos de fermentacion y biocatalisis
para la valorizacion de subproductos
agroindustriales

Tanto los procesos de fermentacion como los de biocatalisis son una fuente inago-
table de compuestos quimicos, como solventes, aditivos alimentarios, enzimas,
agroquimicos y biofdrmacos —que en ocasiones no pueden ser obtenidos por otros
medios—, lo cual se lleva a cabo mediante la utilizacién de microorganismos como
microalgas, bacterias, hongos y levaduras. En otros procesos se utilizan enzimas
o0 incluso bacterias que se inmovilizan sobre superficies sélidas para facilitar
la reaccién de produccién de compuestos enantioselectivos o regioselectivos.
Esto representa una gran ventaja en términos de transformacién de productos
especialmente en la industria alimentaria y farmacéutica, en la cual uno de los
compuestos enantidmeros presenta la actividad biolégica deseada, pues el otro
podria ser toxico. Otro aspecto importante consiste en que estos productos
exhiben biodegradabilidad, por lo cual son ambientalmente amigables. Esto
significa que los residuos agroindustriales deben ser considerados seriamente
como fuente importante de moléculas de alto valor agregado gracias al empleo
de procesos fermentativos y de biocatélisis, que ayudan a la produccién de
moléculas quirales y biodegradables.

La biocatélisis es el proceso mediante el cual se transforman materias primas en
productos. Es mediado por enzimas en ocasiones aisladas o dentro de las células
que las contienen (Figura 4).

Figura 4
Catilisis enzimética o biocatalisis

Fuente: corinto.pucp.edu.pe
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Entre las précticas ancestrales de preservacion de alimentos tanto a nivel ca-
sero como industrial se encuentra la fermentacién. El proceso se lleva a cabo
con base en materias primas derivadas de plantas o animales, en conjunto con
microorganismos como bacterias, hongos o levaduras presentes en los alimentos
o introducidas por el hombre intencionalmente, las cuales bajo condiciones
adecuadas de temperatura y concentracion de oxigeno, llevan a cabo el proceso
de transformacién de unas moléculas en otras. La fermentacion de los alimentos
mediada por microorganismos es un proceso conocido desde épocas antiguas,
del que se hacia uso para la produccién de cerveza, vino y pan.

El proceso de fermentacién mejora el contenido de los alimentos y su factor
nutritivo al aumentar su contenido proteico y de otros nutrientes, asi como
optimizar sus propiedades organolépticas como el aroma, el sabor y la textura,
al tiempo que permite su preservacion en condiciones ambientales.

Muchos productos alimentarios se generan a partir de la fermentacién de mate-
rias primas, entre los que se tienen los de panaderfa como el pan y los bizcochos,
productos alcohdlicos como el vino y la cerveza, y otros como levaduras, quesos,
yogures, enzimas microbianas, vitaminas, 4cidos organicos, aditivos nutricionales
y aminoacidos (figuras 5, 6, 7 y 8). Por otra parte, diversos productos alimen-
tarios conllevan procesos de fermentacién, como son la produccion de café, té
y chocolate. En el caso del té negro, su produccién se basa en un proceso de
fermentaciéon mediado por enzimas oxidativas que ayudan a mejorar su color y
aroma. Estos productos son tipicos de cada lugar, pues varfan de acuerdo con
las condiciones climéticas, las practicas culturales y de consumo, el contenido
nutricional de las materias primas y la disponibilidad de los microorganismos
(Nout y Motarjemi, 1997).

Figura 5
Yogurt fermentado

Fuente: www.saluddiaria.com



Los residuos agroindustriales en procesos biotecnoldgicos ‘ 21

Figura 6
Vino de uva

Fuente: archivo.e-consulta.com

Figura 7
Hoja de té negro fermentado

Fuente: www.naturalternativa.net

Figura 8
Distintos tipos de cerveza

Fuente: canalelsalvador.wordpress.com
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Residuos agroindustriales utilizados
como materia prima para la produccion
fermentativa de metabolitos

Las principales fuentes de carbono, nitrégeno, macro y micro nutrientes son
los cereales y leguminosas, asi como residuos de cosechas y demaés. Los residuos
animales son poco empleados en comparacién con los residuos de cosechas y
plantas debido a su mayor posibilidad de contaminacién microbiana (Dahod,

1999).

Como sustrato para los procesos de fermentacion se encuentran los residuos de
las cosechas de cereales, los provenientes de la obtencion del aceite de semillas,
de raices y tubérculos, de Ia produccién de cafia de azticar, de café, té y chocolate,
de las especias y picantes, de frutas y vegetales, de productos de panaderia y de
confecciones, de bebidas alcohdlicas y de productos de la madera.

Los residuos agroindustriales son sustratos adecuados para la produccién de
enzimas, con gran aplicacién en las industrias alimentaria, manufacturera, cos-
mética y farmacéutica, entre otras. Entre las enzimas mas importantes producidas
a partir de estas materias primas se encuentran las hemicelulasas, las celulasas,
las pectinasas y las xilanasas, las cuales tienen un amplio espectro de aplicacién.

El residuo de la industria henequenera en la peninsula de Yucatén, ha sido am-
pliamente estudiado. Se ha comprobado su utilidad en la produccién de cepas
de Aspergillus sp. en suelos donde por afios se enterraron residuos de pulpa de
henequén ricos en pectinasa, con una alta actividad pectinolitica mucho mayor
a la de Aspergillus nigger de coleccién (Huitrén, 1984).

En otra investigacion, a partir de una fermentacién sélida de residuos de pulpa
de uva con una cepa de Aspergillus awamorti, el grupo de Botella (Botella, 2005)
obtuvo una mezcla de enzimas (celulasas, xilanasas y pectinasas) con aplicacién
en alimentos, textiles y quimica.

Castilho y colaboradores (Castilho, 2000) obtuvieron pectinasas a partir de
fermentaciones sélidas de residuos de soya y salvado de trigo mediadas por
Aspenrgillus niger, las cuales se aplicaron en industrias como jugos concentrados,
extraccién de aceites, pigmentos vegetales y obtencion de celulosa.

Utilizando como materias primas bagazo de cafia y residuos de avena y de mazor-
ca se produjeron en laboratorio enzimas xilanoliticas mediante una fermentacién
sumergida y en presencia de Penicillium janthinellum, las cuales fueron utilizadas
en procesos de blanqueo de papel, procesamiento de alimentos de ave de corral,
fabricacién de pastas y harina de trigo (Oliveira, 20006).
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En la industria de los detergentes se encuentra disponible una queratinasa
producida a partir de la fermentacion sélida de residuos de plumas de gallina,
utilizando una cepa de Bacillus subtilis (Sudhir, et al., 2009).

Otras enzimas producidas para ser utilizadas en las industrias papelera, textil
y alimentaria son las proteasas, generadas en la fermentacién sélida con cepas
de Aspergillus oryzae de residuos de la extraccién de aceite de Jatropha curcas
(Thanapimmentha, 2012).

Por otra parte, cepas de Gluconacetobacter swingsii se utilizaron para producir
celulosa para la industria quimica mediante una fermentacién sélida de residuos
de cafa y pifa (Castro, 2011).

Otra investigacion interesante fue la que llevaron a cabo Léopez et al. (2010),
para producir plaguicidas a escala piloto para cultivos de melén, a partir del
aprovechamiento de residuos de citricos y su industrializacion. Para ello se utilizo
una cepa de Trichoderma harzianum T-78.

Las enzimas con importancia en la degradacién de lignina, especificamente
manganeso peroxidasas, han sido producidas a partir de la fermentacién sélida
de residuos de eucalipto con Lentinula edodes (Arantes, 2011).

Otros ejemplos y revisiones al respecto se hallan en la literatura. Estos trabajos
permiten visualizar el potencial de aprovechamiento que los residuos de las
actividades de agroindustrializacion y agricultura ofrecen, ademds de los bio-
combustibles y bioenergéticos, también de mucha importancia.

Es interesante hacer un anélisis de las posibilidades que como sustratos ofrecen
diferentes fuentes o materias primas residuos de numerosos procesos. Muchas
fuentes de carbono y nitrégeno son plantas y derivados de plantas, aunque tam-
bién las hay de origen animal, que tienden a ser reemplazadas dado el peligro
que encierran como transmisores de enfermedades.

Residuos del procesamiento de frutas

La produccién de carbohidratos se estima en 4 x107 toneladas por afio (Van-
damme, 2009). Estos, como se sabe, son la principal fuente de carbono para
proporcionar energia a los microorganismos encargados de los procesos de
fermentacion de hexosas y pentosas. El licor es el principal residuo que se ge-
nera en el refinamiento del azicar de cafia o de remolacha para separarlo de la
sacarosa cristalizada. Es, ademas, una fuente importante de nitrégeno, minera-
les, vitaminas y factores de crecimiento (de naturaleza proteica); sin embargo,
su composicion estd indefinida y estandarizar su produccién y pretratamiento
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es complicado, aparte de que en ocasiones puede requerir la adicién de otros
nutrientes para nivelar su composicién (Vandamme, 2009).

Muchos paises estdn tomando en serio la posibilidad de utilizar los residuos
agricolas, urbanos y los provenientes de actividades agroindustriales para generar
productos con valor agregado, como biocombustibles, 4cidos organicos, enzimas,
compuestos aromaticos, biopolimeros y alimentos fortificados, entre otros. Los
residuos del procesamiento de frutas, entre los que se encuentran las pulpas de
manzana, naranja y uva, asi como la céscara y las semillas, son utilizados hoy
en dia para la produccién de compuestos con valor agregado.

De acuerdo con estadisticas de la Food y Agriculture Organization (FAO), la
produccién de citricos en el afio 2005 estuvo alrededor de las 95 millones de
toneladas métricas (Mamma y Christakopoulos, 2009), siendo Espafia, Italia,
Grecia, Egipto, Turquia y Marruecos, responsables por el 20 % de produccion,
Brasil produce otro 20 %, China es responsable del 16 % y Estados Unidos
del 11 %, destacidndose estos paises como los principales productores a nivel
mundial. De estos resultados, 27 millones de toneladas métricas se usan en la
produccién de jugo y aceites esenciales, a lo cual se afiade que la produccién
estimada de citricos aumenta anualmente en un 15 % y un 50 % del peso de la
fruta fresca es jugo (Grande, 2015).

La produccion de jugo genera un total de 13,5 millones de toneladas métricas
de residuos en forma de semillas, pulpa, cdscaras y membranas —entre otros—,
que corresponden a un 50 % de la fruta fresca. La composicién de los citricos
es alta en carbohidratos insolubles, enzimas, flavonoides, azticares reductores,
nitrégeno, aceite esencial, principios amargos, volatiles, pigmentos, vitaminas y
minerales, cuya composicién varia de acuerdo con las condiciones edafoclimati-
cas, la especie, la variedad y la etapa de madurez. Los residuos del procesamiento
de citricos generan pectina, fibra, molasas, aceite esencial de la c4scara, aceite de
la semilla, D-limoneno, etanol, jugo de pulpa, esencias, limonoides y flavonoides
como la hesperidina, la narirutina, la naringina y la eriocitrina. Adicionalmente,
se ha observado que las semillas y la c4scara tienen propiedades antioxidantes
(Schieber, Stintzing y Carle, 2001).

El procesamiento de la manzana (Malus sp., Rosaceae) para la obtencién de
jugos, gelatinas y derivados, es fuente inagotable de residuos. Su produccién
asciende a las 54,2 millones de toneladas métricas, de las cuales el 46 % corres-
ponde a China, el 8 % a Estados Unidos y el 5 % a Turquia. Alrededor de 14
millones de toneladas métricas de esta fruta son procesadas (Vendruscolo et al.,
2008), cuyo residuo principal es la pulpa (30 % de la fruta fresca) compuesta de
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céscara, semillas, tallos y tejidos. Este residuo es rico en carbohidratos (celulosa,
hemicelulosa y lignina); aztcares (glucosa y fructosa y sacarosa), vitaminas,
minerales, proteinas, polifenoles y fibra, segtin el tipo de manzana procesada
y la forma como se lleva a cabo el tratamiento (Vendruscolo et al., 2008). Por
otro lado, el residuo de mayor importancia que se obtiene del procesamiento
de la manzana es la pectina, de alto valor en la industria alimentaria para la
produccién de geles.

Entre los compuestos mas importantes presentes en la pulpa residual de la
manzana se encuentran las catequinas, los hidroxicinamatos, los glicésidos
floretinicos, los glicésidos quercetinicos y las procianidinas. Gracias al alto
contenido de polifenoles presentes especialmente en la cascara de la manzana,
el desarrollo de antioxidantes derivados del procesamiento de esta poméacea es
un objetivo prometedor.

La produccién de uva (Vitis vinifera L.), se tasa en 58 millones de toneladas mé-
tricas, con alto impacto en la economfa de los paises productores, especialmente
en lo relacionado con productos derivados, como vinos, jugos y mermeladas.
Los principales paises productores son Italia (16 %), Francia (12 %), Espafia
(10 %) y Estados Unidos (11 %). Por otra parte, el 80 % de la produccién total
de uva es destinada a la industria vinicola, cuyos residuos, corresponden al 13 %
del total de la fruta (pulpa principalmente) (Pinelo, Arnous, y Meyer, 20006).

De la produccion de vino se generan semillas, cdscaras y tallos, los cuales en
conjunto conforman el residuo semisélido denominado pulpa, rico en alcoholes,
acidos organicos, aldehidos, ésteres, pectinas, polifenoles, vitaminas, mineralesy
aztcares reductores, entre otros. De este residuo se producen alrededor de diez
millones de toneladas (Ruberto et al., 2008), con bajo pH y capacidad de inhibir
microorganismos por la presencia de compuestos fitotoxicos y antimicrobianos;
sin embargo, su aplicacién esta siempre bajo observacion por la capacidad téxi-
ca que generan. De estos residuos se pueden obtener alcoholes, antocianinas,
catequinas, glicésidos flavonoides, 4cidos fendlicos, tartratos, etanol, acido
citrico, aceite de semilla, fibra dietaria e hidrocoloides (Schieber et al., 2001).

Los residuos del procesamiento de citricos, manzana y uvas se han utilizado
para la producciéon de diferentes enzimas (pectinoliticas o pectinasas princi-
palmente), las cuales cobran mucha importancia en la clarificacién de jugos,
la fermentacién de té y café, blanqueamiento de papel, desgomado de fibras,
aditivos alimenticios para cerdos, para bebidas alcohdlicas, entre otros (Jayani,

Saxena y Gupta, 2005).
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También los residuos citricos, de uva y de manzana han sido empleados para la
produccién de enzimas a partir de fermentaciones sumergidas o sélidas (S. Shar-
ma, Mandhan, y Sharma, 2012; Tsukamoto, Durén, y Tasic, 2013), utilizando
bacterias, hongos y levaduras, proceso que sera explicado en mayor detalle en
el capitulo 4, dedicado a las fermentaciones en estado sélido.

E.coli KO11 es una bacteria recombinante utilizada para la fermentacién de acido
galacturénico, arabinosa, xilosa y hexosas para la produccién de etanol y 4cido
citrico a partir de residuos de citricos (Grohmann, Baldwin y Buslig, 1994). No
obstante, para garantizar la fermentacién, Grohmann et al. (1994), insisten que
se debe eliminar el aceite residual de la c4scara ya que al tener un alto conte-
nido de D-limoneno, es un inhibidor del crecimiento de (Wilkins et al., 2007).
En algunos casos y gracias a la gran cantidad de residuos citricos generados en
los Estados Unidos, algunos investigadores del Departamento de Agricultura
han concluido que la produccién de etanol mediada por enzimas hidroliticas
de pectinas (pectinasas), celulosa (celulasas) y hemicelulosa (hemicelulasas)
comerciales optimiza el proceso. Esto hizo que se proyectara la construccién de
una refinerfa para la produccién de etanol y otros productos con valor agregado
a partir de la biomasa (residuos citricos) disponible.

De los residuos citricos también se pueden obtener 4cidos organicos, algunos
de gran importancia comercial como el 4cido citrico. Su produccién alcanza
los ocho millones de toneladas métricas por afio, con un incremento anual del
5 %. Algunos investigadores han empleado los residuos citricos (pulpa) para la
produccion de acidos orgénicos en condiciones de fermentacion liquida, uti-
lizando cepas de A. niger. También en condiciones de fermentacion en estado
s6lido mediante la utilizacién de pulpa de manzana con el mismo hongo para
la produccién de 4cido citrico (Shojaosadati y Babaeipour, 2002). Asimismo,
Mamma y Christakopoulos (2014) presentaron una revision detallada de la
biotransformacién de residuos citricos en compuestos de alto valor agregado,
tales como aceite esencial, pectina, enzimas, protefna unicelular, produccién
de antioxidantes naturales, etanol, 4dcidos organicos y prebidticos.

Serna y Torres (2014) vislumbraron la posibilidad de utilizar las céscaras de
mango de dos variedades (Tommy y Keitt) como prebidticos y fuentes con alto
contenido de fibra dietaria (19,9 % y 22,1 %, respectivamente), gracias a su
excelente contenido de fenoles (mayor a 3000 mg/g de m.s.). La materia prima
se adecud mediante un proceso de liofilizacion para preservar los compuestos
antioxidantes, con un contenido de 17 % de materia seca para Keitt y de 18 %
para Tommy.
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En otra investigacién, Duque, Cardona y Moncada (2015) analizaron la pro-
duccién de etanol a partir de residuos de bagazo de cafia de azicar, tallo de
banano, mazorca de mafz, cdscara de arroz, aserrin, residuos de mango, residuos
de palma, cdscara de pifa, cdscara de platano y corteza de madera. En el estu-
dio se tuvieron en cuenta el andlisis econémico y mediambiental, asi como la
viabilidad técnica. En esta investigacion se llevé a cabo la fermentacion con
Sacharomyces cerevisae y Pichia stipitis luego de un pretratamiento acido y de una
hidrélisis enzimatica. Los resultados mostraron margenes de ganancia netos de
hasta un 40 % frente a los productos comerciales, una disminucién del 39 % del
impacto ambiental frente a los procesos existentes y rendimientos de produccién
entre 0,009 y 0,264 kg de etanol por cada kilogramo de materia prima seca, a
un costo de 0,65 ddlares por litro de etanol (Grande, 2016).

Un aprovechamiento de residuos de céscara de pifia fue reportado por Fonseca
et al., (2011). Consiste en la produccién de barras de cereal a partir de estos
residuos al utilizarlos en un 13,5 % como jalea incorporada en una barra cereal.
La aceptacién sensorial por un panel de expertos fue alta: 91 % de velocidad
de aceptaciéon y 61 % de intencién de compra.

Residuos de la industria del trigo y del arroz

En la produccion de cereales como el trigo, el maiz y el arroz, se produce prin-
cipalmente paja como residuo proveniente de la cosecha (Figura 9). Su apro-
vechamiento consiste, fundamentalmente, en quemarlo como biocombustible
y utilizarlo en compostaje y en la generacién de derivados furdnicos como el
furfural.

Figura 9
Paja de arroz

Fuente: guadalupe.olx.com.pe

Recientemente, se ha despertado un elevado interés por aprovechar la paja de
cereales como fuente para la produccién de biocombustibles, ya que se considera
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que disminuye su costo hasta en un 30 %. Alrededor de un 40 % de los motores
de los vehiculos que se producen en la actualidad vienen con una ingenieria
adaptada para el uso del etanol (Council, 20006).

En la molienda de los cereales se generan el salvado y el germen, los cuales
representan una fuente importante de proteina y carbohidratos. Durante la pro-
duccién de harina se logra remover alrededor del 30 % del grano del cereal con
un buen contenido en fibra, vitaminas, minerales, grasa y proteina, provenientes
del germen. China es considerada la principal productora de paja de arroz (0,7
billones de toneladas) de un total producido a nivel mundial de 2,9 billones de
toneladas (Chen, Yang y Zhang, 2009). La paja es un residuo rico en material
lignocelul6sico, excelente fuente para la produccién de compuestos con valor
agregado como 4cidos organicos, surfactantes, compuestos arométicos, acetona,
etanol, antibiéticos, enzimas, aminoécidos, entre otros (Chen et al., 2009).

Este panorama nos muestra que aunque actualmente estos residuos son utilizados
para alimentacién animal, se podrian aislar y aprovechar la fibra dietaria y la
proteina del salvado y del germen para la produccién de suplementos alimenticios
para el ser humano. Sin embargo, para el tratamiento de residuos como la paja
para nutricién animal, se deben desarrollar nuevas tecnologias que reduzcan la
cantidad de ceniza y lignina y aumenten el contenido de proteinas y su palata-
bilidad a fin de facilitar su digestién en cerdos (con un 3 % de digestibilidad) y
pollos, que practicamente no lo puede digerir. Entre las tecnologias disponibles
se encuentran el ensilaje y la amonificacion de la paja (Chen, Xu, y Li, 2002).

Otra fuente de subproductos de alto valor nutricional es el salvado o cascarilla
de arroz que se genera en la molienda del arroz. Se utiliza principalmente en
alimentacién animal, aunque un buen porcentaje (30 %-40 %) se utiliza para
aumentar el valor nutricional del aceite de cocinat, cuyo uso se ha popularizado
a nivel mundial. Sin embargo, en su preparacién se pierde una buena cantidad
del contenido nutricional procedente del salvado, representado en aminoacidos
y proteinas. Otro subproducto valioso del refinamiento del aceite de cascarilla
de arroz es la pasta de la neutralizacién con alcali de los 4cidos libres. Este
subproducto es rico en y-orizanol, un compuesto que reviste un importante
beneficio para la salud como es la reduccién de colesterol. El salvado de arroz
(Figura 10) es rico en proteinas, aminodcidos, fibra, grasa y antioxidantes, que
generalmente se utilizan para enriquecer el contenido nutricional de muchos
alimentos para animales. La fibra dietaria desempefia un importante papel en
la reduccion de la diabetes tipo II y de la presiéon sanguinea, y constituye un
factor de prevencion del cancer intestinal. Su contenido de 4cidos grasos libres
se utiliza en la preparacion de jabones, pinturas y barnices, entre otros productos.
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Figura 10
Salvado o cascarilla de arroz

Fuente: www.ison21.es

La fibra dietaria est4 relacionada con la celulosa, la lignina, Ia hemicelulosa, la
pectina, gomas y otros oligo y polisacaridos que en general resisten la digestién
y la absorcién en el intestino delgado y se fermentan en el intestino grueso. Los
productos para el desayuno denominados all-bran estdn enriquecidos con esta
fibra y son importantes fuentes de este compuesto para el ser humano (Figura 11).

Figura 11
Fibra dietaria tipo all-bran

Fuente: chicaencuentra.blogspot.com

Sin embargo, a pesar de su importancia y alto volumen de produccién. Chen
et al. (2009) luego una década de trabajo determinaron que para un verdadero
aprovechamiento del residuo de los cereales este se debe fraccionar y no utilizarse
como un “todo”, puesto que de esa manera termina en un bajo rendimiento
técnico y no se aprovecha el residuo en su totalidad. El grupo hizo especial
énfasis en las diferencias estructurales de la paja y con base en ello no puede
ser tratada como un “tnico” residuo, dado que estas diferencias quimicas y
estructurales hacen que los procedimientos actuales de aprovechamiento no
sean los més adecuados.



Valoracion biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales
* Carlos David Grande Tovar - 2016

30

Otro aprovechamiento prometedor apunta a la sustitucién de fuentes maderables
para la produccién de papel, especialmente en paises que carecen de esta ma-
teria prima. En esta via, China es la potencia, con mas del 75 % de produccion
de materia prima lignocelulésica proveniente de paja de arroz principalmente.
Sin embargo, el proceso de produccién se enfoca Gnicamente en la separacién
de la celulosa de la hemicelulosa y lignina, ademas de la produccién de licor
negro, lo cual representa un desperdicio de esta materia prima y un problema de
contaminacion grave. La aparicién de tecnologias como el bioblanqueamiento
aportada por muchos investigadores trajo un gran avance en el aprovechamiento
de estas materias primas y en la reduccién de la polucién en el mundo (Chen

et al., 2009).

La paja de cereales se ha usado tradicionalmente como abono para los campos
de cultivo. Durante su produccién es vertida a los campos sin ningtn tipo de
procesamiento, lo que resulta en un proceso extremadamente lento que en
muchos casos evita, incluso, que los microorganismos puedan actuar. Por esa
razén se estan utilizando con mayor frecuencia métodos como la aplicacién de
compost y fertilizantes derivados de la digestién anaerdbica de residuos orgéani-
cos, los cuales pueden ser asimilados por el suelo de manera més rdpida y tener
un efecto mas pronunciado en la enmienda de los suelos.

La estrategia de aprovechamiento mas completa de los tres principales com-
ponentes quimicos de la paja de cereales es aquella que considera una biorre-
finerfa como punto de partida para la generacién de diferentes compuestos de
alto valor agregado. Sin embargo, para que esto sea posible se deben separar
los tres compuestos y mantener al mismo tiempo —hasta donde sea posible— la
integridad de cada compuesto de la materia prima. De esta manera se utiliza
cada fraccion y se obtienen productos de alto valor agregado, lo que se traduce
en una utilizacién eficiente de la materia prima (Chen et al., 2009).

Residuos de la industria de la yuca (cassava)

Normalmente, el almidén es hidrolizado gracias a la accién de la enzima
a-amilasa. Con este proceso no le ocurre retrogradacion ni hay incremento
de la viscosidad de la solucién durante la pasteurizacién —un pretratamiento
necesario previo a la fermentacién— siempre y cuando los microorganismos
posean glucoamilasas para la degradacién de esos almidones hidrolizados, que
generalmente producen dextrinas y maltodextrinas, dtiles en la produccién
de antibidticos como la penicilina, la cefalosporina y la estreptomicina. Otros
acidos orgéanicos (citrico, lactico, glucénico, itacénico), algunos amino4cidos,
goma xantana, glucanos, etc., son producidos a partir de la fermentacién de
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jarabes de glucosa —cuyo contenido de este monosacérido puede ser del 85 %
al 90 %-— que se obtienen del tratamiento del almidén con amilasas.

La yuca (Manihot esculenta Cranz) se considera una fuente importante de calo-
rfas y fibra dietaria en muchos paises tropicales de América, Asia y Africa, con
variedad de nombres en todos ellos. Se considera originaria del sur de Brasil
(Amazonas) y fue introducida en Africa en el siglo xvi y en Asia en siglo xvii.
Posee una extraordinaria capacidad de adaptacién a diversos climas y condicio-
nes edafocliméticas y su produccion se ha incrementado considerablemente en
los dltimos diez afios (alrededor de 180 millones de toneladas por afio) gracias al
interés que han despertado sus caracteristicas. Los principales productores son
Nigeria, Brasil, Tailandia, Zaire e Indonesia, pero la India es el pafs con mayor
rendimiento por hectirea (20 ton/ha). Es utilizada para alimentacién humana

(60 %) y animal (33 %) y en las industrias textilera, papelera, fermentativa y
alimentaria (A. Pandey et al., 2000).

El procesamiento de la yuca en rallanderias genera residuos htimedos y secos.
Entre los solidos se tienen la céscara y el bagazo (Pandey et al., 2000). El pro-
cesamiento de 250-300 toneladas de raices de yuca produce alrededor de 1,16
toneladas de cascara y 280 de bagazo, con una humedad del 85 %. Generalmen-
te, los residuos son dispuestos en rellenos sanitarios practicamente sin ningtn
tratamiento (Figura 12).

Figura 12
Esquema del procesamiento de la yuca

Fuente: Adaptado de A. Pandey et al. (2000).
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Bagazo de yuca

El bagazo de yuca es un residuo fibroso con un contenido de almidén del 50 %
respecto al peso seco de la materia prima y una composicién como se muestra
a continuacién (Pandey et al., 2000):

— Humedad: entre 5,02 %y 11,20 %

— Proteina: entre 0,32 %y 1,61 %

— Lipidos: entre 0,53 % y 1,06 %

— Fibra: entre 14,88 % y 50,55 %

— Cenizas: entre 0,66 % y 1,50 %

— Carbohidratos: entre 40,50 % y 63,85 %

Se observa que no se hace referencia alguna al contenido de cianuro.

La variabilidad puede obedecer a las diferentes tradiciones culturales y a la ca-
rencia de tecnologfa especializada para procesar la materia prima. El principal
componente es almiddn, el cual se expresa dentro del contenido de carbohidra-
tos. Asimismo, su aplicacién para alimentacién animal se hace inviable dado
su bajo contenido de proteina. Un aspecto particular que hace promisorio este
residuo frente a otros como el bagazo de cafia de azicar es que no requiere
tratamiento previo alguno para ser procesado por los microorganismos y gracias
al bajo contenido de cenizas en comparacién con la paja de arroz y los cereales
(17,5 %y 1,0 %, respectivamente), se puede usar como suplemento en cultivos
microbianos para su posterior procesamiento (A. Pandey et al., 2000).

Numerosos microorganismos han sido empleados para degradar el bagazo de
yuca, principalmente los hongos filamentosos Aspergillus niger, Candida iypolitica,
Candida fimbriata, K. marxianus y Rhyzopus sp., entre otros.

Estos microorganismos han sido empleados por su capacidad de procesar el
almidoén para producir 4cidos organicos (John, Nampoothiri y Pandey, 2006),
compuestos aroméaticos volétiles, alimentos y suplementos animales (de Sousa
et al., 2012) y hongos (De Freitas, Escaramboni, Carvalho, De Lima, y De
Oliva-Neto, 2014) e hidrolizados que se emplean en el cultivo de otros mi-
croorganismos que generan compuestos de alto valor agregado, como aziicares
reductores (X. Q. Xuetal., 2014), polisacaridos como el pululano (Sugumaran,
Jothi y Ponnusami, 2014) y acidos organicos (A. Pandey et al., 2000)
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Residuos de la industria vinicola

La industria vinicola es una de las agroindustrias mas importantes del mundo.
Los pafses con mayor desarrollo en este sentido son Argentina (14.984.000 hl),
Chile (12.821.000 hl), Estados Unidos (22.000.000 hl) y Australia (13.500.000
hl) (Hussain, Cholette, y Castaldi, 2008), a los que se suma la Unién Europea con
153.771.000 hl. Esta elevada produccion requiere gran cantidad de fertilizantes,
agua y abonos, al tiempo que genera cantidades enormes de residuos cuya no
utilizacién significarfa un garrafal desperdicio de valiosas materias primas y un
verdadero problema medioambiental (Mateo y Maicas, 2015).

Las caracteristicas del vino dependen del proceso de produccion y de las pro-
piedades de la materia prima empleada, lo que determina también las particu-
laridades de los residuos generados. Por esta razén, es necesario caracterizar las
propiedades fisicoquimicas de los residuos antes de plantear una aplicacién o
industria (Devesa-Rey et al., 2011).

En Europa se estima que se producen alrededor de 14,5 millones de residuos
de uva cada afio (Chouchouli et al., 2013), con un importante contenido de
compuestos biodegradables y solidos suspendidos (Navarro, Sarasa, Sierra, Es-
teban y Ovelleiro, 2005). Estos residuos se componen de semillas, hojas y tallos,
pulpa, ciscara, aguas residuales, didxido de carbono, compuestos volatiles, tierras
diatoméceas y arcillas (bentonita y perlita) (Oliveira et al., 2013) (Figura 13).

Estos residuos fueron caracterizados por Bustamante et al. (2008), quienes ha-
llaron pH 4cidos (entre 3,8y 6,8), alto contenido de materia organica (669-920
g por kg/l) y alta conductividad eléctrica (1.62-6.15 Ds/m). Adicionalmente,
observaron concentraciones altas de macronutrientes, especialmente potasio
(11,9-72,8 g/kg) y polifenoles (1,2-19,0 g por kg/l) y bajo contenido de metales
pesados y micronutrientes. Por lo anterior, estos residuos se consideran incom-
patibles con la agricultura y deben ser acondicionados antes de ser utilizados
en esta actividad.

Por otra parte, las hojas de la planta Vitis vinnifera L., son los residuos menos
valorados y utilizados a pesar de ser una fuente importante de compuestos or-
ganicos poco estudiados y caracterizados, como los dcidos orgénicos, los dcidos
fendlicos, los flavonoides, los taninos, las procianidinas, las antocianinas, los
lipidos, las enzimas, las vitaminas, los carotenoides, los terpenos y los azicares
(Xia, Deng, Guo, y Li, 2010). Llobera y Cafellas (2007), proponen que los ta-
llos de las uvas se utilicen en la obtencién de compuestos de sabor astringente,
principalmente proantocianidinas. Este residuo, que corresponde entre un 1,4 %
y un 7,0 % de la materia seca (Souquet, Labarbe, Le Guernevé, Cheynier, y
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Moutounet, 2000), se remueva antes del proceso de produccion de vino para
evitar la introduccién de sabores desagradables. En la actualidad, los residuos
de tallos se utilizan en la produccién de abonos y para alimentacién animal; sin
embargo, constituye un aprovechamiento de bajo valor comercial.

Figura 13
Esquema de produccién del vino

Fuente: adaptado de Mateo y Maicas (2015).

La pulpa producida durante la extraccién de jugo de la uva es otro residuo
obtenido en grandes volimenes. Se utiliza principalmente en la extraccién de
aceite de las semillas y polifenoles (resveratrol, flavonoides, 4cidos fendlicos,
etc.); también para la produccién de etanol, metanol, 4cido citrico y xantano
por fermentacién y energfa por metanizacién (Mateo y Maicas, 2015). Sobre la
base del alto contenido de polifenoles reportado para este residuo se han llevado
a cabo diferentes estudios para analizar la capacidad antioxidante y utilizarla en
las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria (Rockenbach et al., 2011).

Las principales fuentes de proteina provenientes de residuos agroindustriales
son los residuos de levaduras producidos en panaderias y cervecerfas, ricos en
factores de crecimiento, minerales, vitaminas y carbohidratos. Las peptonas
se obtienen de la hidrdlisis parcial enzimatica de proteinas animales o de las
plantas (caseina, proteina de soya, proteina de suero y gelatina, entre otras).
Sin embargo, recientemente se ha creado una alarma a nivel mundial por el
aumento de casos de zoonosis, por lo cual se prefieren otras fuentes de proteinas
provenientes de plantas, peces y animales marinos.
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Elaborar unos criterios para seleccionar la fuente adecuada de nutrientes para
un proceso de fermentacién es complicado, pues depende de los microorganis-
mos disponibles, de las caracteristicas de la materia prima, del producto que
se desea obtener, de su mercado, de la disponibilidad del residuo, etc., a lo que
se afiade la obligatoriedad de conocer su composicién quimica, su volumen de
produccién anual, el estado fisico, la estabilidad y las condiciones 6ptimas de
almacenamiento. Asimismo, se debe tener en cuenta que el principal compo-
nente del residuo debe ser ttil como sustrato para la produccién fermentativa
de productos industriales o someterse a procesos de extracciéon para obtener
moléculas de interés comercial; que se encuentre localmente en cantidades
suficientes para la produccién del material de interés; que no tenga compe-
tencia con otras aplicaciones o usos; que requiera pretratamientos sencillos y
econdmicos, y que sea estable e inocuo para el ser humano y el medioambiente.

Entre los multiples procesamientos de los residuos de la industria vinicola, la
biorrefineria parece ser la tecnologia mas promisoria (Cherubini, 2010), ya que
a partir de microorganismos permite obtener de una manera limpia y ambien-
talmente amigable productos de alto valor agregado y energfa, incrementando
de esta manera el interés en este tipo de produccion para los residuos vinicolas
(Figura 14). La aplicacion efectiva de este aprovechamiento dependera de la
voluntad econdémica, politica, social y cultural de las empresas, el Gobierno y
el sector académico para integrarse y aportar conocimiento y reglamentacion,
lo que permitird la adicién de valor agregado a estos residuos altamente conta-
minantes para el medio ambiente.

Figura 14
Esquema de tratamiento de los residuos del vino

Fuente: adaptado de Mateo y Maicas (2015).



Valoracion biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales
* Carlos David Grande Tovar - 2016

36

Residuos de la industria de la cana de azucar

La cafia de aztcar (Saccharum officinarum) es una planta perteneciente a la
familia de las podceas proveniente del sureste asidtico. Es comtn en paises
tropicales y subtropicales y sus variedades difieren en el color y en la longitud
de su tallo. El mayor productor cafia de aztcar es Brasil, con el 25 % de la
produccién mundial, seguido por China, India, Tailandia y Pakistén, paises
que la producen para obtener azticar, etanol, melazas, soda y cachaza (Brasil)
(Parameswaran, 2009).

Durante la produccion de azticar y melazas se genera un residuo fibroso del tallo
al extraer el jugo, el bagazo, que esté constituido de un 50 % de celulosa, 25 %
de hemicelulosa y 25 % de lignina. Contiene, ademds, un 50% de a.-celulosa,
30 % de pentosanos y 2,4 % de cenizas, lo cual facilita su fermentacién (Para-
meswaran, 2009). Otra ventaja del bagazo de cafia es que se produce en can-
tidades elevadas (80 ton/ha) en comparacién con otros residuos provenientes
de cultivos de cereales, herbaceos o forestales, los cuales generan entre dos y
veinte toneladas por hectdrea. Ademas, su produccion se satisface anualmente.

El bagazo ha sido empleado como materia prima para la produccién de electri-
cidad, papel, pulpa y productos derivados de la fermentacién del aztcar, entre
los que se encuentran quimicos, aminoacidos, etanol, alcaloides y enzimas.. De
la misma manera, ha servido para el cultivo de hongos y en la produccién de
alimentos fortificados con proteina para animales (proteina unicelular), ganado
fertilizantes y edulcorantes (Parameswaran, 2009). Un estudio reciente publicd
la fermentacion en estado sélido utilizando como sustrato el bagazo de cana,
por parte del Enterococcus faecium (Iritani, Mitsuhashi, Chaen, y Miyake, 1996).
Asimismo, Zadrazil y Puniya (1995) analizaron la facilidad de degradacién que
posee el hongo de la podredumbre blanca del bagazo. Se encontré que, en
efecto, esta separacion es ttil en fermentaciones en estado sélido por el hongo
filamentoso.

En un estudio reciente se report una fermentacion sélida del bagazo de cana
por cianobacterias multicelulares filamentosas (Arthrospiras), cuyos productos
fueron evaluados para alimentacién animal y humana. En el estudio se analiz6 la
influencia de la humedad, la intensidad de Ia luz y la concentracién del inéculo
en la produccién de proteina a partir de Arthrospira platensis, y se concluy6 que
la mayor influencia la tenia la humedad (Pelizer, de Carvalho, y de Oliveira
Moraes, 2015).

Un estudio reciente encontré que los extractos del bagazo de la cafia de azticar
contienen compuestos capaces de inhibir el crecimiento de patégenos dseos
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(Zhao, Chen, Zhao, y Yu, 2015), con un contenido de polifenoles relativamen-
te alto (4 mg/g de bagazo seco, con una concentracién de quercetina de 470
mg/g de polifenol). La principal actividad del extracto fue contra S. aerus, L.
monocytogenes, E. coli y S. typhimurium. De acuerdo con los hallazgos, la causa
de la muerte celular se debe a un incremento en la conductividad eléctrica de
las suspensiones celulares, lo que genera el rompimiento de la pared celular y
el derramamiento del contenido intracelular por dafio en las proteinas de las
paredes celulares causado los compuestos polifenélicos presentes en el extracto
del bagazo.

Por otra parte, Mondala et al. (2015) investigaron la produccién mas eficiente
de aceite por parte de microorganismos provenientes de lodos previamente ac-
tivados en presencia de xilosa como fuente de carbono, a partir de hidrolizados
de bagazo de cafa de azticar. Se obtuvieron contenidos de aceite entre 40 %
y 47 % (peso seco de la célula) bajo una proporcién alta de C:N. Se requirié
suplemento adicional para mantener una buena concentracién de biomasa. Este
proceso muestra una aplicacién interesante para la produccion de biocombus-
tibles a partir de hidrolizados de la cafia de aztcar.

El bagazo de la cafia de aztcar ha sido empleado, asimismo, en la produccién
de enzimas con aplicacién industrial. Cultivos de hongos filamentosos, bac-
terias y levaduras han sido empleados en diferentes fermentaciones para este
fin (Parameswaran, 2009). En este aspecto, es clave que se lleve a cabo una
hidrolisis previa o un pretratamiento efectivo, con el fin de facilitar el proceso
de fermentacién de los aztcares liberados.

El grupo de Bussamra, Freitas, y Costa (2015), reporté la hidrdlisis facilitada por
un coctel de enzimas de bagazo de cafia de azticar compuesto de Trichoderma
reesei y Escherichia coli modificado genéticamente, con un cultivo cuya compo-
sicién fue optimizada. Luego de evaluar la respuesta, el resultado (microarreglos
de hidrdlisis) fue que la composicion deberia ser T. reesei (80 %), endoglucanasa
(10 %) y B-glucosidasa (10 %), la cual, en teoria, deberfa convertir un 72 %
de celulosa. Una enzima comercial (Celluclast) convirtié apenas un 49,11 %,
demostrando con ello que la mezcla disefiada con anélisis estadistico permitié
obtener una combinacién de enzimas capaces de hidrolizar mayor cantidad de
celulosa, el aspecto mds importante y determinante para el aprovechamiento
del bagazo de cafia en aplicaciones posteriores, como produccién de enzimas
y otros productos de alto valor agregado, asi como también etanol y dcidos
organicos (Parameswaran, 2009).
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Recientemente, se dio a conocer un estudio en el que se utilizaron enzimas
producidas in situ a partir de la fermentacion sélida del bagazo de cafia (Liu et
al., 2014). El grupo de Robl et al. (2015), notificé un aumento en la hidrélisis
del bagazo de citricos a partir de una B-glucosidasa y una pectinasa, con ayuda
del hongo Annulohypoxylon stygium DR47, gracias a lo cual se obtuvo la maxi-
ma produccién de pectinasa (6,26 U mL™") a un pH de 4,0 y de B-glucosidasa
(10,13 U mL™") a un pH de 5,0, en un medio que constaba de salvado de soya
y bagazo citrico. Los autores dictaminaron que los extractos enzimaticos fueron
ttiles para reemplazar parcialmente Celluclast 1,5L de la hidrélisis de cafia de
aztcar y mediante un anélisis proteémico develaron A. stygium, fragmentos de
las enzimas pertenecientes a las familias GH3 y GH54, claves en el aumento
de los rendimientos de sacarificacién (Grande, 2015).

El grupo de de Cassia Pereira et al. (2015), obtuvo celulasas y xilanasas a partir
de treinta y dos hongos tolerantes a altas temperaturas, con el fin de evaluar
su capacidad de fermentacién y degradacion de diferentes sustratos lignoce-
lul6sicos. Del estudio se concluyé que aunque Myceliophthora thermophila JCP
1-4 fue el hongo que produjo los niveles mas altos de endoglucanasa (357,51
Ug), B-glucosidasa (45,42 U g'!), xilanasa (931,11 U g™!) y avicelasa (3,58 U
g!) —esta tltima, una enzima poco comtn a partir de fermentaciones sélidas
de hongos— todos los hongos exhibieron buena capacidad de produccién de
enzimas con posibilidades de aplicacion en el proceso de sacarificacién a partir
de bagazo de cafia de azicar.

Entre las enzimas mas utilizadas e importantes se encuentran las celulasas, cuyo
costo de produccién determina en parte la viabilidad del aprovechamiento de
residuos lignocelulésicos. Si bien se han propuesto metodologias como el reci-
claje de la enzima —la fraccién insoluble proveniente de Chrysoporthe cubensis y
Penicillium pinophilum) (Visser, Leal, de Almeida y Guimaraes, 2015) que permitié
reutilizar con buena actividad celulitica las enzimas—, la produccion a partir del
bagazo de cafia de estas enzimas se muestra muy promisoria y adecuada para
los requerimientos establecidos.

Ladeira, Cruz, Delatorre, Barbosa, y Martins (2015), investigaron la produccién
de celulasa a partir de una mezcla de bagazo de cafia de azicar y licor de maiz
con ayuda de Bacillus sp. SMIA-2 y al final analizaron sus propiedades bioquimi-
cas para aplicarlas en la produccion de detergentes industriales. En general, la
estabilidad de la enzima en presencia de diferentes detergentes como Ultra-Biz®
y Ariel® (en el cual fue menos estable) fue evaluada, como también se hizo en
presencia de compuestos quimicos como dodecil sulfato de sodio y Renex-95
en los cuales fue estable, pero no asf en presencia de TritonX-100 y H,0,. Los
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cultivos de Bacillus también liberaron proteasas en el medio de cultivo, pero
las celulasas fueron estables a la digestion proteica. Las méaximas actividades
enziméticas se obtuvieron a 120 h (avicelase, 0,83 U mL™") y 138 h (CMCasa,
0,29 U mL™), respectivamente, con un pH de actividad éptima de 7,5y 8,0y
temperaturas de trabajo de 70 °C para las dos enzimas, demostrando con ello
que estas enzimas se pueden producir a partir de residuos de cafia y maiz con
la posibilidad de ser aplicadas en la industria de detergentes.

Cunha et al. (2014) reportaron la produccién de endoglucanasas a partir de
bagazo de cafia previamente esterilizado y licuado, por medio de una fermen-
taciéon sumergida mediada por Aspergillus niger. El sustrato fue tratado previa-
mente con vapor y sometido a una fermentacién en estado solido con A. niger.
Posteriormente fue introducido en un buffer con celulasa por doce horas y una
reaccién posterior de treinta y seis horas, lo que permitié obtener un semisélido
con 30 % (p/v) que se someti6 a una fermentacién sumergida con una concen-
tracion total de sélidos de 26 % (p/v) con ayuda del hongo, generando asf una
actividad enzimatica quince veces mayor que aquella que se produce con el
sustrato sometido a condiciones de fermentacion en estado sélido.

El grupo de D. K. Sharma, Tiwariy Behera (1995), reportaron la produccion de
celulasas a partir de diferentes cepas flingicas. Roussos, Raimbault, Saucedo-
Castafieda y Lonsane (1992) obtuvieron celulasa a partir de una mezcla de 4:1
de bagazo de cafa de azicar y salvado de trigo y enunciaron que el uso de una
prensa hidraulica era adecuado para liberar las enzimas de la materia fermentada.

Gupte y Madamwar (1997) obtuvieron celulasa y B-glucosidasa mediante fer-
mentacion en estado sélido de bagazo de cafia de aziicar, utilizando mezclas de
cultivos de Aspergillus ellipticus y Aspergillus fumicatus. Informaron un aumento
en la actividad hidrolitica y de la B-glucosidasa en comparacién con los proce-
dimientos llevados a cabo con las enzimas individuales. El proceso hidrolitico
fue reforzado utilizando diferentes pretratamientos y se obtuvo el maximo
rendimiento al octavo dia de fermentacion.

El-Naggar, Abdelwahed, Saber y Mohamed (2014), produjeron endoglucanasas
a partir de la fermentacion sumergida de bagazo de cafia de aztcar, utilizando
Streptomyces albogriseolus —un actinomiceto aislado del suelo— subespecie
cellulolyticus cepa NEAE-], identificada mediante quimiotaxonémicos, mor-
foldgicos, fisioldgicos y culturales. Los investigadores evaluaron los efectos del
pH, la temperatura, la concentracién del nitrégeno y el tiempo de incubacién,
en el rendimiento de produccién de la enzima.
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Por otra parte, se ha reportado la produccién de otras enzimas a partir de la
fermentacién de bagazo de cafia. La produccién de xilanasa, por ejemplo, se
llev6 a cabo a partir de fermentacion en estado sdlido de este sustrato. Las
xilanasas son importantes para la degradaciéon de compuestos presentes en
las paredes celulares (hemicelulosa, compuesta principalmente por xilano)
(Parameswaran, 2009). Estos, a su vez, estdn conformados por unidades de
heteropolisacéridos del B-1,4-xilanopiranosa, sustituidas por residuos acetil,
arabinosil y glucopiranosilicos. En general, la produccién de xilanosas se hace
con base en la fermentacién de sustratos sélidos y hongos filamentosos, a pH
neutro o relativamente acido y por debajo de 45 °C (Parameswaran, 2009).
Sin embargo, las xilanasas con potencial industrial son aquellas estables a altas
temperaturas (termofilicas).

En ese sentido, Jain (1995) produjo xilanasas a partir de bagazo con ayuda de un
hongo termofilico. En general, el crecimiento del hongo fue bueno incluso en
bagazo sin tratar y con mayor actividad enzimatica que en el bagazo pretratado
con 4cido o 4lcali. En un estudio reciente, Kaushik, Mishra y Malik (2014) obtu-
vieron xilanasas a partir de diferentes residuos agroindustriales, entre los cuales
se encontraba el bagazo de cafia de aziicar, con el fin de enfrentar dos desafios:
adecuar los residuos de la industria papelera derivados del blanqueamiento del
papel y degradar los compuestos colorantes presentes en los efluentes. El hongo
del cual se aislaron las xilanasas fue el Aspergillus lentulus, con una produccién
méxima lograda a partir de la fermentacion en estado sélido de salvado de trigo
(158,04 U g1, seguido por residuos de maiz (153,0 U g!), bagazo de cafia de
azticar (129,9 U g!) y paja de trigo (49,4 U g!). Las enzimas, ademas, fueron
estables a altas temperaturas y pH (75 % de la actividad se mantuvo a un pH de
9y 70 °C). Los extractos de la fermentacién fueron evaluados para la remocion
de colorantes aniénicos (85 % de remocién) y catiénicos (96 % de remocién),
demostrando con ello su aplicabilidad en la industria colorante y textil.

Buenrostro-Figueroa et al. (2014), notificaronla produccién de una enzima nue-
va: la elagitannasa, responsable de la degradacién de elagitaninos y la produccién
de 4cido elagico, un compuesto bioactivo importante en las industrias farmacéu-
tica, cosmética y alimentaria. En el procedimiento se reporté la fermentacion
mediada por Aspergillus niger GH1 a partir de la fermentacion sélida de cuatro
residuos agroindustriales (bagazo de cafia de azticar, mazorca de maiz, corteza
de cocoy tallos de candelilla), todos importantes en la produccién de la enzima.

Rajagopalan y Krishnan (2008) reportaron por primera vez la produccién de
o-amilasa a partir hidrolizados de bagazo de cafia de azicar, algo que se dificulta
por la formacion de azicares reductores que inhiben la sintesis de a-amilasas
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a través de supresion catabdlica (Parameswaran, 2009). Sin embargo, el grupo
comunicé la obtencién de a-amilasa a partir de Bacillus sp. (Bacillus subtilis
KCC103) sin inhibicién por parte de glucosa formada por la fermentacién de
bagazo de cafa de azicar, en niveles muy similares a los que se obtienen a partir
de almidén. El mismo grupo consiguié la obtencién de a-amilasa a partir de
una cepa de Clostridium sp. BOH3 solventogénico, que contenia hidrolizados
de cafia de azicar y un refuerzo de almiddn, esencial para la produccién de
o-amilasa (Rajagopalan, He, y Yang, 2014). El analisis de huella dactilar de
péptidos mostrd que la a-amilasa obtenida era homologa a la obtenida a partir
de Clostridium acetobutylicum ATCC824, aunque con menor peso molecular

(54KDa, en comparacion de 84 KDa de la ATCC824).

La torta de aceite residual proveniente del procesamiento de semillas de oliva
para la obtencién de su aceite y bagazo de cafia, se empled en la obtencién de
lipasas a partir de una fermentacion en estado sélido, utilizando cultivos estables
a temperaturas altas de los hongos Rhizomucor pusillus y Rhizopus rhizopodiformis,
bagazo de cafia de aztcar y residuos del pastel de aceite, con una produccién
maxima de las enzimas de 1,73 U mL!' y 0,97 U mL"!, respectivamente. Sin
embargo, cuando se dispusieron los residuos juntos (50:50), se encontrd un
aumento en la actividad a 43,04 U mL~!ya 10283 U mL"!, con Rhizopus rhizo-
podiformis y Rhizomucor pusillus, respectivamente (Cordova et al., 1998).

El bagazo de cafia de azdcar también ha servido para la obtencién de otros pro-
ductos de alto valor agregado (Aidoo, Hendry y Wood, 1982; Parameswaran,
2009). La produccién de acidos orgdnicos, como el 4cido citrico, ha sido posible
mediante fermentacién en estado sélido utilizando sustratos inertes, con el fin
de proveer un soporte mas homogéneo vy facilitar el proceso de purificacién
(Parameswaran, 2009). Asimismo, se han llevado a cabo diferentes procedi-
mientos para la produccién de dcido lactico (John et al., 2006). La produccién
de los 4cidos itaconico, fumdrico y malico —importantes como bloques sintéticos
para la obtencion de otros compuestos quimicos— se ha efectuado a partir de la
fermentacion sélida de diferentes residuos lignoceluldsicos (entre ellos el bagazo
de cafia) mediada por hongos filamentosos, gracias a sus ventajas competitivas
frente a las fermentaciones sumergidas (Grande, 2016).

Del mismo modo, la produccién de pectinasas ha sido posible gracias a la fer-
mentacion sélida de bagazo de cafia impregnado con una solucién concentrada
de glucosa (Solis-Pereyra et al., 1996). El uso de sustratos inertes para apoyar
la fermentacién en estado sélido también es (til para estudiar el mecanismo de
degradacién del hongo (metabolismo) (Huerta et al., 1994).



Valoracion biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales
* Carlos David Grande Tovar - 2016

42

Christen, Villegas y Revah (1994), produjeron compuestos arométicos a partir
de la sacarificacion y fermentaciéon simultdnea (SSF) de bagazo de cafia y la
utilizacién de un medio nutritivo basado en glucosa, lo que permitié aislar e
identificar cerca de veintitin compuestos mediante cromatografia de gases. De
igual manera, Chiu y Chan (1992) demostraron la produccién de pigmentos
rojos y amarillosa partir de la fermentacion sélida de bagazo humedecido con
un medio de PGY, con aceite de maiz utilizando cultivos de Monascus purpurea
(Grande, 2016).

Por tltimo —pero no menos importante— los residuos de bagazo de cafia de azticar
se han utilizado para la produccion de etanol, gracias a su sencillez y facilidad de
procesamiento, asi como su alto contenido de carbohidratos hidrolizables para
la produccién de aztcares fermentables (Parameswaran, 2009). Ultimamente,
se han dado a conocer numerosas investigaciones que apuntan al bagazo de
cafia como sustrato para la produccién de etanol (Santos, Sarrouh, Rivaldi,
Converti y Silva, 2008).

Asimismo, se han desarrollado otros procedimientos para la obtencién de
biopolimeros utilizando la bacteria Ralstonia eutropha a partir de bagazo de
cafia pretratado con soluciones 4cidas diluidas, lo que ha permitido obtener
polihidroxialcanoatos con un importante valor agregado en la industria (Yu y

Stahl, 2008).

Residuos agroindustriales como materia prima
para la produccion de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos bioactivos que se producen durante
el crecimiento y metabolismo de los microorganismos en procesos de cultivo ac-
tivos y por fermentacion posterior al crecimiento de los microorganismos. Entre
los microorganismos més activos en la produccién de estos compuestos se en-
cuentran los hongos filamentosos, los cuales producen antibidticos, micotoxinas,
alcaloides, ciclosporina (compuesto inmunosupresor), y fumigilina, compuesto

inhibidor y supresor de tumores (Khaldi, Collemare, Lebrun, y Wolfe, 2008).

Numerosos metabolitos secundarios se originan durante la excrecién de los
microorganismos en la fases de crecimiento y estacionaria de crecimiento.
Estos compuestos son de altisimo valor agregado en las industrias alimentaria,
cosmética, farmacéutica y textil, por lo cual su obtencién a partir de materias
primas generalmente abandonadas o subutilizadas en los lugares de produccién,
representa una manera econdmica y amigable con el medioambiente para ge-
nerar estos compuestos.
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Los metabolitos més utilizados como materia prima para este proceso son la
paja de trigo y de arroz, los granos de cereal averiados, el salvado del trigo y de
otros cereales, el bagazo de cafia, las semillas de diferentes plantas, los pasteles
producto del procesamiento de semillas para la obtencién de aceite, y harinas
averiadas (Pandey, Soccol, Rodriguez-Leon y Nigam, 2001).

La produccién de metabolitos secundarios a partir de las fermentaciones en
estado sélido todavia no se ha dado a gran escala en comparacién con las
fermentaciones en estado liquido, a pesar de su creciente demanda para la
produccién de compuestos antibidticos de fuentes renovables por sus buenos
rendimientos, bajo costo y facilidad y rapidez (Singh Nee Nigam, 2009). La
preferencia por las fermentaciones sumergidas a partir de azicares simples
se debe principalmente a que su técnica es conocida, facil de escalar y ofrece
mayor sencillez para monitorear sus pardmetros en comparacién con el proceso
en estado s6lido, a pesar de que en este Gltimo se pueden obtener mayores ren-
dimientos, sus costos por concepto de purificacién (excepto cuando el proceso
se destina para la produccién de farmacos) son menores, y de las desventajas
propias del proceso sumergido, a saber, el aumento de la viscosidad en funcién
del aumento de la actividad metabdlica y la posibilidad de degradacién de los
metabolitos (Singh Nee Nigam, 2009).

No obstante los avances, atn falta consolidar la investigacién en el disefio de
biorreactores con condiciones Optimas para el cultivo de microorganismos y
ampliar el rango de metabolitos que se pueden obtener por medio de esta técnica
mediante diferentes modos de operacién y mayor control sobre los pardmetros
de operacién, todo lo cual permitirfa el correcto escalamiento del proceso y
garantizarfa la produccién a nivel industrial. Este tema se abordard en mayor
detalle en el capitulo cuarto.

Otra fuente de carbono son los lipidos provenientes de las plantas, los cuales
son utilizados en la produccién de antibidticos B-lactdmicos, tetraciclinas y
polienos antifingicos; sin embargo, su pretratamiento es mas complejo que el
de los carbohidratos y més costoso. Por otro lado, los lipidos son una mayor
fuente de energia comparada con los carbohidratos y son ttiles en los procesos
de fermentacién como antiespumantes al facilitar el proceso de separacion ne-
cesario en fermentaciones con lipidos ya que este se lleva a cabo en dos fases,
requiere mas oxigeno y los microorganismos involucrados deben poseer enzimas
lipasas para degradar los lipidos.
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Perspectivas

El futuro para el uso de los residuos agroindustriales en procesos fermentativos es
bastante promisorio. Sin embargo, el principal aspecto que debe ser considerado
para “globalizar” estas tecnologias es la disponibilidad de los azticares fermen-
tables a partir de las diversas materias primas. Normalmente, un tratamiento
previo a la fermentacion es necesario para liberar los aztcares fermentables a
partir de polisacéridos no degradables por microorganismos. Los pretratamien-
tos pueden ser fisicos, mecénicos, térmicos, quimicos o enziméaticos, los cuales
liberan estos azticares y generan los metabolitos y productos quimicos de interés
como aminoacidos, dcidos organicos, y enzimas, entre otros. Sin embargo, hay
un tipo de fermentacién que no requiere este pretratamiento: la fermentacién
en estado sélido, en la cual las materias primas lignoceluldsicas son degradadas
directamente por los microorganismos (Robinson, Singh, y Nigam, 2001).

Es importante, entonces, concienciar al Gobierno y a la empresa privada para
que apoyen las investigaciones en este campo y crear programas de formacioén
en estas tecnologias —uno de los principales déficits de nuestro pafs—y en su co-
mercializacién. El mercado de las enzimas industriales es altamente prometedor,
razén por la cual se debe aprovechar el elevado volumen de residuos aptos para
la obtencién de la materia prima involucrada en su produccién. Sin embargo,
para que esta meta se alcance se deben establecer empresas dedicadas a este
fin, amparadas en programas e incentivos que impulsen la inversién en este
campo. En el caso de las enzimas, se requiere el desarrollo de prototipos mas
estables a condiciones de temperatura y pH industriales, agentes inhibitorios
de crecimiento y menos dependientes de metales de transicion, al tiempo que
se mantiene (0 se mejora) su capacidad catalitica.

Finalmente, se espera que en los préximos afios los estudios que se llevan a
cabo para el aprovechamiento de los residuos agroindustriales con el fin de
obtener un enriquecimiento proteico, metabolitos secundarios, enzimas, 4cidos
orgénicos, biopolimeros y vitaminas, entre otras aplicaciones, se centren en la
capacidad de escalamiento de estos procesos una vez evaluados los pardmetros
que afectan su viabilidad y rendimiento de produccion.



Acondicionamiento previo
de los residuos agroindustriales
para procesos fermentativos

Introduccion

Los agricultores de todo el mundo deben batallar dia a dfa con el grave pro-
blema de la disposicién de residuos. Estos, ademds de generar contaminacién
medioambiental, llevan a pérdidas econémicas al no ser aprovechado el potencial
que poseen de ser una fuente renovable de materia prima para la produccién
de moléculas de alto valor agregado y de interés en las industrias alimentaria,
farmacéutica y textil, en la fabricacién de compuestos quimicos, abonos, fertili-
zantes y concentrados para animales y en la produccién de energia. Sin embargo,
para ser utilizados estos residuos deben ser previamente acondicionados con el
objetivo de facilitar su procesamiento, especialmente si se hace con ayuda de
microorganismos como hongos, bacterias, levaduras y microalgas.

Estos residuos son ricos en hemicelulosa, celulosa y lignina, tres polimeros que
forman una estructura tridimensional en la pared celular de las células vegetales
dificil de procesar por los microorganismos. Con el propésito de que la materia
prima sea mds accesible por los microorganismos para la biotransformacién y
produccién de moléculas y compuestos de interés, se llevan a cabo un pretra-
tamiento y un acondicionamiento de la materia prima, los cuales originan la
transformacién de la estructura cristalina de la matriz lignocelulésica, incluida
la degradacién del complejo lignocelulésico (Demirbas, 2005). La materia prima
consta principalmente de material lignocelulésico conformado por una matriz
de celulosa con lignina que se entrecruzan con cadenas de hemicelulosa, mo-
lécula cristalina y de dificil tratamiento para los procesos de hidrdlisis (Grande,
2016). El pretratamiento (fisico, quimico o biolgico) degrada la estructura
cristalina del complejo lignocelulésico y la convierte en una estructura amorfa
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més accesible para los microorganismos que efectuaran la biotransformacién a
partir de la hidrdlisis y la fermentacién.

Los residuos agroindustriales son, por lo general, quemados o enterrados en
rellenos sanitarios (Figura 15). Entre los méds comunes se encuentran los baga-
zos, las melazas, el aceite residual de frituras, las hojas, los tallos, las ramas, las
pieles, las pulpas, las cascaras, las semillas y los derivados de la molienda de maiz,
entre otros. Los principales productores de estos residuos a nivel mundial son
los cultivos de cereales como el arroz, el trigo, el maiz y la soya; plantaciones de
algodén, leguminosas, café, cacao, caia de azicar, remolacha, oliva, té, frutas
(banano, mango, coco) y aceite de palma (Figura 16).

Figura 15
Relleno sanitario

Fuente: www.elpilon.com.co

Figura 16
Incineracion de paja de arroz

Fuente: www.levante-emv.com
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Diferentes tipos de residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales son producto del procesamiento de biomasa
proveniente de cultivos o de animales. Se puede generar valor agregado al
procesarlos de tal manera que se obtienen productos con una aplicacién en
particular, generalmente reemplazando materias primas no degradables y cos-
tosas econdmica y ambientalmente. Los residuos del procesamiento de cultivos
como bagazos, molasas, semillas y derivados como harinas y céscaras, pueden ser
utilizados en diversas aplicaciones (Grande, 2016). También son aprovechables
los provenientes directamente de la agricultura; es decir, de procesos como la
cosecha y poscosecha de cultivos. Son utilizables las hojas, las semillas, las c4s-
caras, las pulpas, el prado, la paja, los troncos y tallos, la pelusa, los rastrojos, y
los caparazones y conchas, entre otros, que provienen de cultivos de cereales,
frutas y verduras. Se clasifican a partir de su contenido de agua en residuos
secos y hiimedos, una clasificaciéon determinante en el proceso de adecuacién
y pretratamiento.

Residuos secos

En esta categoria se ubican aquellos provenientes de actividades de cosecha,
tales como la paja o el rastrojo de la cebada, frijoles, avena, arroz y trigo, asi
como también el tallo y las hojas del maiz, el algoddn, el sorgo, la alfalfa y la
soya, entre otros (Grande, 2016).

Los cultivos de frutas son una fuente importante de residuos, entre los que
se encuentra la maleza y residuos frutales como manzanas, aguacates, peras,
almendras, cerezas, uvas, toronjas, limones, limas, naranjas, peras, nueces,
ciruelas y duraznos, entre otros.

Por otra parte, las hojas y tallos de cultivos como el pepino, la papa, el tomate,
la alcachofa, los esparragos, la lechuga, el melén vy el calabacin, se pierden en
el suelo una vez el proceso de cosecha culmina. Son residuos susceptibles de
aprovechamiento por su alto contenido de hemicelulosa, celulosa, pectina y
otros polisacéridos. En los viveros también se generan residuos propios de esta
actividad, como los provenientes de la poda y los recortes de hojas, tallos y

flores (Grande, 2016).

Residuos humedos

Aquellos residuos con alto contenido de agua son considerados htiimedos. Entre
ellos se encuentran el estiércol de animales de granja o de campo, los piensos y
los ensilados animales. Esta categorfa agrupa, ademas, los residuos de la cosecha
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del verano (forrajes) que se fermentan con ayuda de bacterias lacticas y produ-
cen una disminucién del pH por debajo de 5. Son almacenados en recipientes
plasticos en condiciones anaerdbicas con miras a alimentar los rumiantes en
invierno o producir biocombustibles por digestién anaerdbica (Grande, 2016).

Composicion de los residuos
agroindustriales alimentarios

Todas las células requieren nutrientes para llevar a cabo los procesos bésicos
de biosintesis de los constituyentes celulares, los cuales servirdn a su vez como
base para la construccién de tejidos, érganos y sistemas. Los principales cons-
tituyentes celulares son el carbono, el nitrégeno, el fosforo, el hidrégeno, el
oxigeno, el magnesio, el calcio, el cloro, el hierro y otros conocidos como traza,
todos los cuales son obtenidos por los seres vivos a partir de los alimentos. Estos
contienen compuestos quimicos clasificados en carbohidratos, lipidos, protei-
nas y vitaminas principalmente, y otros presentes en menor proporciéon como
los complejos organometélicos. Para ser asimilados por los organismos, estos
compuestos deben ser degradados en sus elementos constituyentes mediante el
metabolismo bioquimico, en el cual intervienen diversas sustancias que facilitan
estas reacciones de degradacién.

Un adecuado conocimiento de la composicién quimica y nutricional de los
residuos permite su transformacién por medio de una tecnologia adecuada que
incluye la biotecnologia, con el fin de obtener alimentos nutracéuticos, firmacos
y otras aplicaciones industriales.

A pesar de la cantidad de residuos agroindustriales y su origen, en este capitulo
se tratard la composicion de los residuos agroindustriales de tipo alimentario,
pues aquellos de origen no alimentario son principalmente ricos en material
lignocelulésico, lipidos y en algunas ocasiones carbohidratos, aprovechados para
la generacién de biocombustibles, papel y compuestos quimicos.

Las frutas y vegetales son apetecidos todo el afio, aunque su produccién en fresco
generalmente se limita a la época de cosecha, la cual depende de la época o
estacion del afio en muchos paises. El principal importador de frutas en el mundo
es la Unién Europea, seguido por Estados Unidos y los principales productores
son China, la Unién Europea y la India, seguidos por Brasil, Estados Unidos,
México y Chile. Sin embargo, solo un pequefio porcentaje del total producido
(cerca de un 6 %) es vendido a nivel mundial, lo cual significa que el volumen
de pérdidas es alarmante. De hecho, en Espafia cerca del 95 % de las frutas
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consumidas tiene defectos de sabor y textura (ClubDarwin.Net, 2013), razén
por la cual se venden en compuestos procesados que aumentan la vida ttil de
la fruta y se pueden ofrecer por fuera de cosecha. Muchos granjeros, campesinos
y productores alrededor del mundo viven de la produccion y procesamiento de
frutas y verduras, con volimenes de 730 millones de toneladas de frutas y 860
millones de hortalizas en el 2012, de acuerdo con estudios del Servicio de Infor-

macién del sector Agricola (AMI) en Bonn, Alemania (ClubDarwin.Net, 2013).

La produccién mundial de fruta tropical es de alrededor 82 millones de toneladas
(2014), segtin estimaciones de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO). EI 78 % corresponde a frutas principales
(mango, pifia, aguacate y papaya) y el 22 % a las secundarias (lichi, rambutan,
guayaba) (ValenciaFruits.com, 2012). El procesamiento de la manzana para
obtener pulpa rica en pectina y polifenoles, genera como residuo principal la
céscara, la cual también contiene importantes cantidades de estos compuestos.
Otros obtenidos de la cdscara y la pulpa de manzana son catequinas, hidroxi-
cinamatos, procianidinas y quercetin y floretin glucésidos (Schieber, Keller, y
Carle, 2001).

El procesamiento de la uva (Vitis sp., vitaceae), la segunda fruta més cultivada
en el mundo con una produccién aproximada de sesenta toneladas, genera
principalmente pulpa, semillas y céscaras, particularmente en la industria
del vino. De los residuos de su procesamiento se puede obtener etanol, 4cido
citrico, tartratos, hidrocolides, fibra dietaria y aceite de las semillas (Bravo y
Saura-Calixto, 1998). De la pulpa se obtienen compuestos fendlicos como el
estilbeno, flavonoles, glucdsidos, catequinas, 4cidos fendlicos, antocianinas y
algunos alcoholes. Otro tipo de compuestos producidos a partir de las proanto-
cianidinas de tipo poliméricas al ser tratadas con cisteamina, son conjugados del
aminoetil-flavan-3-ol (Torres y Bobet, 2001). La recuperacién de los compuestos
fendlicos provenientes de la uva y del vino rojo es muy importante y muchos
investigadores se han concentrado en este aspecto, pues ya se ha demostrado
en gran medida que estos compuestos fendlicos tienen gran capacidad antio-
xidante. Incluso, las semillas de la uva son ricas en compuestos polifenélicos
como las procianidinas, también con poder antioxidante (Jayaprakasha, Singh
y Sakariah, 2001).

Los residuos de los citricos, como la c4scara de la lima, son conocidos por su alto
contenido de fibra dietaria y flavonoides como la hesperidina, la narirutina, la
naringina y la eriocitrina, presentes también en la cdscara y en fracciones liquidas
de los citricos (Mouly, Arzouyan, Gaydou y Estienne, 1994). Las semillas y las
céscaras son excelentes antioxidantes (Bocco, Cuvelier, Richard, y Berset, 1998).
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De la produccién de jugo de pifia (Ananas comosus L. Merr., Bromeliaceae) se
obtiene el bagazo, un residuo sélido que contiene considerables cantidades de
sucrosa, almidén y hemicelulosa, materias primas importantes para la produccién
de etanol (Nigam J., 2000). De la fruta madura se obtiene la enzima proteolitica
bromelina y del jugo y los residuos del procesamiento del jugo de pifia se han

obtenido antioxidantes cuyas estructuras han sido bien establecidas (Wrolstad
y Ling 2001).

El latex se obtiene como subproducto de la produccién de papaya (Carica
papaya), del cual se recupera la papaina, una enzima proteolitica que se utiliza
para el ablandamiento de carnes. De las semillas se extrae aceite, aunque bajo
en contenido de 4cidos grasos poliinsaturados; sin embargo, las semillas a las
cuales se les ha retirado el aceite, son ricas en proteina y fibra crudas (Jargtiani,

Chan y Sakai, 1988).

El banano (Musa paradisiaca L., Musaceae) es uno de los cultivos mds impor-
tantes y extendidos del mundo. Esta presente en todas las regiones tropicales y
reviste una importancia fundamental para las economias de muchos paises en
desarrollo. Es el cuarto cultivo alimentario m4s importante después del arroz,
el trigo y el maiz. Su comercializacién en mercados locales proporciona ingre-
sos y empleo a las poblaciones rurales y su produccién mundial se tasa en 99
millones de toneladas (2001) con un 4rea cultivada de de nueve millones de
hectareas (FAO, 2004). Cerca del 30 % de la fruta lo compone la céscara, de
la cual se han obtenido carotenoides xantofilicos esterificados con miristato,
laurato, palmitato y caprato (Subagio, Morita y Sawada, 1996). Ademas, es
reconocida como un sustrato rico en energia proveniente de los carbohidratos
(Someya, Yoshikiy Okubo, 2002). De mil plantas de banano se pueden obtener
entre veinte y veinticinco toneladas de pseudotallo, materia prima de la cual se
puede extraer hasta el 5 % de almidon comestible (Annand y Maini, 1997). De
la flor se han obtenido antocianinas en buena cantidad (delfinidina, cianidina,
pelargonidina, peonidina, petunidina y malvadina), que fueron evaluadas como
colorantes naturales alimentarios (Pazmino-Duran, Giusti, Wrolstad y Gloria,

2001).

Otro cultivo de frutas tropicales mundialmente importante es el cultivo del man-
go (Mangifera indica L., Anacardiaceae), cuyos principales paises productores son
India, Tailandia y México. La FAO estima que la cosecha de mango ronda las
844.246 toneladas (2014) y los principales consumidores son Estados Unidos y
la Unién Europea (ValenciaFruits.com, 2012). Alrededor de un 50 % de Ia fruta,
al ser procesada, se convierte en residuos que corresponden principalmente a
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céscara y semilla. La almendra de la semilla del mango es una fuente de aceite
comestible con gran contenido de 4cidos grasos vy triglicéridos —similar al de la
manteca de cacao—, asi como de compuestos antioxidantes del tipo fendlicos y
fosfolipidos. Entre los compuestos fendlicos se encuentran el dcido gélico y el
eldgico y algunos galatos (Puravankra, Boghra y Sharma, 2000). También se ha
considerado la almendra de la semilla como una buena fuente de fibra dietaria
gracias a sus compuestos polifendlicos extraibles (Larrauri, Ruperez, Borroto y

Saura-Calixto, 1996).

Del tomate (Lycopersicon esculentum Mill., Saolanaceae) se produce el jugo y
la pasta vegetal, importantes en el mundo por su amplio consumo. Durante
su produccién se genera un residuo conocido en esta industria como orujo de
tomate, que consiste bdsicamente en un producto secoy crujiente de la piel y de
las semillas de esta solanécea, utilizado en la preparacién de ensilados animales
junto con la paja de arroz, para mejorar sus propiedades nutricionales (Mannetje,
2001). Las semillas constituyen aproximadamente el 10 % del total de la fruta
y el 60 % de los residuos del tomate y son una excelente fuente de proteina
(35 %) y grasa (25 %) (Avelino, Avelino, Roseiro y Collaco, 1997. Las semillas
de tomate han sido ampliamente estudiadas por su alto contenido en 4cidos
grasos poliinsaturados, como el 4cido linoleico (Askar y Treptow, 1998). Otro
compuesto que se encuentra en la fraccion insoluble del tomate, especialmente
en la piel, es el licopeno, un carotenoide responsable del color rojo de Ia fruta

(Sharma y Maguer, 1996).

La produccién de jugos y mezclas de la zanahoria (Daucus carota L., Apiaceae)
genera como residuo la oruja de zanahoria, en la cual se encuentran compuestos
muy valiosos como carotenos, dcido urénico y algunos azicares. El orujo de
zanahoria se utiliza normalmente para alimentacién animal y como fertilizante.
Puede contener hasta dos gramos de carotenos por kilogramo de materia seca
de orujo segin las condiciones de procesamiento, razén por la cual representa
una excelente fuente de carotenos.

El procesamiento de la papa para la obtencion de almidén genera como residuo
la cdscara, cuyos extractos acuosos son una rica fuente de compuestos fenélicos
entre los que se encuentran el 4dcido clorogénico, el 4cido galico, el 4cido cafeico
y el 4cido protocatechuico. Se ha demostrado que estos extractos poseen buena
actividad antioxidante y antibacteriana frente a algunas especies de bacterias

(Rodriguez de Sotillo, Hadley y Wolf-Hall, 1998).

La agroindustrializacién de la cebolla (Allium cepa L., Alliaceae), produce un
gran volumen de residuos al afio en Europa (alrededor de 450.000 toneladas),
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compuesto principalmente de la cdscara marrdn, las hojas exteriores carnosas
y las partes superior e inferior del bulbo, las cuales representan una importante
fuente de compuestos saborizantes y de fibra. También son ricos en glicésidos,
especialmente quercetin glicosidos, que corresponden al 85 % del total de los
flavonoides presentes, metabolitos importantes para la salud por su accién
antioxidante (Price y Rhodes, 1997).

La produccién de azicar a partir de cafia (Saccharum officinarum L., Poaceae)
y remolacha azucarera (Beta vulgaris L. ssp. Vulgaris var. Altissima DOLL, Che-
nopodiaceae) origina como subproductos melazas —un jarabe resultante del
proceso de cristalizacion, con alto contenido de carbohidratos fermentables
(sucrosa, glucosa, fructosa)—y otros compuestos que no se precipitaron durante
el proceso de purificacién del jugo. Las melazas se usan principalmente como
fuente de carbono en procesos fermentativos para la produccién de alcohol, 4cido
citrico, L-lisina y 4cido L-glutdmico (Higginbotham y McCarthy, 1998). Otro
subproducto es el bagazo (el mayor subproducto en volumen) cuya aplicacién
principal es como combustible y fuente de pentosanos para la produccién de
furfural (Delavier, 1998). La pulpa, en conjunto con ensilados, se usa en algunos
casos para alimentacién animal (Harland, 1998).

Cereales como el trigo son una fuente importante de alimento animal (car-
bohidratos: 65 %-79 %; proteinas: 8 %-20 %; minerales: cenizas, 1 %-3 % y
fibra dietaria). Los residuos de la molienda del trigo se componen de granos de
trigo, polvo, malas hierbas y paja. Se utilizan en alimentacién animal, pero se
recomienda analizar su composicién dado que esta varfa considerablemente de
acuerdo con su origen y procesamiento. La cascarilla de trigo contiene proteina,
grasa, carbohidratos, fibra dietaria, cenizas y material extrafo.

Los residuos de la extraccion de aceite de oliva generalmente corresponden
a aguas residuales con alto contenido de compuestos antioxidantes, entre los
que se encuentran derivados del hidroxitirosol. Su produccién anual asciende
a siete millones de toneladas por afio. Esta mezcla contiene entre un 80 % y
un 95 % de agua, 4 %-15 % de compuestos orgdnicos (azticares, compuestos
nitrogenados, grasas, polifenoles, fibras, acidos volatiles) y un 0,5 %-5 % de
compuestos inorganicos (sales de potasio y fosfatos). También se considera una
fuente importante de pectina y de polisacaridos basados en dicho compuesto.

La soya, una leguminosa de propiedades apetecidas por su efecto benéfico en la
salud, es procesada para obtener protefnas y leche de soya (Mateos-Aparicio,
Redondo-Cuenca, Villanueva-Suérez y Zapata-Revilla, 2008). Durante el proce-
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samiento se generan residuos ricos en fibra dietaria y polisacaridos en las semillas
de la soya (Redondo-Cuenca, Villanueva-Suérez y Mateos-Aparicio, 2008).

Otro tipo de residuos son aquellos utilizados como fuentes alternativas de
energia, cuyas ventajas son menor aporte de diéxido de carbono al efecto
invernadero, mejor disposicion de los residuos en lugar de disponerlos en el
suelo sin ningtn tipo de tratamiento, son fuente renovable de materia prima y
principalmente, a diferencia de muchos cultivos que se utilizan como fuente de
biocombustibles como el maiz, la soya y la cafia de aztcar, no representan peligro
para la seguridad alimentaria. Estdn compuestos principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina que se aprovechan para generar aziicares asimilables
por los microorganismos —como la glucosa— y posteriormente fermentados
para producir etanol y otros compuestos de interés cosmético, farmacéutico y
alimentario.

Pretratamiento de los residuos

Para generar compuestos asimilables por los microorganismos es necesario
hacer un pretratamiento que les permita consumir los azicares y proteinas que
se forman (Grande C., 2014). En el caso particular de produccion de glucosa,
es forzoso degradar la celulosa y hemicelulosa, lo que requiere a su vez destruir
el complejo lignoceluldsico que tiene una asociacion tridimensional entre la
lignina y la celulosa. Este paso es el mas importante cuando se pretende ob-
tener biocombustibles a partir de residuos lignocelulésicos, pues permite que
los microorganismos obtengan los azticares que utilizardn para la hidrolisis y
produccién de etanol.

Se considera que un buen pretratamiento incluye el rompimiento de los enlaces
de hidrégeno en la celulosa cristalina, las complejas asociaciones tridimensio-
nales entre la lignina y la hemicelulosa y el alistamiento de la celulosa para su
hidrolisis posterior por parte de los microorganismos, que incluye alcanzar una
porosidad y 4rea superficial necesarias para tal fin (Figura 17).

Hay una gran variedad de pretratamientos entre los que se incluyen los fisicos
(molienda, explosion de vapor, microondas y extrusién), los quimicos (trata-
mientos con amoniaco, peréxido de hidrégeno, acido peroxiférmico, hidréxido
de sodio, ozondlisis, liquidos i6nicos y solventes organicos), y los bioldgicos,
como los tratamiento con hongos (Bjerkendra adusta, Phanerochaete chysoporium,
Ceriporiopsis subvermispora), bacterias y enzimas como las ligninperoxidasas.
Sin importar el pretratamiento empleado, es importante tener en cuenta que
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durante su ejecucion se pueden producir compuestos inhibitorios de procesos
fermentativos, como los 4cidos acético, levulinico y férmico, y algunos derivados
furdnicos, como el 5-hidroxi-2-metil furfural, el furfural y otros compuestos de
caricter fenolico.

Figura 17
Degradacién del complejo lignocelulésico como efecto del pretratamiento

o
Plant cell wall N\\do“"“ Cellulose
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Hemicelluloses
(mainly xylan)

Lignin

Fuente: Ratanakhanokchai, et al., 2013; Tomme, Warren, y Gilkes, 1995.

Pretratamientos fisicos

Se utilizan con el fin de acondicionar la materia prima al reducir de tamafio las
particulas, aumentar la superficie de contacto y disminuir el grado de polimeri-
zacion y la cristalinidad de los polimeros, lo cual facilita el posterior proceso de
hidrolisis por los microorganismos encargados. Su principal desventaja radica en
que requieren un alto contenido de energfa que eleva los costos de produccion.
A continuacién se describen algunos de ellos.

Molienda

La molienda es el primer paso del pretratamiento de materias primas para la
produccién de etanol y de otros procesos para valorizar los residuos. Usual-
mente se lleva a cabo utilizando diferentes clases de molinos como el de bolas
(Figura 18), el de barras, el de martillo y el de disco (Figura 19), entre otros,
que determinardn el tamafio de particula final obtenida. Requiere grandes
cantidades de energfa para su operacién y genera diferentes rendimientos de
azdcares fermentables. Algunos investigadores han tratado de solucionar estos
inconvenientes utilizando molinos de disco hiimedo que facilitan el proceso al
utilizar menos energia, pero generan menores rendimientos de los azicares fer-
mentables respecto de la molienda con molinos de bolas (Hideno, et al., 2009).
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Figura 18
Molino de bolas y sus partes
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Producto molido

Fuente: Gebr.Pfeiffer, 2014.

Figura 19
Molino de disco y sus partes

no tomar

no tomar

Fuente: Jongko, 2014.

Extrusion

Es un pretratamiento fisico-térmico que permite cambios fisicos y quimicos
en la materia prima. No genera efluentes ni residuos himedos, se puede es-
calar facilmente y adaptar una produccién continua. Los tiempos de mezcla
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y procesamiento son relativamente cortos y no hay formacién de compuestos
inhibitorios de fermentacién como 4cidos débiles y furfurales. Se basa en un
rapido calentamiento con mezclado y cizallamiento de las materias primas que
permite la adecuacion de la materia prima (Figura 20).

Figura 20
Molino de disco y sus partes

Fuente: Textoscientificos.com, 2005.

Explosion por vapor

Algunos autores consideran este método como la combinacién de un tratamiento
térmico (calentamiento a temperaturas entre 180 °C-240 °C), mecanico (ciza-
llamiento por la descompresion repentina, evaporacion del agua y rompimiento
de la estructura lignocelul6sica tridimensional) y quimico (induccién de autohi-
drolisis de los enlaces glucosidicos). En sintesis, lo que se hace sobre la materia
prima lignoceluldsica es un calentamiento con vapor de agua y presurizacién
(20-50 bar, 180 °C-240 °C) por unos minutos, seguido de una repentina des-
presurizacion hasta alcanzar la presion atmosférica y de la evaporacion del agua
condensada, lo que genera el rompimiento de las asociaciones lignina-celulosa.
Normalmente, la hemicelulosa se descompone en 4cido urénico y dcido acético,
que a su vez facilitan la descomposicion de la lignina y la hemicelulosa.

En este pretratamiento es importante separar la lignina del resto de los compues-
tos generados, especialmente cuando se pretende utilizar el material generado
en la industria del papel o en la produccién de quimicos, para elevar su pureza.
Esta separacién se puede llevar a cabo utilizando extraccién con solventes,
técnica que aprovecha las diferentes solubilidades de los compuestos quimicos.



Acondicionamiento previo de los residuos agroindustriales para procesos fermentativos ‘ 57

Este método no genera efluentes con compuestos contaminantes, consume baja
cantidad de energia comparado con los tratamientos de molienda y permite
mayor acceso de la celulosa por parte de las enzimas. Sin embargo, la presencia
de 4cidos organicos producidos por la degradacién de la hemicelulosa y de
agua para facilitar la degradaciéon de los monosacaridos en furfurales y otros
compuestos inhibitorios de fermentacién, disminuye su aplicabilidad.

Este pretratamiento se ha aplicado para el acondicionamiento de tallos de
maiz en combinacién con Phellinus baumii, paja de arroz mediante un proceso
semicontinuo a escala piloto (Chen, Tsai, Lin, Tsai, y Hwang, 2013), rastrojo de
maiz por medio de la combinacién de la extrusién con la explosién con vapor
(Chen, Zhang, Zhang, Zhang y Huang, 2014) y el tratamiento del bagazo de la
cafia de aztcar en conjunto con delignificacion alcalina, entre otros procesos,
lo que demuestra su versatilidad.

Microondas

El tratamiento con microondas es una forma alternativa de degradar la estructura
lignocelulésica. Presenta algunas ventajas sobre el calentamiento convencional,
pues ocurre de manera directa sobre las moléculas cuando estas vibran por la
alineacion de los dipolos producida la aplicacién de un campo eléctrico y no por
transferencia de calor, como ocurre en el calentamiento convencional. Ello se
traduce en un menor gasto de energfa, periodos mas cortos de procesamiento,
un calentamiento més uniforme y un debilitamiento mas eficiente de la estruc-
tura tridimensional.

Tratamiento hidrotérmico

Este procedimiento se conoce con los nombres de autohidrolisis (Tortosa, Rubio,
y Demetrio, 1995), hidrotermélisis (Pinkowska, Wolak y Zlocinska, 2011), ex-
traccién acuosa y licuefaccion (Heitz, et al., 1986) y pretratamiento hidrotérmico
(Kubikova, Zemann, Krkoska y Bobleter, 1996), entre otros, los cuales reflejan
el caricter extractivo que facilita la reaccién de hidrélisis de la hemicelulosa,
la lignina y la celulosa. Este pretratamiento utiliza agua en condiciones criticas
(temperatura de 200 °C y presiones por encima de 5 MPa por un periodo de
cinco minutos) y presenta la desventaja de formar compuestos inhibidores de
microorganismos, como el furfural, y algunos 4cidos carboxilicos, como los 4cidos
acético y succinico, que no permiten la fermentacién de azdcares; (Taherzadeh
y Karimi, Acid based hydrolysis processes for ethanol from lignocellulosic mate-
rials: a review, 2007); (Grande C. D., 2014). En este pretratamiento no se utilizan
solventes diferentes de agua, etanol o CO, y por lo tanto no se generan sustan-
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cias peligrosas ni residuos acuosos contaminantes. La hemicelulosa se degrada
a azdcares fermentables con buenos rendimientos, no se afectan los equipos de
trabajo puesto que los pH en los que se trabaja no son 4cidos y la separacién de
la lignina y de la celulosa se facilita por Ia alteracién de sus propiedades debido
al tratamiento. En general, es un tratamiento ambientalmente amigable que no
genera residuos peligrosos y se puede escalar con relativa facilidad. En algunos
casos se han empleado condiciones supercriticas para extraer compuestos de
alto valor agregado a partir de residuos agroindustriales en combinacién con la
hidrolisis de material (Vardanega, Prado y Meireless, 2014).

Pretratamientos quimicos

En estos pretratamientos se utilizan diéxido de azufre (SO,), diéxido de carbono
(CO,), cido sulfirico (H,SO DY alcali, compuestos que facilitan la destruccién
del complejo lignoceluldsico con buenos rendimientos. Su principal desventaja es
el alto costo operativo, ya que requiere maquinaria resistente a la corrosién y los
efluentes generados deben ser tratados por ser contaminantes. Es muy empleado
en la industria papelera, que constantemente est4 buscando la recuperacion de
la celulosa. Veamos algunos de ellos:

Pretratamiento acido

Este pretratamiento se lleva a cabo utilizando 4cidos diluidos a temperaturas
altas o dcidos concentrados a temperaturas bajas (Taherzadeh y Karimi, 2008),
con el fin de hidrolizar los compuestos hemicelulésicos para la produccién de
azicares fermentables liberando asf la celulosa. Presenta buenos rendimientos de
conversion, pero a su vez se genera compuestos inhibidores de la fermentacion
(derivados furdnicos) y tiende a ser muy corrosivo (especialmente en soluciones
4cidas concentradas), aunque requiere menor cantidad de energia que otros
pretratamientos de carécter fisico (Sun y Cheng, 2002).

En la industria se utilizan los pretratamientos con acidos diluidos con el fin
de evitar la degradacién de los compuestos y la formacién de inhibidores de
fermentacién. Los 4cidos sulftrico, clorhidrico, nitrico y fosférico son usados
en este tipo de pretratamiento (Grande C., 2014), aunque existen reportes con
los 4cidos peracético y peroxiférmico que se generan in situ al mezclar peréxi-
do de hidrégeno con 4cido férmico a 80 °C. Cuando se utiliza en condiciones
diluidas, las concentraciones se ubican en un rango entre 0,1 % y 3 % con
temperaturas que oscilan entre los 100 °C y los 200°C. Por ejemplo, Hsu et al.
(2010), demostraron rendimientos de obtencién de aztcares hasta del 83 %
luego de hidrolizar enziméticamente, al tratar residuos lignocelulésicos entre
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uno y cinco minutos y temperaturas alrededor de 180 °C (Hsu, Guo, Chen y
Hwang, 2010). El 4cido peracético fragmenta la lignina, pero su uso es peligroso
al generar compuestos explosivos (Yin, et al., 2011). Acidos organicos como los
dcidos fumérico y maléico también han sido empleados para tratar paja de trigo
y su capacidad de hidrélisis fue comparable con la del 4cido sulfdrico (Kootstra,
Beeftink, Scott, y Sanders, 2009).

Pretratamiento con alcali

Utiliza compuestos alcalinos como los hidréxidos de sodio, potasio, calcio y
amonio a temperaturas relativamente bajas y tiempos prolongados, lo que hace
que la estructura de la hemicelulosa se degrade y libere cadenas de lignina y
celulosa que destruyen su estructura cristalina y causan hinchamiento de sus
cadenas, facilitando asf la depolimerizacién. Normalmente se degradan los
grupos sustituyentes tipo dcido urénico en la hemicelulosa y se libera lignina,
lo que facilita la penetracion de las enzimas a las hemicelulosas y a las celulosas.

En este pretratamiento se gelifican las celulosas y hemicelulosas (Mosier, et al.,
2005) con menos solubilizacién de la celulosa y la lignina (Carvalheiro, Duarte
y Girio, 2008), lo cual lleva al rompimiento de los enlaces tipo éster entre la
lignina y el xilano generando con ello la destruccién de la estructura tridimen-
sional (McIntosh y Vancov, 2010). Presenta la desventaja de mayores tiempos
de tratamiento (incluso dias en algunos casos) y exige disponer adecuadamente
los efluentes que se generan. Algunos estudios han reportado rendimientos de
produccién de glucosa aceptables (65 %) y de remocién de xilano (46 %) a
partir del pretratamiento de paja de soya con hidréxido de sodio a temperatura
ambiente (Wan, Zhou y Li, 2011).

Pretratamiento con ozono

El ozono es un oxidante muy fuerte que facilita la deslignificacion, procedi-
miento que ocurre en condiciones suaves (temperatura y presion ambiente) y
no genera subproductos que afecten la fermentacién (Sun y Cheng, 2002). Sin
embargo, hay poca investigacién en relacién con la produccién de etanol con
material lignocelulésico pretratado con ozono. Adicionalmente, los costos de
este pretratamiento podrian ser elevados, ya que requiere cantidades conside-
rables de ozono (Sun y Cheng, 2002). Algunos autores han revelado que luego
del pretratamiento con ozono la hidrélisis enzimatica del material lignocelu-
l6sico tuvo un rendimiento mucho mayor (Garcia-Cubero, Gonzélez-Benito,

Indacoechea, Coca y Bolado, 2009).



Valoracion biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales
* Carlos David Grande Tovar - 2016

60

Pretratamiento con peroxido de hidrégeno

En este pretratamiento se utilizan soluciones alcalinas de peréxido de hidrégeno
(H,O,) a temperaturas mayores a los 100 °C, con el fin de generar especies
anionicas nucleofilicas —como el anién hidroperéxido— que reaccionan con
la lignina presente en los residuos y son responsables de la solubilizacién de
la lignina y la hemicelulosa. Sin embargo, a estas temperaturas el perdxido
de hidrégeno se descompone en especies radicalarias més reactivas, como los
radicales hidroxilo (OH) o el anién superéxido (O,7), descomposicion que se
debe controlar usando agentes quelantes. Este es un proceso costoso y la in-
vestigacién més reciente se ha enfocado en la disminucion de las temperaturas
de operacion para llevarlo a cabo.

Pretratamiento con solventes organicos

Con esta técnica se pretratan residuos ricos en material lignocelulésico a fin
de disminuir el contenido de lignina a través de su solubilizacién en solventes
organicos como el etanol, el metanol, la acetona y el etilenglicol, entre otros
(Thring, Chornet y Overend, 1990). En ocasiones, se utiliza una mezcla de
los solventes y agua a temperaturas elevadas (160 °C-200 °C), suficientes
para solubilizar gran parte de la lignina y parte de la hemicelulosa, mientras
la celulosa se mantiene sin disolver. Al final del pretratamiento se recupera el
solvente mediante destilacion.

Una de sus desventajas es la exigencia de optimizar todo el proceso para
disminuir sus costos operativos; su ventaja es que no produce compuestos in-
hibidores de la fermentacién, como ocurre en otros pretratamientos quimicos
(especialmente el uso de 4cidos concentrados). También se ha reportado el
uso de catalizadores para mejorar el rendimiento de la deslignificacién; (Aziz,
Sarkanen y Tappi, 1989).

Liquidos idnicos

Este pretratamiento se basa en sales organicas compuestas de cationes organicos
de tamafo grande y aniones inorganicos pequefios, con un punto de ebullicién
menor de 100 °C y una capacidad tnica de disolver al mismo tiempo carbohidra-
tos y lignina, por lo cual ha recibido mucha atencién en diversas investigaciones

(Tan, Lee y Mohamed, 2010).

Los factores més importantes que afectan la disolucién y la separacién de la
lignina son el tamafio de las cadenas carbonadas del catién, la presencia de
grupos hidrofébicos y su disposicion espacial, y el tamafio y la distribucion de
la carga negativa del anién, todo lo cual afecta la interaccién entre el material
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lignocelul6sico y los liquidos i6nicos. La celulosa se puede disolver siempre que
los liquidos iénicos contengan cloruro, formiato, acetato o alquilfosfonatos como
aniones, que contribuyen a la formacién de enlaces de hidrégeno fuertes. Los
aniones no hidratados forman enlaces de hidrégeno con los protones hidroxilicos
de los azticares, permitiendo con ello la degradacién del complejo lignocelulésico.

Entre los liquidos i6nicos mas comunes tenemos el cloruro de 1-alil-3-me-
tilimidazolio (JAMIM]CI), el acetato de 1-etil-3-metilimidazolio ([EMIM]
Ac), el cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio ([BMIM]CI) y el fosfato del-etil-
3-metilimidazoliodietilo ((EMIM]DEP) con una buena capacidad para disolver
la celulosa.

Pretratamientos biologicos

En este tipo de pretratamientos se utilizan microorganismos para tratar ligno-
celul6sicos y mejorar la accesibilidad a la celulosa (Carvalheiro E, 2008). Los
microorganismos degradan la lignina y la hemicelulosa; la celulosa permanece
intacta debido a su mayor resistencia a la degradacién microbiana en relacién
con los otros componentes del complejo lignocelulésico (Hendriks y Zeeman,
2009). Entre los microorganismos més destacados para este fin se encuentran
los hongos de la podredumbre blanda blancos, grises y cafés, entre los cuales
se destacan los primeros. De los tres polimeros el més resistente es la celulosa,
por lo cual se degrada en menor cantidad frente a los otros dos (Dominguez,
Romanti, Alonso, Paraj6 y Yéfez, 2014).

Estos pretratamientos son de alto interés gracias a su inocuidad, pues no utilizan
agentes quimicos ni altos requerimientos energéticos. Sin embargo, sus largos
tiempos de procesamiento hacen que estos métodos no sean de eleccién a escala
industrial. También se usan para la remocion efectiva de compuestos que dismi-
nuyen la produccién de biogas en la digestién anaerdbica al ser antimicrobiano.
En un estudio se llevo a cabo la fermentacién en estado sélido de cascaras de
naranja utilizando cepas fangicas de Sporotrichum, Aspergillus, Fusarium y Penici-
llium y se encontr6 una mejora en la disponibilidad de los componentes para la
hidrolisis enzimética y una reduccién del nivel de las sustancias antimicrobianas

(Taherzadeh y Karimi, 2008).






Enriquecimiento proteico
a partir de residuos
agroindustriales

Introduccion

La produccién agricola y agroindustrial y los residuos urbanos son las principa-
les actividades contaminadoras del medioambiente que hoy en dia amenaza al
mundo. Entre los residuos encontramos rechazos de la industria alimentaria,
pesquerias, industria de la cafia de aztcar y residuos lignocelulsicos, entre otros,
los cuales, con tecnologias apropiadas de conversién y tratamiento podrian
transformarse en fuentes de alimentacién para animales y humanos.

Enormes voltimenes de residuos biodegradables que se fermentan facilmente se
producen a diario y no son aprovechados como fuentes de energia, alimentacién
animal y humana o para la produccién de compuestos y productos de alto valor
agregado. En Barcelona, por ejemplo, se producen noventa toneladas por dia
durante doscientos cincuenta dias al afio, de residuos provenientes de frutas y
verduras descompuestas (Mata-Alvarez, Llabrés, Cecchi y Pavan, 1992), y en
la India se producen 5,6 millones de toneladas por afio de residuos que luego
son arrojados en las afueras de las ciudades sin control alguno. En Ttnez se
producen 180 millones de toneladas al mes de este tipo de residuos (Bouallagui,
Ben Cheikh, Marouani y Hamdji, 2003). En general, se estima que un 30 % de la
produccién total agricola y de la industria de alimentos en el mundo se pierde,
lo que significa un volumen de residuos alarmante para la estabilidad y salud
de los seres vivos en el mundo (Ugwuanyi, McNeil y Harvey, 2009).
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Figura 21
Residuos pesqueros

Fuente: http://www.compostandociencia.com/2015/03/composts-de-residuos-pesqueros-

aumentan-la-produccion-en-tomate-y-lechuga/
Abhora bien, estos residuos representan una fuente inagotable de biomasa para
la produccién de alimentos si se aplican los procedimientos adecuados para
su enriquecimiento proteico y se adaptan a los requerimientos individuales
de cada residuo y de los procesos en los cuales se originan, todo ello el fin de
producir alimentos seguros para el consumo humano y animal (GRAS) vy ricos
nutricionalmente. Con este fin se pueden aplicar diferentes tecnologias, pero
las méas reconocidas son la fermentacién en estado sélido (SSF), el ensilaje y la
produccién de protefna unicelular.

Un aspecto importante que se debe considerar en las tecnologias que se disefien
para el aprovechamiento, reutilizacién y adicién de valor de los residuos, es el
proceso desde el cual estos fueron obtenidos, pues la contaminacién ambiental
causada por el uso de pesticidas, herbicidas, fertilizantes y agroquimicos sin-
téticos en la agricultura intensiva, con el fin de analizar la viabilidad de estas
materias primas o para disefiar estrategias que permitan su descontaminacion. La
agricultura y la agroindustria impactan a los rios, lagos, mares, suelos, cultivos,
animales, atmdsfera y en general, a todos los ecosistemas terrestres, a través de
la generacion de lixiviados, residuos sélidos y liquidos, efluentes, gases, entre
otros, que deben ser tratados adecuadamente (Seadi y Holm-Nielsen, 2004).

Es importante resaltar que los subproductos animales pueden ser una alternativa
importante en la dieta animal como adicién de valor. La manera como estos
residuos se podrian adicionar es siendo procesados a partir de una fermentacién
o hidrolisis y analizar en detalle la composiciéon quimica y nutricional. La adicién
de los hidrolizados proteicos en las piscinas de cultivo de peces y camarones
puede aumentar la velocidad de produccién, aspecto fundamental para los pro-
ductores (Carvalho, Sa, Oliva-Teles y Bergot, 2004). Por otra parte, la cantidad
de compuestos que se pueden incorporar en la dieta de peces y otros animales
derivados de estos residuos pesqueros es muy grande, y son los compuestos anti-
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oxidantes, antimicrobianos y otros compuestos funcionales los de mayor interés
(Chot, Sabikhi, Hassan y Anand, 2012). Por estos aspectos se considera que
los residuos pesqueros son una fuente muy interesante de compuestos de alto
valor agregado para ser incluidos en las dietas animales y mejorar su nutricién,
siempre y cuando se encuentren dentro de las regulaciones propias de cada pais.

Ensilaje

El ensilaje es un método para preservar alimentos a partir de la fermentacién
anaerdbica facilitada por bacterias acido-lacticas, con el fin de aumentar la
estabilidad del sustrato y asf estar disponible durante todo el dafio gracias al
control de la contaminacién por microorganismos patdgenos (Gollop, Zakin,
y Weinberg, 2005). Durante el proceso, las bacterias rompen los enlaces de la
celulosa y hemicelulosa y liberan aztcares que sirven de nutrientes para llevar
a cabo la fermentacién 4cida, cuyo producto final son compuestos acidos que
disminuyen el pH por debajo de 4,0, evitando asi el crecimiento microbiano y la
contaminacién del alimento. Este proceso también se puede facilitar inoculando
enzimas y bacterias lacticas (Colombatto, Mould, Bhat, Phipps, y Owen, 2004.

Para la produccién de ensilaje (Figura 22) se puede utilizar trigo, cebada, hier-
ba y pasto, alfalfa, maiz y sorgo, asi como residuos de la industria alimentaria,
cervecera y de cultivos como la remolacha, la cafa de azicar, la yuca, etc. Se
cree que las bacterias también producen bacteriocinas capaces de impedir el
crecimiento de otras bacterias indeseadas (Ugwuanyi et al., 2009).

Figura 22
Bolsa de silo para forraje

Fuente: http://www.agroaut.com.ar/old/insumosAgropecuarios/siloBolsa.htm

Una adecuada produccién de ensilaje permite el crecimiento practicamente
exclusivo de bacterias lacticas, lo que ayudard a mejorar las caracteristicas de
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palatabilidad y sabor de la masa final asi como su pH, gracias a la retencién de
la mayoria de nutrientes que evita el crecimiento de bacterias peligrosas.

El ensilaje es fundamental para preservar alimentos y mantenerlos disponibles
—especialmente durante el veranoy el invierno en los paises con estaciones— para
animales rumiantes, mejorando asi la sostenibilidad y la productividad de las
granjas y haciendas. Los principales cultivos utilizados para producir ensilajes
para el ganado son la alfalfa, el maiz y el sorgo, por su alto contenido de nu-
trientes, fibra y aminodcidos esenciales. Estados Unidos y Francia consumen casi
en su totalidad el ensilaje producido en la alimentacién de ganado (Ugwuanyi
et al., 2009) y en Dinamarca la produccién de ensilaje de maiz se incrementd
en un 70 % entre 1990 y 2008, lo que lo convierte en el producto de ensilaje
maés importante de la economia de ese pais por encima del ensilaje de hierbas y
pasto (Storm, Kristensen, Raun, Smedsgaard y Thrane, 2010). Mundialmente
se considera que entre un 50 % y un 75 % de la dieta diaria del ganado bovino
estd constituida por ensilaje de maiz (Driehuis, Spanjer, Scholten y Te Giffel,
2008), con un consumo diario alrededor de 26 kilogramos de materia seca.

El ensilaje comienza con la seleccién de la biomasa (sustrato) y la accién de-
gradante de las bacterias aerébicas. Estas atrapan el oxigeno y dan inicio a una
fase anaerdbica durante la cual las bacterias lacticas consumen los carbohidratos
que requieren para su crecimiento y desarrollo. En esta fase se debe manejar
con precaucion la produccién de humedad y calor, ya que podria afectar la
estabilidad de las bacterias lacticas y del producto en si. Los productos protei-
nicos se podrian degradar, lo que generaria la pérdida de nutrientes esenciales
y produccién de amoniaco (Slottner y Bertilsson, 2006) citado por (Ugwuanyi
et al., 2009). Algunos residuos que se pueden afectar de esta manera son el
estiéreol, los residuos de pescado, los provenientes de mataderos y de cultivos
de matz, trigo, tomate, pulpas frutales y citricos.

Una manera de facilitar la acidificacién rdpida del medio es adicionando inéculos
de bacterias lacticas y azicares fermentables, lo que genera mayor produccién
de 4cido lactico y disminuye el pH del sustrato. Con esto dltimo se protegen
las fermentaciones 4cidas hasta que se alcancen niveles de pH suficientemente
bajos para evitar el crecimiento de bacterias externas. Por supuesto, la duracién
de esta etapa varia de acuerdo con la naturaleza del sustrato y la concentracién
de nutrientes, azicares y poblacién bacteriana lactica. Este proceso favorece la
conservacion de los alimentos y el uso de subproductos ricos en nutrientes para
alimentacién animal y también el enriquecimiento proteico del sustrato siempre
y cuando se adicione una fuente externa de nitrégeno mineral (Ugwuanyi et

al., 2009).
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Si se presentan pérdidas en el proceso estas son dificiles de estimar debido a
los muchos aspectos que se deben tener en cuenta, como cuidado veterinario
y médico, rendimientos bajos y pérdida de materias primas. Una condicién de
cuidado especial que se debe considerar es la aparicién de nuevas enfermedades
por cuenta de la interaccién entre el hombre, los animales y los microorganismos
en razén a los cambios en la produccién agropecuaria (mayor cercania a centros
urbanos, mayor cantidad de residuos y agricultura intensiva, entre otros).

En este sentido, el control de ataques de patdgenos se debe hacer desde el princi-
pio de la cadena alimentaria para identificar los posibles riesgos de manera tem-
prana. Duniére, Sindou, Chaucheyras-Durand, Chevallier y Thévenot-Sergentet
(2013), publicaron un articulo de revisién que se centra en los microorganismos
tanto patégenos como ttiles para el procesamiento de los sustratos, presentes en
el ensilaje de maiz, con el fin de visualizar mecanismos de prevencion basados en
buenas pricticas de manufactura, aditivos para el ensilaje y analizar el impacto
de la degradacién de los productos de ensilaje para la salud humana y animal.

Residuos de pesqueras

Los subproductos de la actividad de la pesca se consideran una amenaza seria
cuando son dispuestos de manera inadecuada, toda vez que pueden servir de
fuente de desarrollo de microorganismos patégenos para el hombre y los seres
vivos. Esta industria, que incluye la produccién de camardn y crustaceos, origina
una cuantiosa cantidad de subproductos, productos de descarte, rechazo y dete-
rioro (Ugwuanyi et al., 2009). Por esta razén, diferentes gobiernos incluyen en sus
planes de desarrollo aspectos relacionados con el aprovechamiento integral y la
mejor disposicion de estos residuos, mediante convocatorias nacionales para la
presentacion de proyectos de investigacién enfocados en paquetes tecnoldgicos
que permitan implementar estas buenas practicas y el desarrollo de la tecnologia
necesaria para este fin.

Este aprovechamiento es fundamental porque allana el camino para el desarrollo
social gracias a la creacién de fuentes de empleo e impacta favorablemente la
economia de las regiones y paises en general. Una forma de llevar a cabo este
aprovechamiento es mediante el acondicionamiento de los subproductos de la
actividad pesquera a través de procesos de ensilaje (Figura 23), un producto
liquido o semiliquido que se obtiene a partir del pescado entero, subproductos o
residuos del procesamiento de pescado que facilitan la formulacion de alimentos
de bajo costo y de alto valor nutricional.
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Figura 23
Ensilado de pescado

Fuente: http://blogdelatecnologiaadmon.blogspot.it/2010/06/salida-la-salvajina.html

Los residuos de los crustdceos y moluscos pueden ser aprovechados de diferentes
formas, entre las cuales se destacan la obtencién de carbonato de calcio —una
fuente segura de calcio asimilable por los animales, lo que los convierte en una
fuente econémica accesible por la industria alimentaria—, pigmentos como la
astaxantina —importante para la coloracion roja de cultivos de salmon, tilapia
y cachama— y proteinas y biopolimeros como el quitosano, a partir del exoes-
queleto de crusticeos, con una gran variedad de aplicaciones en las industrias
textil, alimentaria, farmacéutica y en agricultura.

Otros productos son harina de pescado (Figura 24), pastas de pescado, aceites
de pescado (ricos en 4cidos grasos con contenido omega-3), derivados del tejido
conectivo para la industria cosmética, insulina, esteroles, protamina, y escamas
(empleadas en la preparacion de bisuteria).

Esta materia prima se ha subutilizado a tal punto que una tercera parte de los
rellenos sanitarios de industrias pesqueras corresponde a materias primas que
podrian tener aplicaciones de mayor agregado y un menor impacto ambiental
(Evers y Carroll, 1996; Venugopal y Shahidi, 1995). Se considera que alrededor
de 32 millones de toneladas de residuos pesqueros se acumulan en el mundo al
afo (Kristinsson y Rasco, 2000), aunque cabe anotar que buena parte de ellos
se utiliza en la produccién de comida para peces y alimentos para animales y
aves y el resto se pierde como desecho sin ningtn tipo de control y adecuacién
(Ugwuanyi et al., 2009).
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De acuerdo con una revisién llevada a cabo por Arvanitoyannis y Kassaveti
(2008), los residuos de la actividad pesquera se pueden aplicar en campos como
la alimentacion animal, la produccion de biodiésel y biogas, productos dietéticos
a partir del quitosano, produccién de pigmentos naturales como la astaxanti-
na (importante en la coloracién del salmén y otros peces), aplicaciones para
empaque y recubrimiento de alimentos (a partir del quitosano), cosméticos (a
partir de coldgeno), aislamiento de enzimas, inmovilizaciéon de cromo, fertili-
zantes para el suelo y el mantenimiento de humedad en los alimentos (a partir
de hidrolizados). En esta revision se hizo especial énfasis en la normatividad
de la Unién Europea alrededor del control y utilizacién de estos residuos y su
correcta disposicién. Los mismos autores publicaron un articulo de revisién
en el cual discuten de manera especifica algunos tratamientos y adecuaciones
de residuos pesqueros y cérnicos para la produccién de alimentacién animal,
generacién de biogés y industrias de fertilizantes y abonos.

Figura 24
Esquema de obtencién de aceite y harina de pescado

Fuente: Valenzuela B, Sanhueza C, y de la Barra D, 2012.

Su reutilizacién como posibles fuentes de alimentacion de peces es una alterna-
tiva viable y econémica de manejar, ya que como se ha definido alrededor del
60 % del costo total de produccion se debe a procesos de alimentacion (Ferraz
De Arruda, Borghesi y Oetterer, 2007). De la misma manera, Dong, Elwinger,

Lindberg y Ogle (2005) y Ngoan, An, Ogle, y Lindberg (2000) demostraron la
posibilidad de obtener alimentos para patos y cerdos suplementados con residuos
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de camardn y peces en lugar de soya como fuente proteica, lo que refuerza la
idea de utilizarlos como fuente nutricional, generando asi valor al reducir los
costos de la produccién al tiempo que se dispone més eficientemente de los
subproductos de la actividad pesquera.

Por otra parte, se ha demostrado que estos residuos cuando son ensilados, pueden
durar més tiempo debido a la proteccién contra la infeccién microbiana por
parte de las bacterias lacticas incluso en presencia de otros residuos como paja,
forraje y molasas, ademas de mejorar su aceptabilidad y facilidad de digestion
de los animales que lo consumen como vacas, peces y cabras.

Proteina unicelular

El crecimiento poblacional ha generado una preocupacién por la seguridad
alimentaria y la bisqueda de fuentes alternativas de alimentos seguras y ambien-
talmente amigables. La proteina obtenida de manera segura y libre de patégenos
de extractos de cultivos microbianos se conoce como proteina unicelular. Esta
fuente proteica puede reemplazar fuentes tradicionales como la soya y el pescado
y se suministra basicamente por la bioconversion de residuos agroindustriales,
un medio seguro y econdémico para este fin.

Los residuos de la actividad pesquera se pueden utilizar para el cultivo de
microorganismos (biomasa microbiana) casi con la misma efectividad que con
medios comerciales como la peptona. Hidrolizados de las visceras de bacalao (que
corresponden a un 17 % del total de la biomasa de los peces) fueron empleados
para cultivar Lactobacillus plantarum. Este medio contiene también peptonas
(Horn, Aspmo y Eijsink, 2005).

En otra investigaciéon se utilizé un fléculo proveniente del tratamiento mi-
crobiano de un efluente de una granja productora de tilapia, como fuente de
alimentacién para camarén y la capacidad nutricional de estos residuos se
demostré tan efectiva como otras fuentes de alimentacién (Kuhn, Boardman,
Craig, Flick, y Mc Lean, 2008). En general, se han utilizado diferentes hidroli-
zados de pescado y camarén para el cultivo de microorganismos (Kurbanoglu,

2003; Kurbanoglu y Algur, 2002).

El acondicionamiento de residuos recalcitrantes altamente peligrosos provenien-
tes de la acuacultura, posibilité la obtencion de este tipo de biomasa bacterial
(protefna unicelular), lo que demuestra su utilidad en el acondicionamiento de
residuos peligrosos y altamente contaminantes para el medioambiente (Schnei-

der, Sereti, Machiels, Eding y Verreth, 2000).
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Las microalgas también han sido empleadas para el tratamiento de residuos de
acuacultura —especificamente de efluentes de piscinas de cultivo— con miras a
la alimentacién de haliétidos, una familia de moluscos gasterpodos con una
carne de exquisito sabor (Viera et al., 2005).

Anbuselvi, Avinash y Jha (2015) reportaron la produccién optimizada de pro-
tefna a partir de extractos de papa china y la utilizacién de hongos. El medio
rico en nitrégeno favorecié la produccién de protefna frente a medios ricos en
carbono.

Lee, Logan, Terry y Spear (2015) demostraron la produccién sostenible de SCP
(Single Cell Protein) a partir de residuos de cerveceria en tiempos en los que
la produccién pesquera estd decayendo a nivel mundial. Estos investigadores
estudiaron la respuesta tanto a nivel piloto como a escala industrial con resi-
duos de cervecerfas mediante una pirosecuenciacién de todo el proceso, lo cual
mostr6 que cada unidad se caracteriza por una tnica comunidad microbiana.
La produccién de SCP permitié el enriquecimiento de diazotrofas rizosféricas,
alfaproteobacterias y betaproteobacterias incluso en el producto final, hasta un
afio posterior a la produccioén.

Por otra parte, la alimentacion de vacas fue evaluada a partir de una fuente rica
en proteina unicelular, la espirulina (Spirulina platensis), al igual que el efecto
en la digestibilidad, con el fin de analizar la posibilidad de utilizar esta fuente
de proteina en la alimentacién de estos animales en lugar de otras como urea y
sulfato de amonio. Se muestra bastante promisoria y con capacidad de aportar
mayor contenido de nitrégeno (Panjaitan, Quigley, McLennan, Swain y Poppi,

2015).

Obtencion de péptidos con capacidad
antimicrobiana a partir del aprovechamiento
de suero de leche y harina de chachafruto
(Erythrina edulis)

Muchos hongos causan que los alimentos se deterioren, proceso que genera,
ademis, la produccién de micotoxinas, unas sustancias peligrosas para la salud
humana toda vez que causan diversos desordenes gastricos, del higado y varios
tipos de cancer (Grande, 2015). En el tratamiento de estos agentes infecciosos se
han empleado fungicidas basados en métodos quimicos cuya aplicacion regular
y constante ha generado resistencia en los hongos, amén de que persisten en
el medioambiente y causan graves problemas de polucién ambiental. Nuestro
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grupo de investigacién presentd hace poco un método alternativo y ecoldgi-
camente seguro para producir péptidos con capacidad fungicida y bactericida
a partir del aprovechamiento del suero de leche y de la harina de chachafruto
(Erythrina edulis).

Estos agentes patdgenos se ven favorecidos cuando sus condiciones de repro-
duccién son adecuadas (alto contenido de azicares, elevada actividad de agua 'y
dafios en la estructura ocasionados por insectos, golpes y demas), lo que llevaria
al deterioro directo de los alimentos con el riesgo inherente que ello conlleva
(Grande, 2015). Entre las especies fiingicas més contaminantes de alimentos
amilaceos se encuentran los hongos de las especies Eurotium, Aspergillus, Peni-
cillium, Monilia, Mucor, Endomyces, Cladosporium, Fusarium y Rhizopus (Coda
et al., 2008).

En el control de enfermedades como la antracnosis, el moho gris (Coletotrichum
gloesporoides; Botrytis cinérea), perla de tierra, mildeos, mosca de la fruta, picu-
dos y barrenadores, se utilizan fungicidas quimicos como el diéxido de azufre,
hidroxianilidas, anilinopirimidinas, dicarboximidas, carboxamidas, fenilpirrolesy
estrobilurinas, entre otros. Sin embargo, como se dijo previamente, estos agentes
quimicos ademds de su alta toxicidad, causan impacto y deterioro en el suelo y
afectan a otras especies de plantas y de animales y al medioambiente sin ningtin
tipo de diferenciacion, por lo cual se ha restringido su uso en los dltimos afios

(Tripathi y Dubey, 2004).

Recientemente se ha explorado el uso de hidrolizados proteicos solubles en
agua de frijol pinto (Phaseolus vulgaris cv.) y gérmenes de trigo (Triticum spp) y
amaranto (Amaranthus sp.) obtenidos mediante fermentacién, como ingredien-
tes en formulaciones con actividad antifingica, los cuales han presentado un
alto grado de control del crecimiento fingico y una estabilidad notable de los

alimentos evaluados (Coda et al., 2008; Rizzello et al., 2009, 2011).

Por su parte, Padraigin et al. (2012) evidenciaron que los residuos de la indus-
tria pesquera son una excelente fuente de péptidos bioactivos; Dallagnol et al.
(2012) informaron acerca de la capacidad de Lactobacilos plantarum para producir
compuestos antiftingicos bioactivos utilizando quinoa (Chenopodium quinoa)
como medio de fermentacién. Igualmente, Albergaria et al. (2010), quienes
evidenciaron la actividad antiftiingica de péptidos producidos por S. cerevisiae.

Los péptidos bioactivos son cadenas cortas de hasta veinte aminodcidos que
presentan actividad similar a las hormonas, con mdltiples funciones fisiol6gicas
a través de interacciones con receptores y funciones especificos dentro del or-
ganismo (Rasmussen et al., 2007). Algunos péptidos presentan actividad antihi-
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pertensiva (inhibidores de la ECA), otros son antitrombdticos y antioxidantes,
entre otras funciones (Larga et al., 2000). Entre los péptidos antimicrobianos se
encuentran aquellos derivados de las leguminosas, la cebada y el trigo (Coda et
al., 2008). Las proteinas y péptidos antimicrobianos se clasifican segtin su funcién
0 estructura en quitinasas, glucanasas, tioninas, ciclofilinicas y tipo taumatina.
Otras protefnas bien conocidas son las lectinas, inactivadoras de ribosomas,
ribonucleasas y desoxirribonucleasas, peroxidasas e inhibidoras de proteasas.

Nuestro grupo presenté un trabajo relacionado con la inhibicién de algunas
bacterias (B. Cereus, P aureginosa, E. Coli, S. aureus) y hongos (Alternaria,
Colletotrichum, Trichoderma y Fusarium), patégenos de alimentos que causan
desérdenes en el hombre, a partir de los productos de fermentacién de los
sustratos harina de chachafruto (Erythrina edulis), y suero de leche a partir de
levaduras con capacidad proteolitica aisladas de kumis, carne y frutas, entre
otras fuentes cuyo anélisis proximal se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1
Andlisis proximal de las materias primas empleadas como medio de produccién
de péptidos bioactivos.

SUSTRATO HUMEDAD (%) | CENIZAS (%) | PROTEINAS (%) | GRASA (%)

Harina de
Chachafruto 13,5 6,9 3,74 5,5
Suero de leche 92,89 8,43 28,1 0,044

Entre las cepas de bacterias utilizadas para medir la actividad antibacteriana de
los péptidos estan: E. coli ATCC 25922; S. aureus ATCC 6538-P; P Aeroginosa
ATCC 9027; B. Cereus ATCC 13061. Para su crecimiento se utiliz6 el medio
Miieller-Hinton (Sharlau).

Para la evaluacién antiftiingica se utilizaron las cepas de las especies de hongos
Colletotricum, Alternaria, Trichoderma y Fusarium en medio YPD, del cepario de
hongos del laboratorio de fisiologia vegetal de la Universidad del Valle.

En este estudio se evaluaron diversas fermentaciones en condiciones aerébicas
y con agitaciéon constante durante diecinueve dias. Los sustratos empleados en
la fermentacién se describen en la Tabla 2.

Las reacciones de fermentacién se llevaron a cabo por diecinueve dias a 30 °C
con ayuda de algunas levaduras aisladas de productos lacteos y carnicos de
Colombia. Como se muestra en la siguiente tabla, tnicamente quince produc-
tos de fermentacion tanto de harina de chachafruto como de suero de leche y
su combinacién, mostraron actividad antibacteriana, especialmente contra B.
cereus, P aeroginosa y S. aerus.



Vialoracién biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales
® Carlos David Grande Tovar - 2016

74

Tabla 2
Actividad antibacteriana obtenida con algunas levaduras analizadas

CEPAS
DUCITRIN

L-13 E. coli = + _ _ ~

P Aeroginosa = < = - _

S. aureus = * = = =

B. cereus = = = = =
L-14 E. coli — — — — —
P Aeroginosa = = = = =

S. aureus - = _

B. cereus — — — — —
L-18 E. coli = = = = =
P Aeroginosa - - -

S. aureus — — — — —

B. cereus - - -
L-20 E. coli = * = = =
P Aeroginosa -

S. aureus = = = =

B. cereus = = = = =
L-36 E. coli — — — — —
P Aeroginosa i o o o

S. aureus = = = = =

B. cereus = = = = =
L-44 E. coli — — — —
P Aeroginosa = = = o

S. aureus — — — — —

B. cereus — = = — _
L-51A E. coli - = - _ _
P Aeroginosa — - = — _

S. aureus — — — — —

B. cereus — — — — —
L-64A E. coli = = = = =
P Aeroginosa - - - -

S. aureus — — — —

B. cereus — — — — —
L-87 E. coli — — — — —
P Aeroginosa = = = = =

S. aureus = = = = =

B. cereus = = = = =

Fuente: Grande (2015).
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La Tabla 3 muestra la composicién de los sustratos fermentados. Se muestra
el alto contenido proteico que las levaduras utilizaron luego para alimentarse,
lo que gener6 péptidos que fueron posteriormente identificados por HPLC y
electroforesis bidimensional.

Tabla 3

Concentraciones de los sustratos empleados para la fermentacién

TRATAMIENTOS CONCENTRACION

T1 Caldo nutritivo (8g/1)
T2 Suero de leche, chachafruto (20 g/l)
T3 Caldo nutritivo (8g/l), extracto de levadura (1g/l)
T4 Chachafruto (20g/1)
T5 Suero de leche
Figura 25.

Actividad antimicrobiana contra (a) E. coli y
(b) S. aureus de la cepa L-13 con el Tratamiento 2

a b

Como resultado de la fermenacion, se determiné la presencia de glucosa, mal-
tosa, fructosa, acido succinico, acido citrico y acido lactico, por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Grande, 2015) (Tabla 4). Como se observa,
atin permanece una buena concentracion de aztcares fermentables (glucosa y
fructosa) y también maltosa, sustratos aprovechables para procesos de fermen-
tacién por los microorganismos. Sin embargo, es probable que la produccién de
acidos organicos afecte considerablemente el proceso de fermentacién, dado
que son compuestos inhibidores del crecimiento de microorganismos.



Vialoracién biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales

 Carlos David Grande Tovar - 2016

76

Ge6'e - L8Y°0 0LT0 - 68681 0150 VAN v.L
66£°0 - AN 0€0°0 - 16L°0 7180 1450 | #L OONVId
6640 - 9790 - 657°1 61L°0 06711 cL
L60°T - - - €660 €800 81€°0 189°0| €L OONVId
0S1°L - - - 817°0 817°0 [AVX 7050 L
18L°¢ - - 750°0 1160 19687 6661 669°0| 7L OONVId
- - - - - - - - L
(4340 - - - 7L6°0 €160 819°0 769°0| IL OONVII P1-1
809 - 876°1 701°0 - 87491 7180 16°0 SIL
669°0 - - L88°0 668'81 1680 18¢°0| SL OONVId
6640 - 979°0 - - 06711 6571 1620 t.L
66£°0 - &z 0€0°0 - 16L°0 7180 1%5°0| #L OONVId
Ge6'e - 0LT0 L8+°0 68681 01¢0 €17°0 €L,
L60°T - 81¢°0 - 189°0 €660 €80°9| €L OONVIH
W) - [AVAS 7050 - - 8170 8170 L
18L°L - - 7500 116°0 196'8T 9 $69°0| ZL OONV'I4
(4540 - 819°0 (4540 - 7690 7L6 €160 IL
9080 - LLED - - 7050 840 SLF0| 1L OONVIE €11

OOLLOVT OONIIO | OJINIOONS | OJLLADV \
OaY TONVIA oany oaY oayy VSOLIVIN | VSOLON¥A | VSOONTO I SVMNAVATT

*IdY Tod sopeoynuapt sodorugdio soprog A& sarednze saedroutig

b eIqeL




Enriquecimiento proteico a partir de residuos agroindustriales ‘ 77

= = - LSS0 we' 8E€0 $0S'T 7L
0670 - - - SPETT 5961 €69° 1+8°0 IL
66£0 - - - - 0£0'0 470 16L°0| 1L OONVId 9¢1
809'% - - - - - - - SL
9t'0 - - 2€0'0 - S6T'T €650 £L5°0 L
- - - - €71°91 1L9'0 $TE0 €L
09L'€ - - - - €71°91 1L9'0 $TE0 7L
956' - L¥8°0 - €19°L1 090 0770 - IL 071
809 - €01°0 875° 67491 7180 1450 1
$09°0 - - 18€°0 L88°0 ¢8'8l - 1680| SLOONVIE
66£°0 €1’ - 0€0'0 €470 16L°0 7180 1450 a
66t°0 - 6571 61L°0 - 06711 - - | L OONV'1d
ge6'e OLT‘0 - - L850 $86'81 010 €170 €L
L60°T - 810 - - €291 7L9'0 ST€0| €L OONVTd
116'€ - SHETT 067°0 5961 €69' 1480 7L
- - - - - - - —| ZL OONV1d
956'T - L¥8'0 €19°LT $09'0 0770 IL
809'% - - - - - - —| ILOONVId 81-1
809'% - 87¢'T €010 - 62491 7180 1450 SL
$09°0 - 18€°0 L88'0 $S8'81| SL OONVId
ROl TONVLI OIS L0 N SRIAE AL VSOLTIVIN | VSOLON¥A | VSOODNTO SYINAVATT

feleie)

oay

oay oay




Vialoracién biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales

 Carlos David Grande Tovar - 2016

78

OJILLOV1

oaIoy

TONV.LI

OJIILIO

oaIy

OJINIOONS
oaIy

OOLLIOV
oaIy

6670 - - 6750 1967 (4440 €97°0| S.L OONVId
7500 - - 11€0 0790 861°0 L¥0°0 v.L
- - 16€°0 081°0 LST0 19L0| #1L OONVId
9560 - - LS9°0 889 870°1 $08°0 €L
7€0°0 - - 8690 G871 9701 €L6°0| €L OONVIE
00L0 - - 9817 611°01 7L9°0 67e0 L
0170 - - €eeT 759°67 €691 168°0| 7L OONVId
- - - 109°0 - - ILIL
SIT'¢ $60°0 - £60°01 860°T 867°0| IL OONVII VIS
870 - LLYT 6¥7°07 6000 9%0°0 GL
#0t‘0 7660 - 980°S 6600 1770 ¥77'0| SL OONVIL
#95°0 - - P91 T10°¢T 9%¥°0 §Tz'o r.L
0640 - - 96L°0 080°¢ 907°0 €IT°0| #.L OONVIH
0070 - - 9¢€7 SPI'T 0€0°0 7200 A
601°0 - - 86€°0 6%¢0 7€0°T 06L°T| €L OONVII
6980 - - 0L7°0 68991 3740 €600 L
6670 - - 86£°0 6880 9701 ¥89°0| 7L OONVId
0€1‘1 - - T10°T 8581 0€1°0 $90°0 L
SeI'l - - 9¢6°0 6880 SP1°0 $6¢°0| I.L OONVIE r1
1107 - - 101°C 180°0 wto 1160 SIL
6£8°1 - - 6€0°T 6€0°T 8€€°0 001 v.L
117°¢ - - €6€°0 G810 005°0 0588

VSOLTIVIN | VSOLON¥A | VSOODNTIO I SYINAVAIT




Enriquecimiento proteico a partir de residuos agroindustriales ‘ 79

*($107) SpueID) :a3uang

6ht'T - - - 6Et'T 99t'0 1950 SL
- - - 9L 90£°0 811°0| SLOONVTd
L78'8 S0£°0 = SIT°0 €€ 102°0 FL
20€'0 $89'0 $ST'0 - $€9'0 09°0| #.L OONV'Id
1150 - 99¢'0 - 80€0 1500 8110 €L
8790 - - - pL9'T - —| €L OONVTd
€68°L - - - 866°0 - - 7L
6h9°L 160 = - 0 —| ZLOONVTd
€180 - = = 195 - = 1L
840 - - - 9LL'YT - L08‘T| 1L OONV'Id 181
880'% - - - - - - SL
95y - - - - - —| $1LOONVTd
681 6640 0670 950°¢ 1750 P70 b1
869'7 P70 LOEO = 080° 907°0 €11°0| #L OONV'Id
€410 990 - - €0¢'T - 1200 €1
€09°7 - 620'0 - 0991 - /70| €1 OONV'Id
000'€ - - - 199°1 - - 7L
90t'8 6ET°T 1950 = 110°¢1 87+°0 $70°0| 7L OONV'Id
€740 = 0¢1°0 - 890°0 87€°0 1L
$150 - - - - - —| ILOONVTd V591
1990 £68°0 SL
ROl TONVLI OIS L0 N SRIAE AL VSOLTIVIN | VSOLON¥A | VSOODNTO SYINAVATT

feleie)

oay

feleite)4

oaIy




Valoracion biotecnolégica de residuos agricolas y agroindustriales
* Carlos David Grande Tovar - 2016

80

Finalmente, se estd llevando a cabo la identificacion de los péptidos mediante
el analisis por HPLC y otras técnicas instrumentales, con el fin de tener clari-
dad sobre el tipo de péptidos presentes en los sustratos y su biodisponiblidad y
efectividad.

Conclusiones y perspectivas

Debido a la gran cantidad de residuos que todavia se arrojan sobre rellenos
sanitarios, al agua o a terrenos baldios sin tratamiento alguno, es importante es-
timular el aprovechamiento de residuos pesqueros o con alto contenido proteico
por medio del ensilaje o la produccion de proteina unicelular. En ese sentido, es
primordial incrementar el ndmero de investigaciones relacionadas con la com-
posicién quimica detallada y su calidad nutricional frente al efecto que tienen
directamente en la dieta de diferentes animales de cultivo. Especificamente,
el conocimiento de la estructura quimica de los péptidos originados durante
el procesamiento de los residuos y su perfilamiento como aditivos en dietas
nutracéuticas es un campo de investigacién promisorio, asi como también la
generacién de nuevas metodologfas de procesamiento (fermentaciones, hidro-
lisis, extraccién) son aspectos que se deben considerar como nuevos campos de
investigacion de interés para la comunidad cientifica internacional, con el fin de
apoyar y mejorar la produccién de productos pesqueros y pecuarios. Los datos
encontrados sugieren que los residuos pesqueros son una fuente importante de
aminodcidos esenciales y nitrégeno para la dieta animal y humana, y de otros
compuestos de alto valor agregado y nutricional. Finalmente, el volumen tan
amplio de residuos generados en la industria pesquera y maritima demanda
la introduccién de nuevas aplicaciones a fin de adicionar valor a diferentes
industrias y aprovecharlos al maximo.



Valorizacion de subproductos
a partir de la fermentacion
en estado solido

Introduccion

La produccién de residuos por pudrimiento en condiciones de poscosecha,
rechazos por falta de calidad, deterioro de los alimentos por malas practicas de
conservacion y estrés en condiciones de almacenamiento, entre otras causas,
se ha estimado en 1,3 toneladas por afio, de acuerdo con la FAO (Gustavsson,
Cederberg, Sonesson, van Otterdijk y Meybeck, 2011). Entre los residuos dis-
ponibles se encuentran los lignocelul6sicos, ricos en carbohidratos, vitaminas,
minerales y fibra (frutas y verduras), los residuos de la industria alimentaria, los
provenientes de pesquerias, los de la industria cervecera, azucarera y de cereales
como el maiz, el trigo y el arroz. Estos pueden ser aprovechados y valorizados a
partir del enriquecimiento con proteina, para lo cual se utilizan procedimientos
sencillos mediados por organismos que deben ser reconocidos como seguros
(GRAS) por organizaciones veedoras de la seguridad alimentaria a nivel mun-
dial. Como tecnologias disponibles para el procesamiento y valorizacién de estos
residuos estén el ensilaje, la fermentacion en estado sélido y los procesos slurry.

Su tratamiento representa una opcién considerable para la produccién de ali-
mentos para animales y humanos si se cumplen los requerimientos de produccion
seguros e inocuos, especialmente en lugares con problemas de malnutricién.
Adicionalmente, es una manera segura de disponer de los residuos en lugar de
arrojarlos al medioambiente sin tratamiento alguno, especialmente en paises en
via de desarrollo donde la regulacién y la normatividad son asuntos por mejorar.
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Entre los residuos generados se encuentran las céscaras de cereales y frutas, el
bagazo y la pulpa del café, entre otros, cuyo alto contenido de carbohidratos
aprovechables por los microorganismos representa un gran potencial. En ese
sentido, la fermentacién en estado sélido (SSE por sus siglas en inglés), es un
procedimiento sencillo utilizado para adecuar los residuos s6lidos y adicionarles
valor nutritivo de manera segura y ambientalmente amigable.

La fermentacién en estado solido es una tecnologfa que se aplica en condiciones
de humedad suficientes para que los microorganismos crezcan, pero no hay agua
libre (Rahardjo, Tramper, y Rinzema, 2006). Tiene muchas ventajas sobre la
fermentacion sumergida (SmE por Submerged Fermentation) gracias a la menor
generacion de efluentes, equipos més sencillos y econémicos para los procesos,
mayores rendimientos de produccién, mayor facilidad para la purificacién de
los productos y concentraciones més altas de los productos. La seleccién del
microorganismo es fundamental para una exitosa fermentacién en estado sélido
y en esta via el uso de Aspergillus niger para la fermentacién de una serie de
residuos agroindustriales permite la obtencién de cerca de diecinueve enzimas
y otros compuestos de importancia como acido citrico y alcoholes.

Ademas de la seleccion del microorganismo, para una efectiva SSF se debe
escoger un sustrato que cumpla una serie de requisitos que se explicardn en
detalle mas adelante. Entre los posibles sustratos estdn los residuos de papa,
mazorcas del maiz, bagazo de la yuca, bagazo de cafia de azticar, salvado de trigo,
salvado de arroz, vaina de algarroba granos de cerveceria pasados, entre otros.

A lo largo de este capitulo se discutirdn los aspectos mas importantes para llevar
a cabo con éxito una fermentacion en estado solido, los productos y procesos en
los cuales se puede aplicar para facilitar y mejorar su desarrollo y los pardmetros
que se deben regular para mantener un adecuado control sobre el proceso.

Las dos razones que impulsaron el auge de la fermentacion en estado sélido
fueron la biasqueda de un alimento con mejor sabor —especialmente en la cul-
tura oriental- mediante el desarrollo de diferentes platos tipicos y la necesidad
de tratar mejor los residuos agricolas a través de procesos como el compostaje.
Otro aspecto que se debe tener en cuenta consiste en que a diferencia de la
fermentacion sumergida, en la fermentacién en estado sélido los sustratos em-
pleados son fuentes de carbono renovables (residuos agricolas) como trigo, arroz,
malta, mafz, frijol, residuos agroforestales y los provenientes del procesamiento

de alimentos (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).
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Cabe resaltar, asimismo, que en la fermentacion en estado sélido la baja presencia
de fuerzas de cizallamiento facilita el crecimiento de microorganismos sensibles
(como el micelio de muchos hongos), lo que permite su cultivo y desarrollo con
miras a su industrializacién y produccién masiva. Estos hongos producen enzimas
que pueden ser utilizadas en la produccién de saborizantes, aromatizantes e
insecticidas. Esto, junto con su simplicidad, altos rendimientos y homogeneidad
en su preparacion, hace que sean preferidas sobre las fermentaciones sumergidas.

Fermentacion en estado solido

La fermentacién en estado sélido consiste en el crecimiento de microorganis-
mos sobre sustratos sélidos o semisélidos en ausencia de agua libre (Pandey,
Selvakumar, y Soccol, 1999). El objetivo de este procedimiento es aumentar
el contenido proteico, enziméatico o de otras moléculas de interés del residuo y
mejorar la capacidad de conservacion al variar las caracteristicas organolépti-
cas como el color, el sabor, el olor y la textura del sustrato. En algunos casos se
aplica para eliminar o disminuir el contenido de sustancias toxicas presentes
en algunos residuos de procesos agroindustriales, tales como la produccién de
aceite de semilla de Jatropha curcas.

Este procedimiento ha tenido un surgimiento importante en los Gltimos afios
con miras a adicionar valor a los residuos agroindustriales sélidos y semiséli-
dos, lo que lo convierte en una alternativa viable para el tratamiento de estos
residuos y disminuir el contenido de polucién que se libera al medioambiente
(Arvanitoyannis, Kassaveti, y Ladas, 2008). La SSF también ha sido empleada
para la produccién de compuestos arométicos utilizando S. cerevisiae, K. marxia-
nus y kéfir, con 6ptimos rendimientos de produccion y productos de excelentes
caracteristicas (Aggelopoulos et al., 2014; Beshkova, Simova, Frengova, Simov
y Dimitrov).

En la actualidad se esta llevando a cabo la produccién de aditivos como sa-
borizantes, colorantes y aromatizantes para la industria alimentaria a partir
de fermentaciones de diferentes sustratos, con gran aceptacién gracias a sus
caracteristicas naturales que evitan el empleo de quimicos sintéticos y solventes
(Aggelopoulos et al., 2014). Ademas, los procesos enzimaticos impiden la for-
macién de isémeros y mezclas complejas de separar, lo cual disminuye el costo
de los procedimientos y mejora el grado de pureza de los productos obtenidos.

Un ejemplo clasico del uso de la fermentacién en estado sélido para la prepa-
racion y enriquecimiento nutricional de alimentos es el koji, un producto de
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fermentacion mediante Aspergillus oryzae, preparado sobre arroz cocido rico en
enzimas tipico de la cocina japonesa (Wang y Yang, 2007).

La fermentacién en estado solido se puede efectuar directamente sobre un gran
volumen de residuos agroindustriales y productos agricolas y a un menor costo
en comparaciéon con la fermentacién sumergida, pues requiere menor energia
y se puede aplicar en grandes cantidades ya que los sustratos practicamente no
tienen agua libre. El principal inconveniente para su aplicacién a gran escala
en la industria alimentaria del hemisferio occidental radica en que no se cuenta
con la informacién suficiente sobre las cinéticas de crecimiento y la aplicacién
de tecnologias de biorreactores a gran escala (Wang y Yang, 2007). En ese
sentido, el interés en la aplicacién de esta tecnologia como una forma viable
de tratamiento y disposicién de los residuos agroindustriales ha aumentado dl-
timamente, puesto que se les puede adicionar valor de manera mis econémica
y sin impactos ambientales negativos.

En todas las posibles aplicaciones que involucren SSF se requiere que el sustrato
sea pretratado o acondicionado con el fin de que se lleve a cabo su hidrdlisis
y se produzcan aztcares fermentables por accién de enzimas lignoceluliticas o
modificando la estructura de la lignocelulosa. En muchos casos, mediante SSF se
pueden producir enzimas lignoceluliticas que contienen celulasas, hemicelulasas,
pectinasas y ligninasas (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).

El material lignocelulésico también sirve para producir papel e incluso desem-
pefia un papel fundamental en la produccién de biocombustibles, enzimas y
otros compuestos bioquimicos por medio de SSE

Los residuos de cultivos como paja, subproductos del maiz y bagazo de cafa,
entre muchos otros, sirven de materia prima para procesar por medio de SSE ya
que se encuentran en grandes cantidades, poseen baja humedad y son bastante

estables (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).

Esta fermentacion se ha reportado en numerosas publicaciones que describen las
condiciones de fermentacién utilizadas, los tipos de biorreactores, los sustratos,
los microorganismos empleados y los productos obtenidos, a saber, proteina
unicelular, alimentos para animales, vitaminas, compuestos aromaticos, dcidos
organicos, pigmentos y colorantes, entre otros (Couto y Sanroman, 20006).

Las condiciones de la SSF son determinantes para el éxito del proceso, dado
que hacen posible que los microorganismos generen metabolitos y enzimas
capaces de degradar el sustrato, las cuales en condiciones de fermentaciones
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sumergidas no se producirfan, pues las condiciones actuales son muy similares
a las condiciones naturales en sus habitats de existencia (Arvanitoyannis,

Kassaveti y Ladas, 2008).

La identificacion de la fisiologia de los microorganismos y los factores fisicoqui-
micos en los ambientes en los cuales se desarrollan permiten evaluar los pardme-
tros mas importantes para llevar a cabo el procesamiento de los sustratos. Los
factores por controlar en este tipo de fermentacién son el tamafio de particula,
la porosidad del sustrato, la composicion quimica, los ingredientes del medio de
cultivo, la disponibilidad, la estabilidad, la esterilizacién del medio, la agitacién,
la aireacién y el costo de produccion, aunque el hecho de que se encuentre
practicamente sin agua libre evita el crecimiento de otros microorganismos.

Los anteriores factores deben ser optimizados mediante diferentes disefios expe-
rimentales factoriales y una metodologfa de superficie de respuesta, con el fin de
identificar los elementos criticos y determinantes para el desarrollo 6ptimo del
proceso y la interaccion entre ellos, ya que cada sistema microorganismo-sustrato

es tnico (Singh Nee Nigam y Pandey 2009b; Thomas, Larroche y Pandey, 2013).

La aireacion y el mezclado son aspectos bésicos que se deben tener en cuenta
porque permiten la liberacién de CO, acumulado producto del metabolismo
de los microorganismos y el control del aspecto aerdbico del proceso. Sin em-
bargo, en algunos casos la aireacién es dificil o practicamente imposible, ya que
existen organismos sensibles a las fuerzas de cizallamiento que se generan por la
agitacién, como por ejemplo enzimas enlazadas al micelio que son importantes
para la hidrdlisis del sustrato. Otro ejemplo es la produccién de enzimas por
procesos koji, en el cual la agitacién es automatica, se hace suavemente y de
manera periddica y es muy controlada (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).
En Japon, varios procesos de produccién de alimentos fermentados utilizan
biorreactores de cama rotatorios y humedad controlada, a fin de regular el
intercambio de calor y gas.

Es importante resaltar que las SSF son procesos muy econdémicos por cuanto
no requieren esterilizacién ni agitacién y la concentracién de producto extra-
celular es elevada, lo que facilita su recuperacién por lixiviacién o extraccién
superficial en la mayoria de los casos y eleva el grado de interés por parte de
investigadores de todo el mundo.

Por otro lado, la fermentacion en estado sélido es muy apropiada para el culti-
vo y reproduccion de microorganismos sensibles a la agitacion, especialmente
aquellos que facilitan la produccion de aflatoxina, ocratoxina y algunas enzimas.
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La aireacién es primordial ya que promueve la transferencia de calor, masa y
humedad a la fase gaseosa, a diferencia de las fermentaciones sumergidas que
favorecen Gnicamente la transferencia de gas. Esta fase tiene la funcién de
aportar oxigeno al medio y remover el diéxido de carbono del sistema.

Entre los microorganismos utilizados para el proceso de degradacién de residuos
de la industria vinicola se encuentran Phanerochaete chrysosporium, Trametes
hirsuta, Lactobacillus spp., Pleurotus spp. y Aerobasidium pullulans.

El complejo Pleorutus ostreatus es el tercer hongo comestible mas cultivado
del mundo (Arvanitoyannis, Kassaveti y Ladas, 2008), amén de que degrada
material lignocelulésico sin necesidad de pretratamiento, ya que posee un sis-
tema complejo enzimético con peroxidasas y fenol oxidasas (Arvanitoyannis,

Kassaveti y Ladas, 2008).

Otros microorganismos empleados incluyen el basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium y Aerobasidium pullulans. Gracias a sus potentes sistemas enzimati-
cos degradan residuos organoclorados provenientes de la industria papelera y de
otras industrias ricas en residuos fenélicos. Estos complejos enziméaticos constan
de lignino peroxidasas (LiP) y peroxidasas dependientes de manganeso (MnP),
responsables de la degradacién del material lignocelulésico (Kirk y Farrell, 1987;
Rodriguez-Couto, Rodriguez, Gallego y Sanroman, 2003).

Finalmente, un buen entendimiento de los procesos de transferencia de masa
y calor es vital para una SSF 6ptima y para el disefio de los biorreactores y su
escalamiento para ser comercializados. Un aspecto que dificulta el disefio de
los biorreactores es la variacién de la naturaleza de los sustratos, lo que hace
dificil el modelamiento y los estudios cinéticos indispensables para el disefio y
desarrollo de los biorreactores (Thomas, Larroche, et al., 2013).

La madera se puede transformar en productos de papel con ayuda de procesos
efectuados como SSE a saber, el biopulpeo y el bioblanqueamiento. Muchos
residuos agricolas se pueden convertir en productos para la alimentacién animal
al ser enriquecidos con biomasa microbiana, enzimas y biopromotores. Ademas,
mediante la SSF se mejora su digestibilidad.

Finalmente, por medio de la SSF se pueden preparar biofertilizantes, biopesti-
cidas y biopromotores y factores de crecimiento con residuos lignocelulésicos
(Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).
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Sustratos

Muchos microorganismos metabolizan diferentes polimeros naturales con el fin
de obtener la energia necesaria para su existencia. Entre esos materiales polimé-
ricos se encuentran las proteinas, la lignina y polisacaridos tales como el almidén,
la pectina, la quitina, la celulosa y la hemicelulosa. Estos polimeros deben ser
hidrolizados por medio de enzimas hidroliticas para liberar fuentes de carbono
asimilables por los microorganismos, como los azdcares de bajo peso molecular.

En general, las bacterias crecen en la superficie de las fibras o particulas del
sustrato y el micelio de los hongos penetra las particulas para nutrirse y reprodu-
cirse (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b). Normalmente, sustratos econémicos
como los residuos agroindustriales pueden ser empleados y son demandados
por su bajo costo, pero deben ser analizados con el fin de conocer su conteni-
do de proteina, carbohidratos, cenizas, macro y micro elementos y humedad.
Estos sustratos deben ser porosos y contener baja cantidad de agua libre, pero
suficiente para permitir el crecimiento de los microorganismos en condiciones
similares a las de sus habitats naturales.

Este tipo de fermentacién varfa las propiedades organolépticas de los alimentos
de tal forma que su olor, color, sabor, textura, aroma y contenido nutricional se
ven afectados, bien sea positivamente o negativamente, luego del proceso. En
esta técnica se metabolizan moléculas méis complejas quimicamente que en las
fermentaciones en estado liquido, que si bien permiten obtener altos niveles
de elementos lo hacen con mayor dificultad, lo cual en muchos casos implica
hidrélisis enzimdtica o pretratamientos que podrian inhibir el crecimiento mi-
crobiano y requerir mayores tiempos de procesamiento.

Generalmente, los residuos liquidos que més se han utilizado para la generacion
de productos de valor agregado tales como molasas y sueros, son los provenientes
de industrias lacticas y azucareras, aunque también se han utilizado residuos
sé6lidos de la industria cervecera, entre los que se encuentran granos, maltas
residuales y residuos frutales y vegetales (Bambidis y Robinson, 2006; Kamat,
Khot, Zinjarde, RaviKumar y Gade, 2013; Kosseva, 2013).

Otro sustrato empleado para el aprovechamiento de residuos a partir de pro-
cesos SSF es el suero de queso, utilizado junto con el kéfir (Figura 25) para la
produccién de cultivos lacticos y productos de panaderia, asi como también
alcohol y 4cido l4ctico a escala piloto y de laboratorio con excelentes resultados
(Koutinas, Papapostolou, Dimitrellou, Kopsahelis y Katechaki, 2009; Koutinas,
Athanasiadis, Bekatorou, Iconomopoulou y Blekas, 2005).
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Figura 25
Kéfir de leche

Fuente: thehealthyeatingsite.com.

Como se discutié anteriormente, es importante la apropiada seleccion del
sustrato solido para que el proceso de fermentacion se lleve a cabo de manera
adecuada. Esta seleccion depende de un andlisis cuidadoso de los pardmetros
fisicoquimicos y las caracterfsticas microbiolégicas. En los primeros se debe
analizar el punto de humedad critica (CHP) y el indice de absorcién de agua
(WAI) (Robledo, Aguilera-Carbo, Rodriguez, Martinez, Garza y Aguilar, 2008).
La velocidad de crecimiento del microorganismo también debe ser evaluada
como pardmetro microbioldgico.

Para que un compuesto sea considerado como sustrato para una SSF debe
cumplir con los requisitos que se listan a continuacién (Orzua, et al., 2009):

a. Debe ser una matriz sélida, porosa y un 4rea superficial grande por unidad de
volumen (entre 10* y 10° m?/cm?) que garantice el crecimiento microbiano
en la interfase sélido/gas.

b. La matriz debe tener la capacidad de absorber grandes cantidades de agua
(varias veces su peso seco) con el fin de garantizar la velocidad adecuada
de los procesos bioquimicos en la interfase solido/liquido.

c. Lasinterfases s6lido/gas deben ser excelentes habitats para el desarrollo de
microorganismos (bacterias, mohos, levaduras y hongos) y sus mezclas.

d. La matriz debe ser estable ante procesos de compresién y agitacion leves.
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e. Elflujo de gases a través de la matriz debe generar una baja presién y mez-
clarse con el producto de fermentacién.

f.  La matriz debe contener compuestos que sirvan como reservorio de ali-
mento para microorganismos, tales como carbohidratos, lipidos, proteinas
y minerales.

Orzua y colaboradores (2009) llevaron a cabo un estudio con diez residuos
agroindustriales que inclufan hojas del arbusto de creosota (Larrea tridentata),
agave del caribe (Agave lechuguilla), cscara de limén (Citrus aurantifolia), cascara
de naranja (Citrus sinensis), pulpa de manzana (Malus domestica), cascara de
pistacho (Pistacia vera), salvado de trigo (Triticum spp.), céscara de coco (Cocos
nucifera), cdscara de nuez pecan (Carya illinoinensis) y residuos de frijol (Phaseolus
vulgaris), para determinar si eran viables para llevar a cabo SSF utilizando una
cepa de Aspergillus niger Aa-20. El estudio determind, en primer lugar, el punto
critico de humedad (CHP) que representa el agua ligada al soporte que no se
encuentra disponible para el microorganismo; el cual, segtin Moo-Young et al.
(1983), no debe superar el 40 % para Aspergillus niger en este tipo de fermenta-
ciones; y en segundo lugar, el indice de absorcién de agua (WAI), que indica la
cantidad de agua que puede ser absorbida por el soporte (Moo-Young, Moreira, y
Tengerdy, 1983). Se concluyé que la cascara de coco, la pulpa de manzana y las
cascaras de limén y naranja son los residuos mas promisorios dentro del grupo
estudiado para llevar a cabo procesos de SSE debido a su elevada capacidad de
absorcién de agua y buena tasa de crecimiento de la cepa de A. niger estudiada.

Los materiales que contienen elevados indices de absorciéon son muy adecuados
para un proceso de SSE ya que la cantidad de agua disponible para el microor-
ganismo se puede modificar durante su cultivo de acuerdo con sus necesidades.
La SSF se debe efectuar en sustratos porosos que no tengan agua libre, pero
suficiente para permitir su crecimiento, como sucederia en condiciones naturales
(Lonsane, Ghildyal, Budiatman, y Ramakrishna, 1985). El contenido de agua
no debe ser inferior al 12 %, ya que por debajo de este valor toda actividad
microbiana cesa y por tanto no podria haberla en el sustrato (Nigam y Singh,
1994). El rango en el que se encuentra el contenido de agua esta comprendido
entre 30 % y 80 %, segtin el tipo de sustrato. Idealmente, los sustratos deben
tener un contenido bajo de agua de forma que se pueda ajustar a los requeri-
mientos del microorganismo durante el cultivo (Oriol, Raimbault, Roussos y
Viniegra-Gonzales, 1988).
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Microorganismos

Los microorganismos utilizados para la conversién de residuos agroindustriales y
alimentarios en productos de valor agregado incluyen levaduras, algas, hongos y
bacterias (Aggelopoulos, Katsieris, Bekatorou, Pandey, Banat y Koutinas, 2014).
Sin embargo, no se han reportado avances que incluyan la combinacién de resi-
duos sélidos y liquidos para la generacién de productos de valor agregado desde
el punto de vista de la biorrefineria, a pesar de ser una posibilidad importante
para generar productos de alto valor agregado por su inocuidad, no requerir la
adicion de otros nutrientes para complementar su contenido, bajos costos de
transporte y, especialmente, por la posibilidad de explotarlos a partir de bajos
volimenes sin necesidad de requerir grandes cantidades para este propdsito
(Aggelopoulos, Katsieris, Bekatorou, Pandey, Banat, y Koutinas, 2014).

Una de las formas de aprovechar residuos liquidos y sélidos mediante el cultivo
de una mezcla simbidtica de bacterias y levaduras es el kéfir, que se utiliza para la
produccién de alcohol. En el kéfir, los microorganismos se encuentran embebidos
en la matriz de un polisacérido (kefirdn) que se utiliza para la producciéon de
bebidas ldcteas mediante fermentacién lactoalcohélica (Harta, Iconomopoulou,
Bekatorou, Nigam, Kontominas y Koutinas, 2004).

Desde la prehistoria, el hombre —cuya capacidad cerebral era similar a la nuestra—
debié notar que cuando ahumaba la carne o la preservaba en un lugar fresco y
seco esta se conservaba por mas tiempo. De la misma manera, observé que los
cereales, los granos y las nueces se conservaban mejor si se mantenfan en un
lugar seco y en un recipiente cerrado que los protegia del ataque de hongos.
Hoy en dia se sabe que operaciones como la irradiacién, el secado, el calenta-
miento, la fritura, el ahumado y el curado sirven para conservar el alimento y
evitar su deterioro.

Se considera que un alimento se ha deteriorado cuando pierde sus propiedades
sensoriales, como el gusto, el color, el sabor, la textura y apariencia, su valor nu-
tritivo o su seguridad, por accién de factores como el ataque de microorganismos,
reacciones catalizadas por enzimas, reacciones quimicas como el pardeamiento
o reaccién de Maillard y la oxidacion de lipidos y grasas (rancidez oxidativa), o
también por dafios fisicos causados por la cristalizacién de moléculas como los
azlcares, la separacién de emulsiones, etc., (Berk, 2009).

Uno de los procesos mas comunes de conservacion de alimentos es la preserva-
cién por aplicacion de calor o proceso térmico, mediante el cual se destruyen o
inactivan enzimas y microorganismos con el fin de que no afecten los alimentos.
Sin embargo, simultdneamente ocurren otras reacciones quimicas que alteran su
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estructura y la llevan a cambios que en algunos casos son deseables y en otros
generan rechazo. Unos afectan las propiedades sensoriales y otros su contenido
nutricional, por lo cual resulta esencial controlar el tiempo de exposicién y la
temperatura y tener un conocimiento idéneo acerca de los microorganismos
que dafan los alimentos.

Otros procesos se basan en el enfriamiento o en el congelamiento, los cuales
no suprimen las reacciones enziméticas o la presencia de microorganismos, sino
que retardan la velocidad de los procesos mencionados. En este caso es de vital
importancia mantener la cadena de frfo.

Algunas caracteristicas tnicas de las SSF son ideales para el crecimiento y
desarrollo de organismos miceliales. Estos poseen enzimas hidroliticas extrace-
lulares con capacidad para degradar complejas estructuras poliméricas y liberar
nutrientes para su desarrollo, como los aztcares pequenos. Entre este tipo de
organismos se encuentran los hongos filamentosos, los actinomicetos y algunas
bacterias.

Dos tipos de microorganismos son empleados para llevar a cabo fermentaciones
en sustrato solido. El primer tipo implica el empleo de flora nativa o natural en
procesos como el ensilaje y el compostaje, basados en un consorcio simbiético
de microorganismos que acttian y llevan a cabo la degradacién de la materia
prima. El segundo tipo involucra cultivos puros, en los cuales microorganismos
conocidos son empleados solos 0 en combinacién con otros para la degradacion
de los sustratos (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b). En los procesos industriales
se utiliza més el segundo tipo, dado que permite un mayor control sobre las ve-
locidades de crecimiento y formacién del producto, aun cuando eleva los costos
de produccién por la necesidad de esterilizacién durante el proceso. Ejemplo
de esto es la produccién de proteina a partir de subproductos agroindustriales
utilizando cultivos de Chaetomium cellulolyticum y Candida utilis.

En cuanto a los hongos filamentosos, se han utilizado principalmente ficomice-
tos (Mucor y Rhizopus), ascomicetos (Aspergillus y Penicillium) y basidiomicetos
(Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b). El hongo Aspergillus niger se ha utilizado
para enriquecimiento proteico (Baldensperger, Le Mer, Hannibal y Quinto,
1985), produccién de enzimas como la celulasa (Singh, Abidi, Darmwal y
Agrawal, 1989), la amilasa, la glucoamilasa (A. Pandey, 1990; Ramakrishna et
al., 1982), la B-glusidasa y la proteasa (Malathi y Chakraborty, 1991).

Otros microorganismos empleados son A. oryzae para la produccién de alde-
hidos, cetonas y alcoholes a partir de la fermentacién de arroz (Ito, Yoshida,
Ishikawa y Kobayashi, 1990), Rhizopus oligosporus para enriquecimiento proteico
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(Rathbun y Shuler, 1983), R. oligosporus y Mucor meihei para la produccién de
cuajo fangico, Trichoderma spp. para la produccién de enzimas y enriquecimiento
proteico (Daubresse, Ntibashirwa, Gheysen y Meyer, 1987) y diversas especies
de Penicillium para la produccién de hidrolasas y enzimas pécticas (Siessere y

Said, 1989).

Otros microorganismos y aplicaciones a través de SSF seran discutidos en di-
ferentes secciones de este capitulo.

Productos a partir de la SSF

La fermentacién en estado s6lido mediante el uso de la biotecnologia moderna
ha impulsado la preparacién y obtencién de varios productos de gran utilidad en
el laboratorio y en la industria, entre los cuales se encuentran enzimas, acidos
organicos, metabolitos secundarios (antibidticos), biocombustibles (etanol),
compuestos aroméaticos, factores de crecimiento de plantas, micotoxinas y
medicamentos (Wangy Yang, 2007). Las enzimas que se producen por SSF son
ttiles en la produccién de ensilajes, en procesos de biorremediacién de suelos
y en la produccién de biopesticidas.

Acidos orgdnicos

Algunos acidos organicos se producen por medio de fermentaciones en sus-
tratos solidos. El 4cido citrico, por ejemplo, tiene una elevada produccién a
nivel mundial (un millén de toneladas por afio) y se obtiene por fermentacién
sumergida con cepas de Aspergillus niger y Candida sp. usando diferentes fuentes
de carbohidratos como molasas y almidones (Wang y Yang, 2007). La fermen-
tacién en estado solido también ha sido empleada para la produccion de acido
citrico empleando como soportes bagazos de cafa de aztcar (Vandenberghe,
Soccol, Pandey y Lebeault, 2000), yuca (Prado, Vandenberghe, Lisboa, Paca,
Pande, y Soccol, 2004), pulpa de frutas (Kumar, Jain, Shanker y Srivastava,
2003), remolacha azucarera (Gasiorek y Lesniak, 2002) (Gasiorek y Lesniak,
2002) y céscara de café (Shojaosadati y Babaeipour, 2002), entre otros sustratos
econdémicos y de facil acceso.

El 4cido citrico (Figura 27) tiene miltiples aplicaciones en la industria alimenta-
ria y por tal motivo su produccién es muy importante a nivel industrial. Muchos
estudios se han enfocado en la produccién de 4cido citrico mediante procesos
de fermentacién en estado sélido sobre sustratos provenientes de residuos
agroindustriales, como pulpa de manzana (Dhillon, Brar, Kaur y Verma, 2013;
Dhillon, Brar, Verma y Tyagi, 2011), musgo de turba (Barrington, Kim, Wang y
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Kim, 2009), céscara de platano (Karthikeyan y Sivakumar, 2010) y residuos de
frutas (Kuforiji, Kuboye y Odunfa, 2010). Estos estudios reportaron los cultivos
de microorganismos empleados, los sustratos y el disefio de los reactores y los
pardmetros més influyentes en las tasas metabdlica y de crecimiento para la
produccién de acido citrico, como la temperatura y la velocidad de aireacion.

Figura 27
Estructura del 4cido citrico
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Fuente: https://vinmetrica.com/product/citric-acid/

La produccién fermentativa de 4cidos se ve afectada por multiples factores,
entre los que se encuentran el pH, la concentracién de CO,), la disponibilidad
de oxigeno, la presencia de fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo y elementos
traza, concentracion de alcohol y temperatura, entre otros. El rendimiento de la
produccién de los 4cidos, que se expresa en gramos de 4cido por kg de sustrato
seco (g/kg), dependerd en gran medida de los sustratos utilizados, su humedad
y por supuesto, de la actividad de los microorganismos empleados para la fer-
mentacion. Diferentes tipos de reactores pueden ser usados para llevar a cabo
su produccion, entre los que se encuentran los reactores de lecho empacado
(de mayor rendimiento que los de tambor), de bandejas y de vaso.

En un estudio reciente, M. Schneider, Zimmer, Cremonese, De C. De S. Sch-
neider y Corbellini (2014) propusieron la preparacion, a través de SSE de 4cido
citrico a partir de subproductos del proceso de produccién de biodiésel, usando
aceite de semilla de Vernicia fordii y Aspergillus niger por siete dfas y monitoreando
el pH y el crecimiento de la biomasa del hongo sobre el sustrato. El crecimiento
del hongo se dio mejor en el “pastel” del aceite crudo, que contenia un 20 %
de glicerina (subproducto). El méximo rendimiento obtenido de 4cido citrico
fue de 350 g/kg de biomasa. Fue determinado con ayuda de cromatografia de
liquida de alto desempefio (HPLC).

El 4cido lactico (Figura 28) es otro de los dcidos importantes que pueden ser
producidos por fermentacion de residuos en estado sdlido. Para ello se utilizan
diferentes cultivos de microorganismos, aunque normalmente se emplean
Lactobacillus sp. y el hongo Rhizopus sp. El 4cido lactico se produce por fermen-
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taciones sumergidas con el cultivo de Lactobacillus; sin embargo, recientemente
ha aumentado el interés por hacer fermentaciones con Rhizopus oryzae por su
capacidad tnica de producir dcido L-(+)-l4ctico 6pticamente puro a partir de
azdcares como xilosa, glucosa y almidén. Este 4cido es altamente demandado
en el mercado para la produccién, entre otros, de polimeros biodegradables.

Figura 28
Estructura del 4cido lactico
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Fuente: http://dirindiamart.com/impcat/lactic-acid.html

La produccién de 4cido lactico por fermentacion sumergida tiene serias limi-
taciones debido a que cuando se usa el hongo, la viscosidad del caldo de fer-
mentacion aumenta dramaticamente, especialmente cuando se utiliza almidén
como sustrato. Para solucionar el inconveniente, los investigadores emplearon
células inmovilizadas que han mejorado la viscosidad de los caldos al controlar
las ramificaciones del micelio del hongo, pero también han incrementado la
tensién de oxigeno hasta niveles del 90 %, ya que con niveles inferiores no se
obtienen buenos rendimientos de fermentacién y hace practicamente inviable
el escalado a nivel industrial (Wang y Yang, 2007).

Otro inconveniente en la produccién de écido lactico por fermentacion su-
mergida se presenta cuando se utiliza almidén crudo, pues es insoluble en agua
y sus granulos afectan el proceso de mezcla en la reaccion, lo cual impide el
proceso de escalamiento. Por esa razdn, la fermentacion en estado sélido es una
buena alternativa para la produccion de 4cido lactico, como lo han reportado
diferentes investigadores, quienes han determinado que la produccién es posi-
ble utilizando sorgo dulce, mazorca de maiz, cafa de aztcar y los residuos del
procesamiento de la zanahoria. Con la fermentacién en estado sélido se evitan
los inconvenientes de la reologia de las soluciones, asi como el mezclado y la
aireacion que se limitan en la fermentacion en estado liquido.

Otro 4cido que se produce a partir de SSF es el 4cido succinico, con aplicacién
en las industrias perfumera, cosmética, alimentaria y de biopolimeros. Du y
colaboradores (2008) prepararon por fermentacién el 4cido succinico con una
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metodologia novedosa a partir del fraccionamiento del trigo en cascarilla y
harinas con y sin gluten a partir de su molienda (Du et al., 2008). La cascarilla
sirvi6 para la obtencién de las enzimas glucoamilasa y proteasa via SSF con
Aspergillus awamori y A. oryzae, respectivamente. Posteriormente, se utilizaron
por separado las soluciones resultantes para preparar los hidrolizados de cada
tipo de harina que luego de combinarse fueron fermentados por Actinobacillus
succinogenes para la produccién hasta una concentracién de 64g/l (Thomas,
Larroche, et al., 2013). Con el tiempo, otros investigadores lograron obtener
rendimientos mas elevados a partir de innovaciones en la estrategia, utilizando
diferentes preparaciones del sustrato y manteniendo vigente el concepto de
biorrefineria (Du et al., 2008; Leung, Cheung, Zhang, Lam, y Lin, 2012).

El 4cido succinico se ha obtenido a partir de SSF incluso de residuos de res-
taurantes sin tratamiento previo, como lo demostraron Sun, Li, Qi, Gao y Lin
(2014). En el estudio se utilizaron los productos de la hidrélisis de los residuos
mediada por enzimas hidroliticas comerciales y producidas de Aspergillus
awamorii y Aspergillus oryzae que contenian 31,9 g/l de glucosa y 280 mg/l de
nitrégeno libre, un suplemento nutritivo completo para el crecimiento de los
microorganismos. En la investigacion se determiné que un 90 % de los residuos
de restaurante fueron hidrolizados y utilizados en un fermentador de 2,5 litros
para producir 29,9 g/l de 4cido succinico, lo que representa un rendimiento total
de 0,224 g/g de sustrato utilizando el hidrolizado de los residuos de restaurante
y E. coli recombinante.

Otros 4cidos producidos por procesos SSF son el dcido oxdlico y el dcido
y-linolénico, un intermediario muy importante en la familia de los 4cidos grasos
n-0, importantes a su vez en los procesos celulares de las glandulas mamarias
(Certik, Adamechovs, y Laoteng, 2012). En el caso del 4cido oxilico, su pro-
duccién se ha llevado a cabo a partir de la fermentacién de paja utilizando
Phanerochaete chrysosporum y se presté particular atencién en el efecto del Pb?*
sobre el rendimiento del producto, lo que permitié entender su influencia y
mecanismo de accién (N. J. Liet al., 2011).

Muchos hongos filamentosos se han utilizado como alternativa para la produc-
cién de 4cidos como el itaconico, malico y fumaérico a través de SSE debido a
su importancia como materias primas para la produccién de otros compuestos
quimicos de interés. Recientemente, A. H. Mondala (2015b) presenté una
extensa revisién de la literatura relacionada con la produccién de estos 4cidos
a partir de cultivos de hongos filamentosos utilizando como sustratos residuos
lignocelul6sicos, con especial énfasis en los mercados que se pueden alcanzar
con estos productos como “bloques de construcciéon” de compuestos quimicos
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de interés (Nwobi et al., 2014). Un aspecto relevante que se discute en esta
revision es el concepto de una hidrélisis y fermentacion consolidadas en un solo
paso, para lo cual se ha planteado una serie de iniciativas como la adicién de
enzimas hidroliticas comerciales, con el fin de aumentar y mejorar la capacidad
hidrolitica de las enzimas de los cultivos fiingicos y los cultivos mixtos de hon-
gos con capacidades hidroliticas y fermentativas, que evitan la inhibicién de la
actividad enzimatica por causa de la acumulacién de productos de la hidrdlisis
de los compuestos poliméricos.

Esta iniciativa se utiliz6 en la preparacion de acido lactico a partir de sustratos
s6lidos y semisolidos con Rhizopus oryzae, usando como sustratos paja de trigo
(Saito, Hasa y Abe, 2012), madera procesada (Moldes, Alonso y Parajé, 2001),
lodos del procesamiento de papel y pulpa de yuca (Phrueksawan, Kulpreecha,
Sooksai y Thongchul, 2012), demostrando con ello una mejora en el rendi-
miento, la calidad y la productividad con la estrategia.

Motta y Santana (2014) reportaron la produccién de dcidos hiimicos, impor-
tantes en aplicaciones agricolas, en biomedicina, industrialmente y en relacién
con el medioambiente, a partir del aprovechamiento de un residuo de los frutos
de palma que se genera en el procesamiento de aceite, con una cepa de Tricho-
derma reesel, a través de SSF y mediante un sistema de columnas Raimbault.
Esta produccién es importante dado que actualmente los dcidos hidmicos se
producen a partir de fuentes no renovables como carbén y hulla. En el estudio
se evidencié una produccién m4s elevada de acidos htimicos que de biomasa,
lo cual lo hace muy promisorio para ser escalado a nivel industrial.

Enzimas

Las enzimas son el producto industrial més importante de la biotecnologia y
estdn ganando suficiente atencién en los Gltimos afios debido a que sus contra-
partes quimicas generan contaminacién ambiental y a los elevados costos que
en muchos casos las industrias deben asumir.

El mercado mundial de las enzimas industriales es de unos 3.300 millones de
dolares y se espera que alcance los 4.400 millones (Liguori, Amore, y Faraco,
2013). La mayor demanda proviene del mercado del cuero, seguido por el
mercado del bioetanol. En cuanto al segmento de las enzimas de alimentos y
bebidas las expectativas son de $ 1.300 millones de délares en el 2015.

Pafses como Colombia, poseedores de una gran biodiversidad y cuyas economias
son consideradas emergentes, cuentan con una ventaja competitiva respecto
de otros paises, lo cual podria fomentar el crecimiento empresarial basado en la
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aplicacion industrial de las enzimas y mejorar sus economias. Sin embargo, esto
podria ser una realidad lejana si se tiene en cuenta que existe una gran brecha
cientifica y tecnolégica que debe cerrar respecto de los paifses industrializados.
Asimismo, es urgente mejorar las capacidades empresariales y los incentivos
para invertir en este campo del conocimiento (Castellanos et al., 2006).

En general, las enzimas (Figura 29) se aplican en la industria para mejorar el
procesamiento de una materia prima o cambiar o incrementar las propiedades
organolépticas de los productos que se generan en el proceso. El primer caso
se lleva a cabo disminuyendo su viscosidad o mejorando su solubilidad. En el
segundo caso, se pretende alterar el color, el aroma, el dulzor, la textura e incluso
la estabilidad, prolongando de esta manera su vida ttil y haciendo el producto
mas agradable para su consumo. El ntimero de enzimas con aplicacién indus-
trial es relativamente pequefio (alrededor de cincuenta), pero de un alto valor
comercial y de interés particularmente para las industrias textil, alimentaria,
papelera, cuero, vino, zumo de frutas, farmacéutica y el desarrollo de detergentes

(Castellanos et al., 2006).

Figura 29

Representacion de la interaccién entre una enzima y el sustrato
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Fuente: http://readanddigest.com/what-are-enzymes/

La fermentacién en estado sélido resulta muy ttil para la produccion de enzi-
mas a partir de residuos agroindustriales. En este sentido, es muy interesante
cuando el producto crudo de la fermentacion se puede usar como fuente para
la obtencion de las enzimas, por su bajo costo y sencillez técnica. Las enzimas
producidas por este tipo de fermentacion tienen aplicacion en la industria
alimentaria, en otro tipo de fermentaciones, en procesos de lixiviacién (bioli-
xiviacién), biorremediacién, en procesos de despulpado, entre otros procesos

(Pandey A., Selvakumar, Soccol y Nigam, 1999).
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— Entre los diferentes procesos en los que se pueden aplicar las enzimas y las
enzimas aplicadas se encuentran (Pandey A., Selvakumar, Soccol y Nigam,

1999):

— Ensilaje (enzimatico) usando celulasas y hemicelulasas fangicas.

— Bioprocesamiento de cultivos y de sus residuos usando celulasas y hemi-
celulasas fingicas.

— Procesamiento de fibras usando pectinasas, celulasas y hemicelulasas
fngicas.

— Suplementos alimenticios usando amilasas, proteasas, lipasas, celulasas
y hemicelulasas.

— Biodespulpado usando xilanasas.
— Compostaje dirigido usando enzimas hidroliticas.
— Biorremediacién de suelos usando lacasas y ligninasas.

— Descomposicion de residuos poscosecha usando celulasas de Trichoderma
harzianum.

— Biopesticidas usando celulasas de T. harzianum.

Entre las enzimas producidas a través de SSF que se encuentran disponibles
para las diferentes aplicaciones mencionadas, es importante resaltar las enzi-
mas oxidativas, las cuales se usan para los procesos de biorremediacién por su
capacidad de degradar un gran nimero de compuestos téxicos y recalcitrantes.
Hacer estos productos viables comercialmente solo es posible produciendo
enormes cantidades, por lo cual su produccion se debe hacer a escala indus-
trial aumentando con ello sus costos de produccién considerablemente. Por
esa razdn, se deben investigar y optimizar estos procesos de produccién con el
fin de disminuir los costos y facilitar su aplicacién, especialmente cuando son
adecuados para mejorar las condiciones medioambientales.

La producciéon de enzimas a través de SSF es un proceso que puede motivar a
muchos empresarios, especialmente por sus costos bajos y favorabilidad con el
medioambiente. R. R. Singhania, Sukumaran, Patel, Larroche y Pandey (2010),
compararon los costos de produccién de celulasas a partir de fermentaciones
sumergidas y fermentaciones en estado sélido y encontraron una diferencia
muy grande (més de diez veces) entre producir la enzima por SSF y por SmE
demostrando con ello la favorabilidad del proceso por SSE
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La mayorfa de las enzimas fingicas se han producido a partir de basidiomicetos,
a pesar de que se han investigado numerosos miocroorganismos para este fin,
pues las condiciones en las cuales se lleva a cabo la SSF son muy similares a las
condiciones naturales, favoreciendo asi el proceso de produccién.

Un aspecto fundamental para la produccién de enzimas es la seleccion adecuada
del microorganismo que se va a cultivar. Se debe tener en cuenta especialmente,
la cantidad de enzimas que un solo microorganismo en determinadas condiciones
puede producir, asi como la gran variedad de microorganismos que lo pueden
hacer. Esta eleccion se lleva a cabo con base en las condiciones medioambien-
tales y en el sustrato que se va a utilizar. Por ejemplo, la mayoria de las enzimas
hidroliticas (celulasas, xilanasas, pectinasas, entre otras) se producen a partir de
hongos, debido a que estos las usan naturalmente para su crecimiento. Normal-
mente, Aspergillus spp. y Trichoderma spp. son utilizados con este fin, asi como la
produccién de enzimas amiloliticas se da utilizando hongos filamentosos como
Aspergillus y Rhizopus principalmente (Pandey A., Selvakumar, Soccol y Nigam,
1999). Por otra parte, las alfa-amilasas se producen principalmente con cultivos
de bacterias, gracias a su mayor resistencia a las altas temperaturas.

La produccién industrial de enzimas a partir de la SSF ha sido exitosa y en esta
4rea se han llevado a cabo numerosas investigaciones que buscan optimizar sus
rendimientos de produccidn, su efectividad y el disefio de propiedades especificas
a un menor costo. Las enzimas producidas han sido principalmente las siguientes

(Thomas, Larroche, et al., 2013):

— a-amilasa (Roses y Guerra, 2009).
— L-asparaginasa (Mohan, Ramasamy y Manonmani, 2013).

— Celulasas, incluida B-glucosidasa (Singhania, Sukumaran, Patel, Larroche
y Pandey, 2010.

— Quitino deacetilasa (Suresh, Sachindra, y Bhaskar, 2011).

— Quitosanasas (da Silva, Honorato, Franco y Rodrigues, 2012).

— Exoy endoglucanasas (R. Mahmood et al., 2013).

— Enzimas fibrinoliticas (Zeng et al., 2013).

— L-glutaminasa (Jesuraj, Praya, Kingsley, Dinesh Kumar y Ravikumar, 2013).
— Inulinasa (Dilipkumar, Rajamohan y Rajasimman, 2013).

— Invertasa (Alegre, Polizeli, Terenzi, Jorge y Guimaries, 2009).

— Lacasa (Karp et al., 2012).

— Levansucrasa (Esawy et al., 2013).
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— Lipasa (Coradi et al., 2013).

— Homocisteina y-liasa (El-Sayed, Khalaf y Aziz, 2013).

— B-mananasa (Yin, Liang, Li, y Sun, 2013).

— DPectateo liasa (Ferreira et al., 2010).

— Fitasa (Rodriguez-Fernandez et al., 2013).

— Liquenasa (Maktouf et al., 2013).

— Alcalino proteasa (Abraham, Gea y Séanchez, 2013).

— Proteasa 4cida (Vishwanatha, Rao y Singh, 2010).

— Tanasa (Beniwal, Rajesh, Goel, Kumar y Chhokar, 2013).

— Xilanasas y xilosidasas; Thomas, Joseph, Arumugam y Pandey, 2013).

Un grupo muy importante de enzimas son las celulasas, las xilanasas y las xi-
losidasas, usadas junto con las hemicelulasas y pectinasas para la degradacién
y procesamiento de material lignocelulésico y produccion de biocombustibles,
suplementos alimenticios y compuestos quimicos de interés generalizado. Las
celulasas (comprenden las endo-1,4-B-D-glucanasa, las exo-1,4-B-glucanasa y
las B-D-glucosidasa) y las xilanasas (endo-1,4-B-D-xilanasa), son igualmente
importantes para el tratamiento de las fibras en la industria textil (Pandey,
Selvakumar, Soccol y Nigam, 1999).

Actualmente, con el fin de producir biocombustibles se procesa material lig-
noceluldsico, el cual luego de un adecuado pretratamiento (ver capitulo 2)
queda disponible para su sacarificacién mediada por enzimas provenientes de
microorganismos, a partir de la conversién de celulosa en glucosa. Este es el
paso mis critico y determinante del proceso con miras a su viabilidad comercial
(Thomas, Larroche et al., 2013). Las investigaciones m4s relevantes de los ulti-
mos afios estin dirigidas a mejorar la productividad de las enzimas y al desarrollo
de microorganismos con propiedades especificas (P. Binod et al., 2013; Rocha
et al., 2013; Xin, Zhang y Wong, 2013). En este sentido, se ha prestado mucha
atencion a la basqueda de B-glucosidasas (BGL) més tolerantes a la glucosa
gracias a que en el proceso de hidrdlisis de la celulosa, la BGL se inhibe con
la aparicion de la glucosa (Reeta Rani Singhania et al., 2013). La BGL es el
principal componente enzimatico de las celulasas, ya que son las responsables
de la transformacion de la celulosa a glucosa, por lo que su participacion en el
proceso de hidrdlisis es muy importante. Para solucionar este inconveniente, se
han abordado diversas estrategias con el fin de mejorar el proceso de conversién
de celulosa a glucosa.
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Otro aspecto importante que se debe tener en cuenta en relacion con la SSF es
que difiere notablemente en la actividad con respecto a la SmF, especialmente
en la tasa de crecimiento de los microorganismos y su actividad metabdlica.
En ese sentido, Li et al. (2013) compararon la produccién de celulasa en SSF
y en SmF con cultivos de Neurospora sitophila, usando como soporte paja de
trigo pretratada con un proceso de explosién por vapor, y encontraron que las
actividades enzimdticas de CMcasa, FPA y B-glucosidasa fueron mucho mayores
(entre 53 y 181) en los procesos SSE Ademais, el cultivo solamente produjo
B-xilosidasa debido a que el proceso SSF se parece més al habitat natural de
los hongos vy facilita su crecimiento y actividad metabdlica (Li, Guan, y Niu,
2013). La investigacién de Barrios-Gonzalez (2013) permitié concluir que la
mayor produccién de metabolitos secundarios en los procesos SSF se debe a una
mayor transcripcion de los genes biosintéticos, lo que permite en muchos casos
encontrar estimulos externos que influencian esta transcripcién y por ende la
produccién de estos metabolitos. Un valioso conocimiento que, sin duda, mejora
el cultivo y la productividad de estos microorganismos.

Otro conjunto importante de enzimas para la produccién de biocombustibles y
el procesamiento de material lignocelulésico son las enzimas xilanoliticas (Tho-
mas, Joseph, et al., 2013). Estas facilitan la degradacion de las hemicelulosas a
aztcares de cinco carbonos (Thomas, Larroche, et al., 2013). Las xilanosas son
producidas principalmente por hongos, bacterias y actomicetos con diferentes
condiciones de cultivo en SSE Diversos autores han reportado la produccién de
estas enzimas a partir de residuos agroindustriales utilizando hongos filamentosos
como el Aspergillus foetidus MTCC 4898 en procesos SSE, con salvado de trigo
como soporte y validando los experimentos mediante calculos simulados, lo cual
permitié corroborar las actividades esperadas (Chapla, Divecha, Madamwar y

Shah, 2010).

Finalmente, dentro de este grupo de enzimas importantes para la degradacion
de material lignocelulésico y produccién de biocombustibles se encuentran las
lacasas, las cuales facilitan la oxidacién de la lignina. Karp et al. (2012) anali-
zaron la actividad enzimética de la lacasa producida por un cultivo de Pleurotus
ostreatus en un sustrato de bagazo de cafia de azicar y encontraron una actividad
enzimdtica relevante (Karp et al., 2012).

Muchas enzimas son basicas en la industria alimentaria, como la fitasa, la
o-amilasa, la peptinasa, la proteasa, la lipasa, la glucoamilasa, la inulinasa, la
levansucrasa, la invertasa, y la a-galactosidasa, todas producidas por medio de
SSE Actualmente, en el segmento de las enzimas para bebidas y alimentos se
considera que aquellas que se aplican en la industria lactea generan la mayor
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cantidad de ventas (alrededor de 402 millones de délares en el 2009) (Thomas,
Larroche, et al., 2013). Por otra parte, una segmentacién del mercado de los
productos destinados para la alimentacién animal y humana muestra que es-
tos agrupan el 34 % del mercado (Parameswaran Binod et al., 2013). Entre las
actividades comerciales relacionadas con la alimentacién animal, las enzimas
encuentran multiples aplicaciones en la preparacién de alimentos para cerdos,
aves de corral y ganado bovino.

La a-amilasa ha sido producida a partir de Bacillus acidicola inmovilizada
para su aplicacién en alimentacién, a partir de fermentaciones sumergidas y
fermentaciones en estado sdlido, con mejores rendimientos en la segunda (A.
Sharma y T. Satyanarayana, 2012, citado por Thomas, Larroche, et al., 2013).
Adicionalmente, esta enzima se utiliz6 a la par con masa 4cida para la obtencién
de pan, con mejores resultados que los obtenidos con la xilanasa de Bacillus
halodurans y la enzima termoestable a-amilasa obtenida a partir de Geobacillus
thermoleovorans. Por otra parte, se utilizd A. niger UO-01 para la obtencién de
o-amilasa en SSF a partir de bagazo de cafia de aztcar y utilizando el método
de superficie de respuesta y un modelo empirico. Se pudo comprobar que estos
modelos son bastantes eficaces para la obtencién de la enzima (Rosés y Guerra,
2009, citado por Thomas, Larroche, et al., 2013).

Por otra parte, la produccién de inulinasa se ha reportado a partir de SSF
utilizando cultivos de Geotrichum candidum y Kluyvermomyces marxianus var.
marxianus sobre cachaza. Sus pardmetros fueron optimizados y se obtuvo una
produccién de 535,2y 300,5 (U/g de materia seca), respectivamente (Dilipkumar
et al., 2013; Tasar, Erdal y Algur, 2014).

Otra enzima producida a partir de SSF es la a-galactosidasa, de suma impor-
tancia en medicina y en el campo de la biotecnologia. Algunos investigadores
compararon las condiciones en SmF y SSF con A. niger y un derivado mutagéni-
co, con dos medios distintos, licor de maiz y medio basal de Vogel como fuentes
de nitrégeno, y encontraron que el mutante podria dar mejores resultados en la
fermentacién para la obtencién de la enzima (Rajoka, Awan, Saleem y Ayub,
2009). También se han reportado estudios en los cuales se variaron los sustratos
empleados como residuos de leguminosas, el tipo de reactor y las condiciones
para obtener mejores rendimientos de produccion con resultados prometedores

(Anisha, John, Prema y Pandey, 2010).

Finalmente, se han llevado a cabo otras investigaciones en relacién con la pro-
duccién de invertasas utilizando Aspergillus caespitosus sobre salvado de trigo con
fermentaciones sumergidas y en estado solido y obtenido mejor productividad
con este tltimo proceso (Alegre et al., 2009). Proteasas y quitino deacetilasas
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igualmente se han producido con Aspergillus oryzae MTCC 5341 (Vishwanatha
et al., 2010) y Colletotrichum lindemuthianum ATCC 56676, respectivamente,
utilizando residuos de caparazén de camarén y salvado de trigo con resultados

alentadores cuando el medio fue suplementado con salvado de trigo (Suresh
etal., 2011).

Otra aplicacién importante a nivel industrial de cierto grupo de enzimas es la
produccién de detergentes y surfactantes. De acuerdo con Thomas, Larroche,
etal. (2013), un 29 % del total del mercado de los detergentes global pertenece
a este sector, lo cual evidencia su alcance y significacion en la economia de los
paises que basan su productividad en la biotecnologia. Las enzimas mas produ-
cidas a partir de SSF son la alcalino proteasa, xilanasa, la alcalino a.-amilasa y
las lipasas. Algunas investigaciones se han enfocado en la produccién de estas
enzimas por SmF y SSF con diferentes residuos agroindustriales, utilizando
Trichoderma harzianum para la produccién de lipasa (Coradi et al., 2013) y
Halomonas sp. PV1 para la produccién de alcalino proteasas tolerantes a hals-
genos en diferentes medios surfactantes, como dodecil sulfato de sodio y otros
detergentes (Vijayaraghavan y Vincent, 2012). Asimismo, se han producido
algunas proteasas termoestables alcalinas a partir de Streptomyces sp. CN902
con sustratos agroindustriales combinados (Lazim, Mankai, Slama, Barkallah
y Limam, 2009). Incluso lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales
(Figura 30) han sido empleados como fuente microbiana para la produccion
de alcalino proteasas en SSF y residuos de cascara de café, cabellos, residuos
de la industria de taninos y fibras de soya como sustrato. Se ha obtenido mayor
cantidad de enzima con este Gltimo sustrato (Abraham et al., 2013).

Figura 30
Lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales

Fuente: http://www.soapsc.gob.mx/realizan-limpieza-en-la-planta-de-tratamiento-
de-aguas-residuales-de-cuautla-por-el-acumulamiento-de-lodos/
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Ortros reportes especifican la produccién con procesos SSF de distintos tipos de
enzimas con diversas aplicaciones, incluidas enzimas que degradan la ocrato-
xina A —una micotoxina muy peligrosa que afecta los alimentos— (Abrunhosa,
Venancio y Teixeira, 2012), asi como inulinasas, fitasas, tanasas, oligosacérido
oxidasas, estearasas de 4cido fendlico y ligninasas, estas Gltimas de suma impor-
tancia en el pretratamiento de material lignoceluldsico para la produccién de
biocombustibles, despulpado, degradacién de contaminantes e incluso la con-
version de lignina en compuestos quimicos de alto valor agregado (A. Pandey,
Selvakumar, Soccol y Nigam, 1999).

Por otra parte, la mayor desventaja para la produccién de enzimas mediante
SSF es su dificultad en el downstream debido a la complicada estructura solida
de los sustratos. Ello amerita mayor investigacion para mejorar el proceso para
diversas enzimas de interés.

Luego de esta revisién de las diferentes enzimas producidas por SSF se aprecia
que los rendimientos de su produccién son mucho mas elevados en compara-
cién con las fermentaciones sumergidas, dato importante para su produccién
a nivel industrial. Es necesario adecuar y optimizar el disefio de los reactores
y optimizar las condiciones que se deben emplear para la produccién de cada
tipo de enzima y sus soportes, asi como también el tipo de sustratos que se va
a emplear, aunque resulta evidente que los residuos agroindustriales son sin
duda dtiles para su produccion. Los cultivos de microorganismos modificados
genéticamente podrian solucionar un sinndmero aspectos relacionados con
la tolerancia a inhibidores de crecimiento y con las condiciones extremas
medioambientales que por décadas han limitado su aplicacién industrial.
También resulta relevante ampliar el espectro de aplicaciones cataliticas de las
enzimas y el desarrollo de nuevas metodologias de inmovilizacién aplicables a
diversos procesos industriales, lo cual facilitarfa su expansion en el mercado y
disminuirfa los costos de produccion de esta industria.

Biopolimeros

Con los afios, los biopolimeros han cobrado importancia significativa gracias
a su potencial degradacion en el suelo por medio de compostaje o en el agua,
evitando con ello la acumulacién nociva en el medioambiente de plasticos y
otros polimeros de origen sintético que destruye numerosos ecosistemas alre-
dedor del mundo. Otro aspecto que promueve la produccién de biopolimeros
con capacidad de reemplazar los polimeros sintéticos, es la disminucién del
consumo de fuentes no renovables como el petrdleo, lo cual favorece una
vez mas el medioambiente. Estos biopolimeros se pueden obtener a partir de
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multiples residuos agroindustriales, agricolas y forestales, lo cual contribuye
a una correcta disposicién de los residuos y a la generacién de productos con
valor agregado elevado y a la disminucién de la contaminacién ambiental. Los
biopolimeros biodegradables mas producidos son los polihidroxibutiratos y los
polihidroxialcanoatos a través de rutas biotecnoldgicas (Leaf y Srienc, 1998;
Ojumu, Yu y Solomon, 2004).

More, Yan, Hoang, Tyagi, y Surampalli (2012), reportaron el uso de lodos pretra-
tados como materia prima para la produccién de polimeros extracelulares (EPS)
usados como agentes floculantes, mediante la utilizacién de una cepa de Serratia
sp. 1. A su vez, con lodos pretratados con soluciones alcalinas y térmicamente,
se produjeron luego de 72 horas 2,3 y 3.4 g/l de EPS. Cuando se combinaron
con suspensiones de kaolina y calcio (150 mg de Ca?*/1 de kaolina), se produjo
una floculacién maxima del 79,1 % y una dehumidificacién del 52,2 %, res-
pectivamente. Estos resultados demuestran la capacidad de estos lodos para ser
usados como agentes floculantes en el tratamiento de aguas residuales.

El polihidroxibutirato es un biopolimero que ha atraido la atencién por su
capacidad de degradacion similar a los polimeros termoestables y generado
numerosos reportes de investigacién que buscan cuantificar y analizar los per-
files de degradacion y la capacidad de copolimerizarlos con otros polimeros y
ver como se afecta su degradabilidad (Sudesh y Iwata, 2008). Muchos residuos
agroindustriales y urbanos con contenido lignocelulésico se han utilizado como
fuente para la produccién de biopolimeros, los cuales se caracterizan por su esta-
bilidad térmica,su biodegradabilidad, buenas propiedades mecénicas, capacidad
de reciclaje e incluso conductividad eléctrica (Mtui, 2009).

Algunos biopolimeros como los polihidroxialcanoatos (PHA), los exopolisacéri-
dos o polimeros extracelulares (EPS) y derivados del almidén como las dextrinas,
se pueden producir a partir de SSF de residuos agroindustriales. Estos biopolime-
ros revisten gran importancia para la industria gracias a su biodegradacién y en
algunos casos por su actividad bioldgica; por ejemplo, antitumoral, hipoglicémica
e incluso inmunoestimulante (Thomas, Larroche, et al., 2013). Generalmente,
se utilizan hongos tipo setas y bacterias ldcticas para su produccién. Se ha de-
mostrado que la produccién de estos biopolimeros es éptima cuando se utilizan
residuos agroindustriales por su bajo coste y compatibilidad medioambiental,
en comparacién con los procesos en fermentaciones sumergidas que requieren
componentes costosos y en muchos casos su purificacion es compleja.

Para la produccién de EPS mediante SmF y SSE, se han utilizado agua de coco
y jugo de cafia de azticar como sustratos y cultivos de Lactobacillus confusus
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(Seesuriyachan et al., 2012). En las investigaciones se analizé el efecto de la
salinidad de las soluciones y se concluy6 que el crecimiento microbiano no tiene
un efecto directo sobre la cantidad de EPS producido.

Por otra parte, se han derivado polihodrixialcanoatos (PHA) y polimeros biode-
gradables a partir de bacterias como Bacillus subtilis, Alcaligenes eutrophus, Rals-
tonia eutropha y Alcaligenes latus, entre otras. El uso de residuos agroindustriales
en procesos SSF ha demostrado ser una metodologia viable para su produccién a
escala industrial debido al alto costo del proceso en fermentaciones sumergidas
(Castilho, Mitchell, y Freire, 2009).

Los PHA se han producido a partir de una amplia variedad de residuos urbanos
y agroindustriales, entre los que se encuentran almidones, molasas, derivados
hidrolizados lignoceluldsicos, residuos liquidos de la produccién de biodiésel
(glicerol crudo), proteina de huevo y residuos de lipidos (Koller et al., 2012).

Las dextrinas son otro tipo de biopolimeros producidos por SSF a partir de re-
siduos de semillas frescas y utilizando Sacharomyces cerevisiae. Se han obtenido
buenos rendimientos con este procedimiento, lo que evidencia su viabilidad

industrial (Moussa y Khalil, 2012).

Pigmentos

Cuando se habla de particulas insolubles en el medio en el cual se aplica y usadas
por sus propiedades colorantes, magnéticas o protectoras, se hace referencia a los
pigmentos (Babitha, 2009). Por otra parte, los colorantes o compuestos de color
se aplican a los compuestos solubles y de caricter orgdnico con aplicacién en
industrias como la de alimentos. En muchos casos las expresiones son utilizadas
indistintamente para referirse a uno u otro caso (Timberlake y Henry, 1986).

La industria de los colorantes y pigmentos tiene como objetivo fundamental su-
plir las necesidades de los fabricantes de alimentos y bebidas mediante un amplio
portafolio de colorantes y sus aplicaciones de acuerdo con las leyes de cada pafs
(Babitha, 2009). Estas necesidades surgen de la demanda de los consumidores,
quienes a su vez responden a factores culturales, medioambientales y sociales
a la hora de seleccionar los alimentos. La tendencia actual es a seleccionar
alimentos de mayor facilidad y rapidez de preparacién dado el afan del dia a
dia de muchas personas. Sin embargo, la tendencia hacia lo natural también es
fuerte gracias a la creciente demanda por alimentos més saludables e inocuos.

Aunque no existen datos concretos acerca del tamafio del mercado de los
colorantes, se estima que alrededor del mundo se venden unos 940 millones
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de dolares al afo (Figura 31). Este mercado se encuentra segmentado de la
siguiente manera (Babitha, 2009):

Colorantes sintéticos (400 millones de délares).

Colorantes naturales (200 millones de délares).

Colorantes idénticos a los naturales (189 millones de ddlares).

— Colorantes tipo caramelo (100 millones de ddlares).

Figura 31
Mercado global de los colorantes para la industria de alimentos
(en millones de délares)

Fuente: Adaptado de Babitha, 2009

Muchos colorantes son derivados de extractos de plantas y frutas y tienen diver-
sas aplicaciones. Su crecimiento ha sido exponencial en los Gltimos afios gracias
a la tendencia hacia lo natural que ha favorece el desarrollo de colorantes y pig-
mentos derivados de microorganismos, conocidos como colorantes microbianos.
Sus ventajas radican en la seguridad innata de aplicacion y su clasificaciéon como
sustancias GRAS (seguras para su consumo) por la Agencia Federal de Drogas
y Alimentos (U.S. FDA). Asimismo, su produccién no depende del clima ni de
las estaciones, los rendimientos de produccién se pueden predecir, no existen
plagas que amenacen su produccién y muchos de ellos tienen propiedades me-
dicinales, nutricionales y antioxidantes, lo que los convierte en materias primas
para el desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos. Incluso muchos se
pueden producir a partir de residuos de alimentos y residuos agroindustriales,
por lo que su produccién representa una opcion para la correcta disposicion y

adicion de valor de residuos (Babitha, 2009).

Una gran diversidad de microorganismos pueden ser considerados para la
produccién de color, entre ellos se tienen las bacterias, las levaduras, las algas
y los hongos. No obstante, para ser reconocidos como fuente de produccién
industrial deben cumplir una serie de requisitos que garanticen su inocuidad,
sostenibilidad y produccion: facil aislamiento desde su medio de produccion;
rendimiento de produccidn sr razonable; no debe ser téxico; debe ser tolerante
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a cambios de pH, temperatura y otros compuestos normalmente inhibidores de
crecimiento, y el microorganismo desde el cual se produce se debe reproducir
relativamente fécil con las condiciones de produccion.

A pesar del gran nlimero de microorganismos considerados para la produccién
de pigmentos y colorantes, solamente se ha centrado en los hongos ascomicetos,
incluso desde tiempos remotos en la cultura oriental (Teng y Feldheim, 2001),
como ocurre en el caso del hongo de la especie Monascus, gracias a su estabi-
lidad a las condiciones medioambientales como temperatura y pH, pues esto
normalmente es un reto cuando se procesan estos colorantes en los alimentos

(Babitha, 2009).

Las especies Monascus sp. (Figura 32) son conocidas por producir alrededor de
seis estructuras distintas de pigmentos, clasificadas segtin sus coloraciones en
tres grupos diferentes (Thomas, Larroche, et al., 2013):

1. Pigmentos amarillos, al cual pertenecen la monascina y la ankaflavina.

2. Pigmentos naranjas, al cual pertenecen la monascorubrina y la rubropuncta-
tina.

3. Pigmentos rojos, al cual pertenecen la rubropuntamina y la monascorru-
bramina.

Figura 32
Monascus purpureus

Fuente: http://www.alohaculturebank.com/MonascuspurpureusA.html

Estos pigmentos forman parte de los policétidos, metabolitos secundarios bio-
sintetizados a partir de unidades de acetilo y propionilo, similar a la biosintesis
de 4cidos grasos por hongos, bacterias, plantas y animales (J. A. Robinson,
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1991). La produccién del pigmento depende fundamentalmente del cultivo y
los nutrientes presentes en él. De hecho, si el cultivo es rico en aldohexosas,
esto incentivard el crecimiento de M. purpureus, mientras que la presencia de
azticares con grupos hidroxilo como el manitol y el sorbitol lo inhiben.

Utilizando procedimientos SSF se han preparado diferentes pigmentos con M.
purpureus y otros microorganismos.

Monascus se encuentra en principalmente en la comida oriental, en Japdn, el
sur de China y el sudeste de Asia. M4s de cincuenta patentes se han adjudi-
cado en Japén, Estados Unidos, Francia y Alemania, relacionadas con el uso y
aplicacion de pigmentos derivados de Monascus en alimentos (Babitha, 2009).
De hecho, el Anka (arroz cultivado con Monascus), es un colorante tipico de
la comida japonesa especialmente usado para enriquecer el contenido proteico
y dar pigmentacién roja a alimentos tales como cerdo asado y diferentes salsas
rojas chinas. Por su capacidad de degradar el almidén y la proteina y producir
alcohol, se ha utilizado en la cultura oriental para la produccién de vino de
arroz rojo y queso rojo de soya fermentada, entre otros. Incluso, numerosos
productos de la industria hoy en dia como el arroz rojo se desarrollan para
constituir productos nutracéuticos capaces de controlar los niveles de colesterol
en la sangre, con investigaciones comprobadas en torno al efecto farmacolégico
del extracto de fermentacién de Monascus como un producto dietético y como
preservante (Babitha, 2009). Los productos de fermentacion de Monascus se han
utilizado también como conservantes en la preservacion de carne para reempla-
zar parcialmente al nitrito de sodio, un conservante sintético cuyos derivados
producidos por la combinacién de la saliva con este compuesto (nitrosaminas)
son considerados cancerigenos y se cree estan relacionados con tumores del
cerebro, leucemia y cancer del tracto gastrointestinal (Babitha, 2009).

En una investigacién llevada a cabo para la produccién de pigmento rojo, se
evalué una cepa de Monascus purpureus CMUOQO1 con diferentes condiciones
de cultivo y sustratos, con el fin de medir el efecto sobre su crecimiento y pro-
duccién. Se encontré que la mixima produccién de pigmento se daba cuando
se cultivaba en dextrosa de papa a 30 °C durante dos semanas con medio de
extracto de levadura, glucosa y triptona, y como sustrato harina de maiz (19,4
U/g), en comparacion con residuos de coco, harina de mani y de frfjol. El maxi-
mo rendimiento de produccién del pigmento (129,63 U/g) se obtuvo utilizando
como sustrato harina de maiz suplementado con 8 % (p/p) de glucosa. Otros
sustratos de residuos agroindustriales evaluados fueron residuo de coco (63,50
Ulg), harina de mani (52,50 U/g) y harina de frfjol (22,50 U/g), suplementados
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con glucosa, sorbosa y manitol, y se encontré que favorecieron la produccién
del pigmento mientras que el xilitol lo inhibié (Nimnoi y Lumyong, 2011).

Por otra parte, Dikshit y Tallapragada (2012) reportaron la produccién de pig-
mento rojo utilizando dos cepas de Monascus sp., Monascus purpureus MTCC410
y Monascus sanguineus. Para las cepas se utiliz6 arroz integral como sustrato y se
dio la méaxima produccién de pigmento en el dia dieciséis (21,9 CVU/ml para
M. sanguineus y 16,9 CVU/ml para M. purpureus). El suplemento del medio con
glucosa permitio, por varios 6rdenes de magnitud, aumentar la produccién de
pigmento con M. sanguineus, pero no asi con M. purpureus el cual se vio mejorado
Ginicamente con un medio mezclado con un 5 % de extracto de levadura MSG.

En otra investigacién, se evalud la produccién de pigmento en un sustrato de
arroz, utilizando tanto SSF como SmF y una cepa de Monascus ruber (Vidya-
lakshmi, Singaravadivel y Murugesh, 2010). En la investigacion se analizé la
posibilidad de produccién de pigmentos utilizando como tnica fuente extracto
de levadura, lo que generé la produccién de 0,524 (370 nm), 1,084 (400 nm) y
0,616 (500 nm) unidades/g para los pigmentos naranja, amarillo y rojo, respec-
tivamente. Al suplementar los medios con fuentes inorganicas de nitrégeno se
incrementd el rendimiento de los pigmentos. El rendimiento de pigmento rojo
méaximo obtenido fue del 21 % cuando se utiliz6 extracto de levadura.

La lovastatina, una droga que inhibe la produccién de colesterol, ha sido pro-
ducida a partir de un sustrato de arroz con una cepa de Monascus purpureus
MTCC 369 con un rendimiento de 3,422 mg/g bajo condiciones 6ptimas (Panda,
Javed y Ali, 2009). La lovastatina inhibe la sintesis de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA reductasa (HMG CoA reductasa), una enzima que cataliza la conversion
de HMG CoA a mevalonato, intermediario en la produccién de colesterol.
Se ha encontrado que la lovastatina no solamente es una droga que controla
la produccién de colesterol, sino que ademés es un agente antiinflamatorio,
facilita la apoptosis de células cancerigenas, restaura la funcién renal y es til
en el tratamiento de desordenes Gseos, entre otras aplicaciones. En general, los
pigmentos producidos por Penicillium y Monascus se parecen estructuralmente,
razoén por la cual las lovastatinas y las monascolinas producidas por estos y
otros hongos, son todas ttiles para la inhibicion de la biosintesis de colesterol

(Thomas, Larroche, et al., 2013).

Asimismo, algunos pigmentos han sido preparados con el fin de evaluar la
capacidad de atrapar radicales libres (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo,
DPPH) (Dhale y Vijay-Raj, 2009). El cultivo se dispuso a partir del cultivo del
hongo Penicillium sp. NIOM-02 para la preparacién de pigmento rojo a partir
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de sustratos de residuos agroindustriales de bagazo de cafia de aztcar y trigo.
Con este Gltimo sustrato se obtuvo un mayor rendimiento del pigmento (9,232
UDOQO). En este mismo cultivo se produjo amilasa, lo que hace de este cultivo
algo prometedor para aplicaciones alimentarias, nutracéuticas y farmacéuticas.

Ortros investigadores han estudiado diversos sustratos, optimizado condiciones
de produccion de los pigmentos y evaluado diferentes cepas de microorganismos
y posibles aplicaciones de los compuestos obtenidos, demostrando con ello la
versatilidad de la SSF para producir pigmentos de gran interés para la industria
en general (Ahmad y Panda, 2014; Certik, Adamechov4, y Guothovi, 2013;
General et al., 2014; Gortari y Hours, 2013; Herndndez-Almanza et al., 2014;).

La capacidad de los hongos filamentosos y de las plantas de producir su propio
alimento y el hecho de que existen diversas especies de hongos, hacen que se
dé una gran diversidad de estructuras de pigmentos producidos, los cuales, ade-
més, presentan funciones variadas como proteccién contra agentes oxidantes
(antioxidantes como los carotenoides), proteccién de la piel (melanina) contra
factores externos y como cofactores que facilitan la accién enzimética de algu-
nos biocatalizadores (flavinas) (Babitha, 2009). Esta diversidad de estructuras
quimicas cuyas propiedades cromoféricas garantizan pigmentos y coloraciones
Gnicas, es aprovechada en la industria de los alimentos especialmente. Entre
la pluralidad de estructuras quimicas se cuenta con estructuras tipo quinonas
(antraquinonas y naftaquinonas), flavinas (riboflavinas) y policétidos, producidas
por los hongos filamentosos.

Duréan, Teixeira, De Conti, y Esposito (2002), destacan en su revisién la produc-
cién por hongos de diferentes pigmentos y su interés y aplicacion en la industria.
Entre estos pigmentos resaltaron la catenarina, el crisofanol, la cinodontina,
la helmitosporina, la tritisporina y la eritroglaucina, producidos por hongos de
especies como Eurotium spp., Fusarium spp., Curvularia lunata y Drechhslera spp.
Por otra parte, los pigmentos amarillos epurpurina A, B y C, han sido aislados
de Emericella purpurea (Mapari et al., 2005), mientras que las falconensinas
A-H y las falconensinas Al y B2, fueron producidas por Emericella falconensis
y Emericella fructiculosa (Ogasawara, Mizuno, y Kawai, 1997).

Saborizantes y aromatizantes

Los compuestos quimicos arométicos son aquellos que poseen un olor o fragancia
especial. Se encuentran naturalmente en extractos de plantas, animales y en
aceites esenciales y se utilizan en alimentos, bebidas, perfumes, cosméticos y
para la aromaterapia. En la comida son valiosos porque proveen sabor y aroma
a los alimentos (Aguedo et al., 2004). Los compuestos aromaticos confieren
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propiedades organolépticas y sensoriales a los alimentos y bebidas y su estudio
retine multiples ramas de la ciencia y la tecnologia por su complejidad estructural.

Los compuestos aromaticos pueden ser extraidos de fuentes naturales pero
generalmente se requiere gran cantidad de ellos, lo cual hace de este proceso
algo altamente costoso e invita a otras formas de obtencién a los formuladores
de aroma. Algunos de estos compuestos son sintetizados quimicamente, aunque
esta alternativa pierde interés porque en el mundo los consumidores demandan
compuestos provenientes de fuentes naturales asociados a una buena salud.
Otra alternativa consiste en la obtencién biotecnolégica de los compuestos con
ayuda de enzimas provenientes de microorganismos.

El mercado de los saborizantes y aromas se estima en unos siete mil millones
de délares al afo y constituye el 25 % del mercado de aditivos de alimentos
(Armstrong y Yamazaki, 1986, citados por Dastager, 2009).

Los compuestos aromaticos se clasifican segtin las familias quimicas a las cuales
pertenecen. Los mas importantes son los derivados de los lipidos, como alde-
hidos, cetonas, 4cidos grasos y lactonas, y derivados arométicos carotenoides.
Aunque hay una gran cantidad de compuestos aromaticos, solamente algunos
de ellos se han obtenido por vias biotecnolégicas; no obstante, su interés crece
dia a dfa por su bajo costo (Janssens et al., 1992).

Los microorganismos pueden sintetizar compuestos arométicos a través de rutas
metabdlicas (metabolitos secundarios) durante la fermentacién de amino4cidos
y azlicares como nutrientes presentes en el medio de cultivo. Se dan dos posibi-
lidades de produccién mediante la utilizacién de microorganismos que determi-
nan sus propiedades organolépticas y sensoriales. Por una parte, la produccién
de alimentos y bebidas con el aroma formando parte del procesamiento, como
en el caso del queso, el yogurt, la cerveza y el vino, entre otros. Por la otra, la
preparacion de cultivos de organismos disefiados especificamente para obtener
un compuesto aroméatico que puede ser aislado y usado como aditivo aromético
y saborizante. De esta forma la industria alimentaria obtiene los compuestos
arométicos denominados naturales.

Por su parte, las enzimas han sido utilizadas para catalizar la biosintesis de
diferentes compuestos aromaticos promovida por la adicién de intermediarios
o precursores que facilitan la produccién. Entre estas enzimas se encuentran
las lipasas, las proteasas y las glucosidasas, entre muchas otras (Adinarayana

et al., 2004).

La catélisis enzimatica para la produccién de compuestos aromaticos permite
obtener compuestos épticamente activos (un enantiémero puro), de una posible
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mezcla racémica, lo cual favorece las caracteristicas organolépticas del com-
puesto, evita sobrecostos por procesos de purificacién y permite obtener aditivos
categorizados como naturales aceptados por la oficina de la FDA (U.S. Drug y
Food Administration) como seguros para el consumo humano y cuyos procesos
no atentan contra la seguridad del medioambiente. El principal reto para estos
procesos consiste en utilizar enzimas altamente activas y sustratos ricos en los
compuestos aromaticos de interés, que permitan obtener rendimientos elevados
en la forma de g/kg de sustrato y no de mg/kg de sustrato, como normalmente
ocurre. El principal inconveniente de este tipo de produccién radica en que el
costo es mas alto que la produccién sintética, pero mas limpio y seguro (Ben-

jamin y Pandey, 1997; Beuchat, 1982).

A partir de SSF se ha producido 4cido vainillinico, un precursor del sabor y
aromatizante a vainilla, utilizando residuos lignocelulésicos y un cultivo de Pha-
nerochaete chrysosporium con un método de superficie de respuesta, y obtenido
73,69 mg del 4cido/g de materia seca. El valor predicho por la simulacién (73,58
mg de acido/g de materia seca) fue bastante cercano, aunque un poco mayor
bajo las condiciones 6ptimas de desarrollo (Thomas, Larroche et al., 2013).

La fermentacién en estado sdlido se ha empleado para la produccién de di-
versos compuestos aromaticos, con residuos agroindustriales como sustratos y
cultivando microorganismos como hongos y levaduras que tienen la capacidad
de producir enzimas y diversos compuestos de aplicacién en la industria de ali-
mentos y de aromas. Sin embargo, pese a los esfuerzos demostrados por diversos
investigadores, los bajos rendimientos siguen siendo un verdadero inconvenien-
te para la produccién a escala industrial. En los tltimos afios, el interés en la
aplicacién de la SSF para la produccién de enzimas (A. Pandey et al., 1999),
saborizantes (Beuchat, 1982; Feron et al., 1996), colorantes (Johns y Stuart,
1991) y otras sustancias de interés para la industria alimentaria, se ha renovado
gracias a que se estan alcanzando mejores rendimientos y caracteristicas frente
a las fermentaciones sumergidas. Adicionalmente, los reducidos costos del uso
de materia prima a base de residuos agroindustriales (que, adem4s, generan
valor agregado) es un aspecto muy atractivo para su aplicacién. Sin embargo,
los problemas asociados con el escalamiento, el downstream, la homogeneidad
del cultivo y la transferencia de masa y calor, dificultan su aplicacién en masa.
Con el fin de solucionar estos inconvenientes, se han disefiado biorreactores
de tambores que rotan (Stuart, Mitchell, Johns y Litster, 1999), mixtos (Nagel,
Tramper, Bakker y Rinzema, 2001) y de inmersién (Rivela, Rodriguez Couto y
Sanroman, 2000). Esto ha permitido el avance en la investigacién y la posibilidad
de obtener diferentes compuestos arométicos (Feron et al., 1996).
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Sustratos agroindustriales tropicales fueron utilizados con un cultivo de Rhizopus
oryzae a través de SSF para la produccién de acetaldehido y 3-metilbutanol,
dos compuestos aromaticos volatiles (Christen, Bramorski, Revah y Soccol,
2000). De Aratjo, Pastore y Berger (2002) reportaron la produccién de un
compuesto aromético con una fragancia similar al coco —una lactona insatura-
da, la 6-pentil-a-pirona (6-PP)— utilizando como sustrato bagazo de cafia y un
cultivo fangico, demostrando con ello que la SSF produjo resultados superiores
sobre la fermentacién sumergida (SmF).

Medeiros et al. (2001) informaron sobre la produccién de compuestos aromaticos
con fragancia frutal con cultivos de Kluyveromyces marxianus, utilizando como
sustrato bagazo de yuca o Opuntia ficus indica y mediante la aplicacién de SSF
con reactores de lecho fijo. Se identificaron nueve compuestos, de los cuales
los mayores fueron acetato de etilo, etanol y acetaldehido.

La produccién de pirazinas también se ha reportado a través de SSF con bue-
nos rendimientos y caracteristicas. De esta manera, Besson, Creuly, Gros y
Larroche, (1997) relatan la biosintesis de la 2,5-dimetilpirazina (2,5-DMP) y
la tetrametilpirazina (TMP), usando SSF con cultivos de Bacillus subtilis sobre
residuos de soya.

A través de SSF también se han producido compuestos utilizados como sabori-
zantes en la mesa, como son el 4cido butirico, el 4cido lactico y el diacetilo en
mezclas de cultivos de Lactobacillus acidophilus y Pediococus pentosaceus, sobre
un sustrato semisélido de mafz (Escamilla-Hurtado et al., 2005). La produccién
de 4cido lactico también ha sido investigada por numerosos cientificos, como
se detalla en la seccién “4cidos orgdnicos”. Soccol et al. (1994) reportaron la
obtencién de 4cido lactico a partir de bagazo de cafia de azticar como soporte
y utilizando una cepa de Rhizopus oryzae. En este caso, se encontré un mejor
rendimiento que en la fermentacién sumergida.

El salvado de trigo y el sorgo dulce han sido empleados como soportes y como
sustratos en condiciones de SSF para la obtencién de 4cido lactico a través de
cultivos de Lactobacillus paracasei y Lactobacillus amylophilus GV6 (Naveena,
Altaf, Bhadrayya, Madhavendra y Reddy, 2005).

Allegrone et al. (1991) obtuvieron metilcetonas como la 2-heptanona, 2-nonano-
nay 2-undecanona a partir de un cultivo de Aspergillus niger a escala comercial,
mediante SSE para lo cual se emple6 la grasa de coco como sustrato, con un
rendimiento del 40 %.

Otros compuestos aromaticos también han sido obtenidos a partir de SSE
utilizando arroz pregelatinizado, fibras de miso (producto de la fermentacién



Valoracion de subproductos a partir de la fermentacion en estado solido ‘ 115

de soya y malta o cebada) y de celulosa y aplicando cultivos de Neurospora sp.,
Zygosaccharomyces rouxii y Aspergillus sp (Besson et al., 1997).

La produccién de compuestos arométicos a partir de siete medios preparados a
partir de bagazo de yuca, pulpa de manzana, residuos de amaranto y soya, con
cultivos de Ceratocystis fimbriata, fue expuesta por Bramorski, Soccol, Christen
y Revah (1998), quienes encontraron que los medios de pulpa de manzana,
bagazo de yuca y soya produjeron un fuerte olor frutal dulce, mientras que el
medio de amaranto produjo un olor a pifia. Dieciséis compuestos fueron aislados
por cromatografia de gases y quince identificados como un compuesto 4cido,
seis alcoholes, un aldehido, dos cetonas y cinco esteres.

Soares, Christen, Pandey, y Soccol (2000) reportaron la obtencién de un fuerte
aroma a pifia utilizando como sustrato céscara de café y un cultivo de Cerato-
cystis fimbriata. Al analizar el sustrato final, se encontraron compuestos como
el acetaldehido, el etanol, el isopropanol, el acetato de etilo, el isobutirato de
etilo, el acetato de isobutilo, el acetato de isoamilo y el etil-3-hexanoato. La
adicion de leucina y la produccion de acetato de etilo y de acetato de isoamilo
generaron un aroma intenso a banano. También se reportd que la adicién de sales
minerales disminuia el rendimiento de produccién de los compuestos volatiles
y la adicién de aceite de soya no favorecié su produccion.

Recientemente, se ha explorado el efecto del uso de indculos de kéfir para
prolongar la vida dtil del queso, mejorar su contenido de compuestos volatiles
e incrementar la calidad de sus propiedades organolépticas (Beshkova et al.,
2003). Katechaki, Panas, Rapti, Kandilogiannakis y Koutinas (2008) reportaron
la produccion de queso tipo duro a través de cultivos inmovilizados por procesos
de congelado-secado para su maduracion. El efecto del kéfir, la temperatura,
el pH, la concentracién inicial del cultivo, la inmovilizacion celular y el grado
de madurez, fueron analizados a través del estudio. El uso del cultivo de kéfir
mejord la resistencia del queso a la maduracién gracias a que redujo el ataque
microbiano, prolongando con ello su tiempo de vida dtil. Las propiedades or-
ganolépticas como el olor, el sabor y la textura mejoraron con la aplicacion del
cultivo, en comparacién con el queso sin kéfir. El andlisis de los compuestos
volétiles demostré una gran diferencia de alcoholes (75 %), compuestos carboni-
licos (75 %) y esteres (64 %) entre el queso inoculado con kéfir y el que no habia
sido inoculado. Incluso, se ha comparado el efecto del uso de células de kéfir
inmovilizadas sobre caseina y células libres de kéfir previamente secadas, sobre
las propiedades organolépticas del queso tipo duro y se encontré un aumento
del 216 % en la concentracion total de compuestos como esteres, alcoholes,
compuestos carbonilicos y dcidos orgnicos, en comparacién con el queso sin
in6culo de kéfir (Katechaki, Panas, Kourkoutas, Koliopoulos y Koutinas, 2009).
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Fadel, Mahmoud, Asker y Lotfy (2015) investigaron la produccién de aroma
de coco a partir de bagazo de cafia de aziicar como sustrato sélido, utilizando
Trichoderma viride EMCC-107 como cultivo de microorganismos. Los resultados
del analisis de compuestos volétiles y de méxima intensidad de olor demostra-
ron que se produjeron al quinto dfa del perfodo de induccién, con el maximo
contenido de compuestos como la 6-pentil-a-pirona (6-PP) y otros compues-
tos como 8-octalactona, y-nonalactona, y-undecalactona, y-dodecalactona y
d-dodecalactona, también fueron identificados al dfa 12 del periodo de induccién
en el aroma de coco. En el estudio se logré correlacionar que el incremento en
la biomasa de bagazo de cafia favorecia la produccién de 6-PE, el compuesto
que mas contribuye al aroma de coco, lograndose concentraciones mayores 3.62
mg/g de materia seca, que en estudios previos bajo las mismas condiciones de
fermentacion.

La recuperacién de compuestos aromaticos es bastante compleja debido a su
extrema volatilidad y degradacion facil en la pasteurizacién y concentracién
de sustrato por evaporacion. Estos cambios pueden no ser deseables y para
aislar los compuestos se deben utilizar técnicas como los fluidos supercriticos,
condensacién parcial y destilacién, inyeccién de gas, pervaporacién y adsorcién
con resina, Aroujalian y Raisi, 2007).

Los compuestos aromaticos ademds de ser utilizados en perfumeria, cosmética,
medicina tradicional y alimentacién, también se estan utilizando como agentes
anti y desespumantes, para soluciones oftalmoldgicas y para prolongar la vida
atil de frutas que no han sido priacticamente procesadas (Anese, Manzano, y

Nicoli, 1997; Lanciotti et al., 2004).

Metabolitos secundarios

Los compuestos con actividad bioldgica son producidos por microorganismos
cultivados. Durante la Gltima etapa de crecimiento de los microorganismos en
el proceso de fermentacion se generan y acumulan los metabolitos secundarios,
compuestos con poca influencia directa en el crecimiento o desarrollo de los
microorganismos como la produccién de material celular, sino que aparecen
luego de completar la etapa de crecimiento. La mayorfa de los metabolitos
secundarios son compuestos antibidticos, micotoxinas, alcaloides, inmunosu-
presores como la cicloesporina y un supresor del crecimiento de tumores y de
la angiogénesis, a saber, la fumigilina.

Los metabolitos secundarios se forman a partir de los metabolitos primarios,
los cuales se originan a su vez durante el crecimiento de los microorganismos,
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hecho que les permite actuar como bloques de construccion para la biosintesis
de los metabolitos secundarios. Estos metabolitos no son esenciales para el
crecimiento y reproduccién de los microorganismos. Por otra parte, su produc-
cién estd determinada por la composicion del medio de fermentacion, lo cual
permite controlarla de acuerdo con las necesidades. No se entiende con exac-
titud la funcién de los metabolitos secundarios, razén por la cual se postulan
profusas teorfas sobre su papel, como defensa y como factores determinantes
para la generacion de otros procesos bioquimicos subsecuentes al desarrollo y
crecimiento de los microorganismos.

La produccién de los metabolitos secundarios puede ser manipulada a partir de
cambios genéticos, lo cual no alterar4 la produccién de los metabolitos primarios;
estos cambios que se pueden llevar a cabo para mejorar la produccion o alterar
la estructura de los mismos, puede ser insertada en el genoma celular y una vez
insertado, su produccion se convierte en metabolismo primario.

La produccién industrial de metabolitos secundarios se lleva a cabo a partir
de fermentaciones sumergidas (SmF) con ayuda de cepas de microorganismos
cultivados bajo pardmetros ficilmente manipulados y controlados, como el pH,
la temperatura, la transferencia de masa y de calor, los nutrientes, la agitacion,
la concentracion del producto e incluso el downstream del producto. Sin em-
bargo, la fermentacion en estado s6lido ha ganado terreno gracias a los disefios
relativamente sencillos de los reactores y a la baja cantidad de agua del sustrato
s6lido, lo cual disminuye costos de transporte, almacenamiento y manipulacion
dentro de la factorfa, y facilita la reproducciéon de los microorganismos debido
a la buena simulacién de su habitat natural, especialmente para los hongos
que tienen la capacidad de crecer casi en ausencia de agua. Muchos sustratos
pueden ser empleados para la fermentacion sin pretratamiento o agitacion
alguno y menor cantidad de procesos de estirilizacién. La concentracién de los
productos al final es alta y su purificacion es relativamente sencilla.

Los metabolitos secundarios producidos en la fase estacionaria del crecimiento
de los microorganismos (tropofase), pueden serlo a escala comercial para un
sinntimero de aplicaciones en agricultura, medicina y farmacéutica y para la
produccién de alimentos funcionales y pigmentos. Aunque estos metabolitos
se contintan produciendo en procesos sumergidos, la SSF permite, con sus
ventajas operativas, disminuir drasticamente los costos de produccién gracias a
que esta se facilita con menor consumo energético y menor area de produccién
(reactores més pequefios), demostrando asf que se trata de un proceso econémi-
co, interesante y ambientalmente amigable para la produccién de metabolitos
secundarios a partir de residuos agroindustriales y forestales. Esta tecnologia
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puede impulsar notoriamente la economia de los paises en via de desarrollo pues
la materia prima es abundante, siempre y cuando se garantice la efectividad del
proceso y el control de las variables.

La biosintesis de los metabolitos secundarios se ha estudiado profusamente
para entender los diferentes mecanismos que los originan. Esto ha permitido
el descubrimiento de nuevos compuestos, genes y enzimas que intervienen en
el proceso, gracias a la secuenciacién del genoma de los hongos (Collemare,
Billard, Bohnert y Lebrun, 2008). La importancia comercial de estos compuestos
radica en los campos de aplicacién en los que intervienen, pues algunos son
importantes para la salud —como los antibiéticos— o estimulan los factores de
crecimiento, al tiempo que muchos, como las micotoxinas, son téxicos para el
ser humano y los animales. Asi, los microorganismos que producen antibidticos
como las cefalosporinas, la monensina y la tilosina, se cultivan sobre sustratos
que sirven de alimento a los animales, con el fin de enriquecer el contenido
proteico, pues normalmente son deficientes en proteina.

La fermentacién en estado sélido se utiliz6 para la produccién de compuestos
fendlicos antioxidantes a partir de residuos de frutas, los cuales se introdujeron
en empaques comestibles para la prolongacién de la vida util de alimentos. Estos
compuestos revisten gran importancia en las industrias alimentarias y farma-
céuticas, pues ayudan a reducir el envejecimiento y el cansancio, combaten la
produccién de céncer y sirven para conservar los alimentos (Martinez-Avila et

al., 2014).

Con el fin de comprender la toxicidad y los mecanismos de descomposicién de
los alimentos se han cultivado en cereales micotoxinas altamente deletéreas
y prestado mucha atencién a los factores que favorecen el crecimiento y de-
sarrollo de los hongos en estos alimentos (Greenhalgh, Neish y Miller, 1983).
Estas micotoxinas son consideradas con mucha atencién por su impacto sobre
la economia mundial, entre los cuales uno de los m4s significativos es el relativo
a las pérdidas causadas por contaminacién con aflatoxinas de los alimentos para
aves de corral, cuyo monto asciende en los Estados Unidos a los cien millones
de dolares anuales.

Shah et al. (2014), reportaron la produccién de unos metabolitos secundarios
de color con potencial aplicacién en la industria de alimentos, a partir de un
hongo nuevo aislado, el Penicillium verruculosum SG, junto con su citotoxicidad
frente a lineas celulares normales y cancerigenas. El proceso de purificacién, que
incluy6 la aplicacién de cromatografia, permitié identificar cinco policétidos
y otros compuestos bioactivos. En el caso del orevactaeno, la monascorubrina
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y el piripirropeno, se encontrd que tenian buena actividad citotdxica frente a
la linea celular cancerigena KA3IT. Por otra parte, estos compuestos exhibie-
ron menor actividad citotdxica frente a las lineas celulares normales IH3T3,
HSCT6, HEK293 y MDCK. Finalmente, en esta investigacion se logré aislar por
primera vez —reportado a partir de un hongo— un antibiético de largo espectro,
el acido 1-fenazinacarboxilico (C;HgN,O,) (Figura 33) gracias a los analisis
de la estructura cristalina a través de la difraccién de rayos X.

Figura 33
Estructura quimica del 4cido 1-fenazinacarboxilico
COOH
N
X
_—
N

Fuente: Adaptado de: http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB1239658 EN.htm

Unos metabolitos secundarios ttiles para el diagnéstico de enfermedades, ais-
lados normalmente de la planta Hypocrella bambuase y de la Hypericum, fueron
aislados de microorganismos a partir de SSE Se trata de los agentes fotodindmicos
hipocrelina e hipericina, los cuales se obtuvieron a partir de SSF con cepas de
Shiraia sp. SUPER-H168 de ocho residuos agroindustriales diferentes, entre los
que se encontraban residuos de maiz. Los mejores resultados obtenidos fueron de
concentracion de hipocrelina A (4,7 mg de Hipocrelina A/g) (Cai et al., 2010,
citado por Thomas, Larroche, et al., 2013). Otro metabolito secundario obtenido
por SSF y SmF es la cefaloxporina C con el hongo Acremonium chrysogenum,
(inico microorganismo capaz de producir esta molécula al limitar la comprensién
del mecanismo de su biosintesis. Por esta razon estudio la expresion de los genes
implicados en este mecanismo y se encontraron diferencias y similitudes en
los mecanismos de acuerdo con los diferentes parametros evaluados (Thomas,

Larroche, et al., 2013).

Los residuos agroindustriales y forestales son una fuente inagotable que atn
no se esta utilizando a gran escala —especialmente en paises en via de desa-
rrollo— para la produccion de metabolitos secundarios, a pesar de su creciente
demanda mundial. Tal parece que las industrias siguen prefiriendo la produccién
con base en fermentaciones sumergidas debido a la simplicidad del proceso de
recuperacion del producto, al facil control de los factores que afectan el proceso
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y a su escalabilidad, mientras se ignoran problemas asociados al aumento de
la viscosidad por cuenta de los nuevos productos en solucion y a la estabilidad
del producto.

Se resalta la gran variedad de sustratos que se pueden emplear para la produccion
de metabolitos secundarios, los cuales segtin las condiciones de fermentacion,
podrian favorecer la produccion de estos compuestos. Muchos se utilizan en
combinaciones para mejorar sus propiedades nutricionales y en algunos casos
como soportes inertes para favorecer el crecimiento de los hongos Gnicamente.
Le Goff, Adelin, Cortial, Servy y Ouazzani (2013) notificaron el desarrollo de una
planta piloto de dos metros cuadrados utilizando una variante de la fermentacién
en estado solido, a saber, la fermentacién soportada sobre agar (Ag-SF). En esta
investigacion se optimizé el rendimiento a partir de la extraccién del producto
con la técnica de extraccién en fase sélida, con el fin de disminuir la contami-
nacién del producto con los componentes del agar. Esta tecnologia representa
una innovacion interesante para mejorar los rendimientos en la produccién
de metabolitos secundarios, especialmente para las industrias farmacéutica y
alimentaria, en donde la pureza del producto es un aspecto considerablemente
importante.

Se debe también tener en cuenta la morfologia del sustrato como un factor que
puede ser determinante a la hora de producir metabolitos secundarios. Un mismo
sustrato con distintas morfologfas (particulas, fibras, trozos y harina) puede ser
metabolizado de diferente manera por el microorganismo. Los més pequefios
facilitaran el procesamiento y digestion por el organismo gracias a una mayor
drea superficial, pero al mismo tiempo implican una mayor dificultad operativa
ya que las particulas tienden a empaquetarse mejor, lo que dificulta la transfe-
rencia de calor y oxigeno, especialmente en reactores tipo columna o de drea
superficial amplia. Luego de muchos ensayos de optimizacién de variables y de
sustratos o combinaciones de ellos, se deciden las condiciones de colonizacién
del microorganismo y su reproduccion.

Algunos procesos de produccién de metabolitos secundarios han enfatizado esta
situacién, en la cual el tamafio de particula del sustrato puede afectar seria-
mente el rendimiento de produccién, como ocurrié en la produccion de dcido
giberélico cuyos méximos rendimientos fueron obtenidos con los tamafios de
particulas mas grandes del sustrato (salvado de trigo de 0,3 y 0,4 cm), utilizando
el cultivo de una cepa de G. fujikuroi P-3, seleccionado a partir del screening de
cinco cepas de Gibberella fujikuro y Fusarium monoliforme, y seleccionando las
mejores condiciones de fermentacién en estado sélido frente a la fermentacién

sumergida (Singh Nee Nigam, 2009).
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En general, se ha encontrado que el rendimiento de produccién de metabolitos
secundarios es mayor en fermentaciones en estado sélido en comparacién con
las sumergidas, como ocurrié con la produccién de aflatoxina Bl y ocratoxina,
cuya mayor produccién se logré a partir de SSE Asimismo, la produccién a
partir de SSF de la malformina C, un péptido ciclico micotoxinico, utilizando
una cepa de Aspergillus niger, demostré mayor rendimiento de produccién (369
mg/kg), en comparacién con la fermentacién sumergida (15-200 mg/kg) (Singh
Nee Nigam, 2009).

El uso de residuos agroindustriales como sustrato para la produccién de meta-
bolitos secundarios se lleva a cabo por varias razones. En primer lugar, los ren-
dimientos de produccién en muchos casos son mayores que en fermentaciones
sumergidas. En segundo lugar, los microorganismos que se utilizan para este fin
generalmente son hongos y actinomicetos, que al ser organismos miceliales se
reproducen més facilmente en este tipo de procesos dada la baja cantidad de
agua y la ausencia de agitacién. En tercer lugar, en fermentaciones sumergidas
este tipo de microorganismos aumenta la viscosidad del medio a medida que
se reproducen —especialmente en lo referido a la produccién a gran escala—y
dificultan la transferencia de oxigeno. Se produce, ademés, espuma que debe
ser contrarrestada con agentes antiespumantes que dificultan atin més la trans-
ferencia de oxigeno e interfieren con la purificacién del compuesto. En cuarto
lugar, en muchos casos los productos deben ser sélidos en su presentacién final
para facilitar su mecanismo de aplicacién, como sucede en la produccién de
antibioticos. Finalmente, el costo de los procesos en general es menor y los
rendimientos en muchos casos son mayores en comparacién con los procesos
en medio liquido.

Entre los principales sustratos utilizados para la produccién de metabolitos secun-
darios se encuentran los residuos de cereales como trigo y arroz. La aflatoxina,
por ejemplo, ha sido producida a partir de mafz (Silman, Conway, Anderson
y Bagley, 1979), arroz (Shotwell, Hesseltine, Stubblefield y Sorenson, 1966),
mani, harina de maiz y granos de trigo (Chang, Abdel Kader, Wick y Wogan,
1963), asi como algunas combinaciones de salvado de trigo y arroz.

Otro aspecto importante para resaltar es el proceso de purificacion de los
productos finales. Este producto normalmente se puede extraer con diferentes
solventes o combinaciones de ellos, principalmente agua y etanol. En general,
la concentracién de los metabolitos secundarios es mucho mayor cuando se
obtiene por SSE En este proceso de purificacién, la SSF presenta una gran
ventaja cuando se lleva a cabo a partir de residuos agroindustriales, ya que no
es necesario remover las células de los microorganismos antes del proceso de
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extraccion de los metabolitos secundarios, lo cual disminuye considerablemente
el costo de produccién, pues se estima que entre el 50 % y el 80 % del costo
total de produccién de los metabolitos corresponde al costo de purificacion
(downstream), en el caso de la purificacion de los metabolitos en procesos de
fermentacién sumergida. No obstante, en SSF se pueden presentar problemas
para la recuperacién del producto debido a que los metabolitos secundarios se
difunden a través de la matriz sdlida, lo que requiere mayores volimenes de
solvente en la extraccién y en consecuencia se extraen también cantidades
considerables de impurezas, lo que genera la necesidad de purificar el producto
crudo especialmente en relacién con los metabolitos que van a ser empleados
en la industria farmacéutica. Ello incrementa los costos de produccién, pero
en niveles menores que en el caso de las SmE en las cuales se extrae toda la
masa celular y se hace la separacién celular mediante miltiples extracciones
por centrifugacion. Los factores mas importantes para tener en cuenta en una
extraccién y purificacion eficientes, son la cantidad de solvente, la proporcién
frente a la cantidad de sustrato utilizado y el pH.

La investigacién para la bisqueda de las condiciones 6ptimas de produccion de
metabolitos secundarios a partir de SSF debe continuar, pues es evidente que
el proceso en general es mas econémico, ambientalmente amigable, operativo
y sencillo que las fermentaciones sumergidas si se cuenta con los microorga-
nismos adecuados y en las condiciones ptimas de fermentacion, facilitando
el disefio correcto del biorreactor. Atn se debe investigar mas en los procesos
de produccién por baches, en otros metabolitos secundarios de interés y en la
optimizacion de las variables de control de proceso.

Biofertilizantes y biopesticidas

Utilizando cepas de Trychoderma harzianum SQR-T037 y como sustrato una
combinacién de estiércol de ganado, residuos de la produccién de vinagre y
paja de arroz en un proceso SSE se prepar6 un fertilizante que contenfa el mi-
croorganismo y un compuesto, el 6-pentil-a.-pirona (6PAP), capaz de controlar
la infeccién del hongo Fusarium del pepino, con un excelente rendimiento
(1291,73 mg/kg de materia seca) de 6PAP y una excelente eficacia contra el
crecimiento del hongo (Thomas, Larroche, et al., 2013).

También se obtuvo un biopesticida basado en Bacillus thuringiensis, a partir de
una SSF de residuos de cocina como sustrato. Con un disefio de test ortogonal
se llevé a cabo la optimizacion de la composicion del sustrato, lo que permitié
hacer la mezcla adecuada de los residuos de cocina, salvado de trigo, residuos
de soya, cascara de granos y algunos iones metalicos y la obtencién de una capa-
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cidad entomopatdgena de 15.200 IU/mg. En esta investigacién se logré escalar
el proceso hasta una produccién de 35 kg con buenos resultados (Zhang, Qiu,

Gong, Cao, y Wang, 2013).

Biosurfactantes

En la actualidad, muchos investigadores se han centrado en la posibilidad
de producir biosurfactantes a partir de la aplicacién de SSE, debido a que la
utilizacién de SmF produce cantidades excesivas de espuma por la presencia
de exopolisacéridos, que ademas aumentan la viscosidad del medio. Entre
los biosurfactantes producidos se encuentran los soforolipidos, una clase de
surfactantes que se encuentra en el medio extracelular de algunas células y es
producido por levaduras (Thomas, Larroche, et al., 2013). Los soforolipidos
constan de un fragmento de soforosa (extremo hidrofilico) y de un 4cido graso
con un grupo hidroxilo (extremo hidrofébico), enlazados por uno o dos unio-
nes. Los soforolipidos presentan multiples aplicaciones, entre las que se tienen
el control de microorganismos; produccién de humectantes de la piel; en la
industria del petrdleo para el control de derrames; en farmacologia y medicina
para el control del cancer y proliferacion de tumores, y como emulsificante en la
industria alimentaria (Thomas, Larroche, et al., 2013). Son muchos los reportes
que existen en la literatura de biosurfactantes, tales como los mencionados
soforolipidos (Parekh y Pandit, 2012), las surfactinas (Zhu, Zhang, Wei, Ran y
Shen, 2013), los ramnolipidos (Camilios-Neto et al., 2011) y los lipopéptidos
biosurfactantes (Zhu, Li, Yu, Ran y Shen, 2013).

En una investigacion efectuada para analizar la posibilidad de producir soforoli-
pidos a través de una SSF y utilizando Starmerella bombicola NRRL Y-17069, se
encontré que el proceso era viable al utilizar como fuente de carbono una mezcla
de glucosa (extremo hidrofilico) y tres diferentes extremos lipofilicos (salvado
de trigo, polvo de semillas de soya y cascara de isabgol) (Parekh y Pandit, 2012).
El méximo rendimiento de soforolipidos que se obtuvo durante la investigacién
fue de 18 g por cada 10 g de sustrato con glucosa y dcido oleico (mezclado con
salvado de trigo). La estructura de los soforolipidos fue elucidada mediante la
aplicacion de técnicas espectroscépicas.

Zhu, Zhang, et al. (2013), reportaron la produccién de una surfactina a través
de una SSF con una cepa de Bacillus amyloliquefaciens XZ-173, paja de arroz
y harina de girasol como sustratos. Segin los autores, es la primera vez que se
reporta la producciéon de una surfactina por un método SSF con paja de arroz
como sustrato. Durante los experimentos, se llegd a la conclusién de que el
cultivo del microorganismo se reproducia mejor en un sustrato con una hume-
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dad del 62,8 % (v/p) a 26,9 °C durante 48h, y un rendimiento de 15,03 mg de
surfactina/g de sustrato seco.

Otra clase de biosurfactante producido por métodos SSF y de especial interés
han sido los ramnolipidos por su alta capacidad de biodegradacién y baja toxi-
cidad. En una investigacién notable por el bajo costo de produccién generado,
se utiliz6 un cultivo de Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 en un sustrato
compuesto por bagazo de cafia de aztcar y salvado de maiz (1:1), lo que generd
una alta produccién de surfactina (45 g/l de solucién impregnante) cuando
dicha solucién contenfa un 6 % (v/v) de aceite de girasol y glicerol (Camilios-
Neto et al., 2011).

Los lipopéptidos se han utilizado en procesos de recuperacion en derrames de
crudo en el mar (Thomas, Larroche et al., 2013). Zhu, Zhang et al. (2013),
demostraron la obtencién de un lipopéptido mediante un proceso SSF de dos
etapas y dos temperaturas diferentes: 30 °C y 37 °C, la tltima de las cuales
fue la 6ptima para el crecimiento microbiano y por ende para la biosintesis de
los lipopéptidos. Los rendimientos de producciéon en el vaso de vidrio y en el
fermentador aumentaron en un 8,4 % y un 13,11 % respectivamente, con una
disminucién de cuatro horas en el tiempo de fermentacion en el fermentador.
El proceso se pudo escalar a un volumen mil veces mayor de manera exitosa,
demostrando con ello su viabilidad industrial.

Bioprocesos

La SSF se ha utilizado para mediar la produccién de muchos otros compuestos
de interés y también en procesos que contribuyen a la limpieza y la adecuada
disposicién de residuos o al mejoramiento y adecuacién de productos para su
posterior aprovechamiento. En ese via se tienen varios procesos reportados en
diferentes investigaciones, los cuales se describen a continuacién.

Biorremediacion

Una de las aplicaciones mas prometedoras que involucran la SSF es la biorre-
mediacion, un proceso que aplica microorganismos y sus enzimas con el fin de
retornar un ambiente contaminado con compuestos toxicos a su estado natural.
Este proceso ha sido aprovechado especialmente para el control de colorantes en
efluentes industriales (Joshi, Mathur y Khare, 2011). A pesar de que la literatura
correspondiente informa acerca de diferentes procesos fisicoquimicos para el
control de estos colorantes, dichos tratamientos no son del todo convenientes
por sus altos costos y la generacién de otros compuestos toxicos y altamente
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peligrosos en muchos casos. Por esa razén, una alternativa viable es el empleo
de microorganismos sobre sustratos sélidos con el fin de generar enzimas capaces
de degradar estos colorantes.

El grupo de Avinash A. Kadam et al. (2013), reporté un 86 % de remocion de
un colorante de la industria textil en setenta y dos horas utilizando bagazo de
cana pretratado con CaCl, en condiciones de SSE, y una cepa de Providensia
staurti EbtSPG en un biorreactor de bandejas, lo que lo hace un tratamiento
muy promisorio para la industria textil y su aplicacién a gran escala.

Otros reportes (Kadam, Kamatkar, Khandare, Jadhav y Govindwar, 2013; T.
Robinson y Nigam, 2008; Waghmare, Kadam, Saratale y Govindwar, 2014)
han demostrando la aplicabilidad de la SSF para la detoxificacién y remocién
de compuestos peligrosos para la salud y el medioambiente, corroborando con
ello su importancia mundial.

Waghmare et al. (2014) reportaron un aumento del 60 % al 99 % en la capaci-
dad de adsorcién del colorante azul reactivo 172 (RB172) del bagazo de cafa,
con una cepa de Providensia staurti EbtSPG con alta capacidad de degradacion
del colorante. Luego del proceso de biorremediacion, se reporté un aumento
en la capacidad de sacarificacién enzimética, por lo que el residuo originado se
utiliz6 para la produccién de biocombustibles. Este proceso anuncia perspectivas
alentadoras en el pretratamiento del residuo utilizado para la biorremediacién
de un efluente industrial contaminado con un colorante (Figura 34).

Figura 34
Efluente contaminado con un colorante de la industria textil

Fuente:http://www.cucei.udg.mx/noticia/contaminacion-de-agua-por-colorantes-
y-propuesta-de-remediacion
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Biodeslignificacion

Otro proceso que se ha fortalecido con la aplicacién de SSF es la degradacion
de la lignina mediante la aplicacion de cultivos de diversos microorganismos y
la accién de enzimas oxidativas como la lignino peroxidasa (LnP), la manganeso
peroxidasa (MnP) y la lacasa, ello gracias a que la SSF permite su obtencién a
partir de sustratos econémicos (residuos agroindustriales). Este proceso tiene
una importante aplicacién en el tratamiento de efluentes industriales cargados
con compuestos toxicos contaminantes, como colorantes, xenobidticos, fenoles
y otros compuestos aromaticos (Niladevi, 2009).

Otro aspecto significativo radica en que durante la preparacion de papel se debe
separar y degradar la lignina en la pulpa de madera. Al aplicar las enzimas ligni-
noliticas en el pretratamiento de la pulpa de madera, se facilita la degradacion y
separacion de la lignina mediante un proceso limpio y ambientalmente amigable
que conserva intacta la estructura de la celulosa (Kuhad, Singh y Eriksson, 1997).

Actualmente se cuenta con diferentes reportes de la aplicacion del sistema
enzimético ligninolitico para el blanqueamiento de la pulpa kraft, mediante la
aplicacion del sistema en si y de un sistema de lacasa cuyo nombre comercial

es Lignozym® (Call y Miicke, 1997).

Otras aplicaciones para el sistema enzimatico ligninolitico son la estabilizacion
de jugos de la industria vinicola y frutales (Call y Miicke, 1997; Mate y Alcalde,
2015; Minussi, Pastore y Duran, 2002), el lavado de jeans, en la industria cos-
mética en general (Aaslyng, Roerbaek y Soerensen, 1997) y en la produccién
de biosensores (Ferry y Leech, 2005).

Entre los microorganismos més empleados para la deslignificacion del material
vegetal se encuentran los hongos de la podredumbre blanca (Thomas, Larroche
et al., 2013). Sin embargo, a la fecha numerosos reportes dan cuenta del uso
de actinomicetos (actinobacterias) con este propésito (H. Huang et al., 2008;
Kiranmai Reddy, Avasn Maruthi y Aruna Lakshmi, 2010).

En una investigacién llevada a cabo para aprovechar la paja de arroz bajo
condiciones SSE, se utilizé una cepa de Streptomyces griseorubens ssr38 con el
fin de deslignificarla, facilitar el pretratamiento del residuo y aumentar la pro-
duccién de azicares. Luego de diez dias de inoculacién de la paja, se observé
una gran capacidad de depolimerizacién del microorganismo sobre la lignina,
evidenciada por un aumento en la cantidad de celulosa, lo que lo convierte en
un valioso pretratamiento para la produccion de etanol por medio enzimatico

(Saritha et al., 2013).
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La investigacién de la dindmica y la actividad enzimética de los sistemas lacasa,
Mn-dependiente peroxidasa y Mn-independiente peroxidasa de siete hongos de
la madera podrida para la degradacién de paja de trigo, fue llevada a cabo por
KneZevi¢ et al. (2013). En el estudio se concluyé que los hongos més promisorios
para la produccién de lacasa son Pleorotus ostreatus y Pleorotus eryngii, mientras
que Lenzites betulinus y Fomitopsis pinicola fueron los mejores productores de
Mn-dependiente de peroxidasa. Asimismo, Dichomytus squalens fue el mejor
para la produccién de Mn-independiente de peroxidasa, ademaés de ser el mejor
sistema para degradar la lignina (34,1%).

La lignina (Figura 35), a diferencia de otros biopolimeros, contiene en toda su
estructura enlaces que no sufren facilmente hidrélisis, lo cual la hace un fuente
interesante de carbono (15 % de la biomasa del planeta), pero de acceso complejo
(Niladevi, 2009). La mayoria de los residuos agroindustriales contienen material
lignocelul6sico, por lo cual tener un sistema o mecanismo de aprovechamiento
de esta materia prima es de vital importancia para adicionar valor y hacerla mas
procesable para otras aplicaciones.

Se encuentra en todas las plantas vasculares en su pared celular, entre la celulosa
y la hemicelulosa y llena los espacios disponibles unida por enlaces covalentes y
presente entre diferente polisacaridos, lo que provee de una increible fortaleza

y estabilidad mecénica a la pared y por ende, a la planta entera (Chabannes et
al., 2001).

Figura 35
Estructura propuesta para la lignina
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La lignina, un polimero altamente polidisperso y heterogéneo tridimensional,
se obtiene de la polimerizacién radicalaria de los precursores fenil propanoides
(Figura 36), como el coniferil, el sinapil y los alcoholes p-cumarilicos, los cuales
contienen anillos aromaticos y una cadena lateral de tres carbonos (Niladevi,

2009).

Esta complejidad molecular es la causante de que la lignina sea uno de los
biopolimeros mas estables y recalcitrantes de la naturaleza, cuya degradacion
requiere multiples reacciones bioquimicas como son el rompimiento de los
enlaces intermoleculares, rompimientos de grupos pendientes metilicos, hidro-
xilaciones, fisién de anillos aromaticos y modificacién de las cadenas laterales
(Vicufia, 1988). Todo este proceso se puede lograr por medio de los sistemas
enzimdticos ligninoliticos de diferentes microorganismos.

Figura 36
Estructura propuesta para los precursores de la lignina
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Fuente: http://dwb4.unl.edu/Chem/CHEM869E/CHEMS69ELinks/www.chem.vt.edu/chem-dept/
helm/3434WOOD/notes1/lignin

Debido a la extrema complejidad de la naturaleza de la lignina, es necesario
utilizar para su degradacién un sistema complejo de enzimas oxidativas, las
cuales difieren en caracteristicas segtin la fuente de la cual se obtienen.

De la misma manera, los microorganismos productores e estas enzimas varfan
considerablemente su capacidad de produccién en funcién de la especie invo-
lucrada. Ademas de la LiB la MnP y Lacasa, se cree que existen otras enzimas
con capacidad de degradar la lignina, como son veratril alcohol oxidasa (Bou-
rbonnais y Paice, 1988), aril alcohol dehidrogenasa, quinona oxidorreductasa,
acido aromatica reductasa, vanilato hidroxilasa, deoxigenasa, catalasa (Buswell
y Eriksson, 1988; Leisola y Fiechter, 1985), glioxal oxidasa (Kersten, 1990) y
aldehido aromético oxidasa (Deobald y Crawford, 1989). Sin embargo, se les
concede menor importancia a estas enzimas por cuanto se cree que en realidad
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producen peréxido de hidrégeno (H,0O,), requerido por las peroxidasas invo-
lucradas en la degradacion de la lignina, o que cataliza el rompimiento de la
lignina por las enzimas LiF, MnP y lacasa (Niladevi, 2009).

Las enzimas producidas por SSF son m4s dificiles de purificar que las produ-
cidas por SmE un factor que se debe tener en cuenta a la hora de aplicar este
proceso para su produccion (Niladevi, 2009). Sin embargo, la pureza de la
enzima requerida dependerd de la aplicacién industrial a la cual se introducira.
Por ejemplo, la decoloracion de compuestos azo, la degradacion de fenoles y el
bioblanqueamiento, entre otros, no requieren enzimas puras y se pueden aplicar
crudas a los medios de reaccion para llevar a cabo los procesos de fermentacion.
Cuando la purificacion de las enzimas es requerida, se utilizan generalmente
cromatograffa de permeacién en gel y de intercambio iénico, lo que eleva el
costo de produccion considerablemente (Kokol, Doliska, Eichlerov4, Baldrian,

y Nerud, 2007).

Biodetoxificacion

Durante el proceso de obtencién de aceite de las semillas de Jatropha curcas
se origina como subproducto una torta que contiene una gran cantidad de
protefna ttil como suplemento alimentario o para alimentacién animal. Sin
embargo, también contiene agentes antinutricionales que la contaminan y la
hacen inapropiada para esta aplicacién, algunos de los cuales son ésteres de
forbol y de fitato, un inhibidor de tripsina, lectina y saponina. Por esta razén,
no se podria aplicar para alimentacién animal o humana a menos que se lleve
a cabo un proceso de eliminacién de estos agentes tOxicos.

En ese sentido, muchos investigadores han unido esfuerzos para lograr la detoxi-
ficacién microbiana de este subproducto que podria ser utilizado por la industria
alimentaria. Una de esas investigaciones describi6 el uso de B. subtilis y B. liche-
niformis en SSF y SmF para la degradacién de los agentes toxicos presentes en
la torta de las semillas. Los mejores resultados se obtuvieron en SmF al analizar
el pH, el contenido de los agentes antinutricionales y el crecimiento bacteriano.
Se logré una reduccion de ésteres de forbol en un 62 %, de fitato en un 42% y
del inhibidor de tripsina en un 75 %, aunque la lectina no pudo ser eliminada.
Al final se pudo determinar que la detoxificacién fue mas efectiva en SmF que
SSF utilizando las dos cepas bacterianas (Phengnuam y Suntornsuk, 2013). En
esa misma direccion, Joshi et al. (2011) pudieron degradar completamente los
ésteres de forbol utilizando una cepa de Pseudomonas aeruginosa Pse A en SSF
al cabo de nueve dfas.
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Otros autores también han investigado la remocién de toxinas de la torta
obtenida mientras se producen enzimas como la lipasa y la proteasa utilizando
Aspenrgillus versicolor CJS-98 (Sharath, Mohankumar y Somashekar, 2014; Vee-
rabhadrappa, Shivakumar y Devappa, 2014). Bajo condiciones éptimas, este
estudio demostr6 la capacidad de reducir la concentracion de agentes toxicos
como 4cido fitico, taninos, inhibidores de tripsina, glucésidos cianogénicos y
lectinas en un 1,70 %, 0,23 %, 12,5 TIU/g, 560,6 ug/100g y 0,034mg/ml, res-

pectivamente.

Kadam et al. (2015) reportaron el tratamiento efectivo de un lodo con rojo re-
activo 120 (RR120) proveniente del tratamiento de aguas de la industria textil,
utilizando un tratamiento hibrido entre una coagulacién y una fermentacién
en estado solido, para la remocién de color. Este consiste de cloruro de zinc
(ZnCl,) y SSF con cepas bacterianas. Incluso, el proceso fue escalado hasta
500 | demostrando con ello completa reduccién del color con el tratamiento
luego de treinta dias.

H. Zhou et al. (2014) estudiaron la remocién de agentes téxicos antinutricionales
producidos durante la extraccién de flavonoides de Ginkgo biloba L., presentes
en el residuo (GBLR). En general, este residuo contiene nutrientes en buenas
cantidades, pero también agentes téxicos que lo hacen inviable para aplicaciones
alimentarias y para alimentacién animal. En este estudio se analiz6 la posibilidad
de utilizar GBLR como sustrato en una SSF mediada por Candida tropicalis y
Aspenrgillus oryzae, con el fin de producir proteasa y celulasa paralelamente a la
detoxificacién. Bajo condiciones 6ptimas de cultivo, se obtuvieron actividades
enzimaticas de celulasa y proteasa de 1.168,26y 3.145,68 U/g, respectivamente.
Luego del proceso de fermentacién SSF del sustrato GBLR, el 4cido gingkdlico
—principal agente téxico— fue reducido de 14,8 a 1,5 mg/g, lo que demuestra la
viabilidad de este procedimiento para la detoxificacién de este tipo de sustrato
y hacerlo til para su aplicacién en alimentacién animal.

Rodriguez, Gouiric, Vallejo y Monetta (2014), trataron el alperujo (AL), un resi-
duo del proceso de extraccién de aceite de oliva, con una metodologfa compuesta
de dos fases. El alperujo contiene gran cantidad de polifenoles, responsables
de fitotoxicidad y de producir antibiosis, por lo que en paises como Argentina
su disposicién directa en aguas no estd permitida. Luego de la optimizacién de
las variables determinadas por un disefio de caja de Behnken, se obtuvieron
valores de H (47,9 %), SO,Cu (4,66 %) y de soporte estructural (SS, 36,29 %),
que hicieron posible un valor de pérdida de polifenoles (PPL) de 9,8 mg/g de
materia seca; es decir, mas del 94 % del valor original de polifenoles.
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Kadam et al. (2014) expusieron la remocién de un colorante azo (rojo disperso
73, DR73), utilizando la adsorcién inicial del colorante y bagazo de cafia de
azlicar como sustrato y posteriormente la fermentacién en estado sélido con
agentes microbianos rizosféricos promotores del crecimiento de plantas de
manera individual, como Rhodobacter erythropholis MTCC 4688, Azotobacter
vinelandit MTCC 1241, Rhizobium meliloti NCIM 2757 y el Bacillus megaterium
NCIM 2054, los cuales mostraron una disminucién del color del 44 %, 28 %,
50 % vy 61 %, respectivamente. Cuando se utiliz6 el concepto del consorcio de
las rizobacterias, se obtuvo una remocién completa del colorante a las cuarenta
y ocho horas de tratamiento.

El campo de la biodetoxificacién seguird expandiéndose debido a su gran
impacto en la eliminacién de sustancias toxicas y agentes antinutricionales,
especialmente provenientes de la industria textil y de la industria productora
de aceites y de biodiésel, abriendo de esta manera un paso acelerado a estos
tratamientos biotecnoldgicos que adicionan valor a los subproductos de una
manera segura ambientalmente.

Tipos de reactores en la SSF

En general, la SSF se caracteriza por ser un proceso que se lleva a cabo sobre
un soporte sélido en ausencia de agua libre 0 en muy baja cantidad (entre
0,40 y 0,90), lo cual limita el tipo de microorganismos que pueden efectuar
este proceso, como son las levaduras y los hongos, aunque se ha reportado que
algunas bacterias también pueden hacerlo. El hecho de que la fermentacién
se practique sobre un soporte sélido que generalmente proviene de residuos
agroindustriales, le da ciertas ventajas en términos de facilidad de purificacién,
mayor concentracién de producto y menor contaminacién bacteriana, pero a
su vez supone un reto tecnoldgico sobre todo para su aireacion y mezclado a
gran escala. Gracias a estas ventajas, los reactores necesarios para ejecutar un
proceso SSF son pequefios y con requerimientos energéticos bajos por la baja
cantidad de agua libre, lo que también disminuye los costos de esterilizacion y
por ende del proceso en general.

Sin embargo, durante un proceso de SSF la cantidad de calor transferida es me-
nor que en un proceso de fermentacién sumergida a causa de la menor cantidad
de agua presente, lo cual genera un desafio importante durante el disefio de los
reactores. La cantidad de calor generada en un proceso SSF es alta y proporcional
a la actividad metabdlica presente (Tim Robinson y Poonam Nigam, 2003). El
disefio de los reactores y sus consideraciones fueron analizados por Aidoo et al.
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(1982). Es cierto que en el hemisferio occidental no se ha extendido el uso de
esta tecnologfa tanto como las fermentaciones sumergidas, en comparacién
con el hemisferio oriental, en donde el conocimiento de mas de dos mil afios
de antigiiedad ha sido aplicado y perfeccionado con el paso del tiempo por
los investigadores. En las tltimas dos décadas han aparecido revisiones en las
cuales se discuten en mayor detalle los aspectos de la ingenieria, el desarrollo
de los biorreactores y los pardmetros que los afectan, entre otros aspectos de
vital importancia (Mitchell, Berovi¢ y Krieger, 2000).

Para decidir el tipo de cultivo del sustrato sélido y su disefio se debe considerar
el estado fisico del sustrato y el tipo de producto que se quiere obtener (Singh
Nee Nigam y Pandey, 2009b). Asi por ejemplo:

a. Solidos con baja humedad se fermentan:
1. sin ninguna agitacién, como se producen Tempeh y Natto.
2. con agitacién ocasional, como se producen Miso y salsa de soya.
3. con agitacién constante, como se produce la aflatoxina.
b. Soélidos suspendidos se fermentan en columnas de lecho fijo empaquetadas:

1. como sucede para la produccion de vino de arroz, se circula el liquido a
través de la columna.

2. como sucede con la produccion de cerveza kaffir, que contiene un medio
liquido estacionario o agitado.

De acuerdo con el disefio del proceso existen dos tipos de sistemas SSF:

1. Fermentacién en reactor estitico, por ejemplo, fermentaciones en camas

(Lonsane, Ghildyal, Budiatman, y Ramakrishna, 1985).

2. Elsegundo tipo de sistema es fermentacion con agitacion ocasional o cons-
tante; por ejemplo, para la produccién de aflatoxina, ocratoxina y enzimas
(Silman, 1980; Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b). Este sistema comprende
cuatro variaciones segtn la necesidad de agitacién: con agitacién y con
aireacion forzada; con agitacidn sin aireacidn; sin agitacién con aireacion,
y sin agitacion y sin aireacion, las cuales se aplican de acuerdo con las ne-

cesidades del proceso (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).

En general, se han clasificado los reactores dentro de tres grandes grupos con
base en su tipo de aireacién y mezclado: biorreactores de bandeja, biorreactores
de tambor y biorreactores de lecho fijo (Tim Robinson y Poonam Nigam, 2003).
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Biorreactores de bandeja

Este tipo de biorreactores (Figura 37) utiliza una tecnologia relativamente
simple, ya que no se aplica aireacion forzada ni mezclado para el sustrato. Sin
embargo, en estos reactores la cantidad de sustrato que se puede emplear para
la fermentacién es relativamente pequefia, ya que se deben mantener las con-
diciones aerdbicas y evitar un sobrecalentamiento, lo que se logra manteniendo
una capa delgada de sustrato. Los pardmetros que se controlan son temperatura
y humedad relativa, haciendo pequefias perforaciones en la parte posterior del
sustrato para permitir su aireacién entre bandeja y bandeja, las cuales se organi-
zan una debajo de la otra (Durand, 1998). En general, los reactores de bandeja
no han evolucionado mucho, excepto en el cambio de material de bandejas de
madera a bandejas plasticas o de aluminio, que favorecen la asepsia del proceso.
Su aplicabilidad a escala industrial es poca debido al gran espacio que utilizan,
a su manipulacién manual necesaria y a su dificultad para adaptacién a gran

escala (Singh Nee Nigam y Pandey, 2009b).

Figura 37
Biorreactor de bandeja tipo koji

Fuente: adaptado de Tim Robinson y Poonam Nigam (2003)

Biorreactores de tambor

Este tipo de reactores (Figura 38) permite una adecuada aireacién y agitacion,
y el cuidado del sustrato y el in6culo de microorganismos de una acumulacién
excesiva de calor o dafio mecénico. El mezclado en este tipo de biorreactores se
hace rotando el vaso completo o utilizando diferentes dispositivos como remos
y deflectores, con el fin de facilitar y mejorar la transferencia de calor y hacer
que los nutrientes se distribuyan de manera eficiente y uniforme. En este tipo
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de reactores hay una mayor probabilidad de que las fuerzas de cizallamiento
producto de la rotacién y agitacién que se generan afecten o dafie el cultivo
de hongos; sin embargo, en términos generales se considera que el crecimiento
del in6culo es mejor y més uniforme en este tipo de biorreactores, frente a los
biorreactores de bandejas.

Figura 38

Biorreactor de tambor de rotacién

Fuente: adaptado de Tim Robinson y Poonam Nigam (2003)

En este tipo de biorreactores se suministra aire a través de una entrada y el
exceso de gas se controla mediante una valvula de salida. Sin embargo, a pesar
de la mejora en el mezclado y la aireacion, controlar los aumentos de tempera-
tura producto de la actividad metabdlica no es una tarea facil en este tipo de
disefios, lo cual afecta el crecimiento del in6culo y el desarrollo de producto.

Biorreactores de lecho fijo

Este tipo de biorreactores (Figura 39) fue disefiado como una alternativa a
los mencionados anteriormente. Es en forma de columna sobre una base que
contiene el soporte sélido, con vidrio o plastico y con un orificio en el soporte
a través del cual se fuerza la aireacion. En estos biorreactores se han producido
dcidos organicos, metabolitos secundarios y enzimas. La aireacién se aplica en
el fondo de la columna, con un aire relativamente himedo para controlar el
desecamiento del sustrato. Cuando se tienen reactores a escala piloto, la tem-
peratura se controla usando chaquetas de enfriamiento. A escala de laboratorio,
los reactores son de 30 cm de altura y la temperatura se controla con bafos de
agua. Sin embargo, en general los biorreactores de esta clase presentan problemas
de remocion del producto, transferencia de calor, crecimiento no uniforme del
in6culo y problemas de escalamiento.
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Figura 39
Biorreactor de columna empaquetada

Fuente: adaptado de Tim Robinson y Poonam Nigam (2003)

Conclusiones y perspectivas

Gracias a sus ventajas operativas y a su bajo costo, la fermentacién en estado
sé6lido puede ser aplicada a diversas clases residuos agroindustriales, urbanos y
agricolas, para fin de obtener productos como metabolitos secundarios, enzimas,
acidos organicos, alimentos funcionales, alimentos para animales, pigmentos,
compuestos aromaticos, biocombustibles, biosurfactantes, biofertilizantes y bio-
pesticidas, entre muchos otros. Es importante que los residuos seleccionados se
produzcan en cantidad suficiente para alimentar constantemente los sistemas
de produccién y evitar su agotamiento, asi como conocer la composicién de
los residuos y los procesos que se deben escalar. Se debe continuar el desarrollo
de més biorreactores que permitan escalar los procesos, una vez estos han sido
optimizados a escala de laboratorio gracias al conocimiento de sus variables y
los factores que afectan los rendimientos de produccion. Es necesario que en
nuestro pafs se siga contribuyendo con la bioprospeccién de la microflora a fin
de ampliar el portafolio de posibilidades para la produccién y mejoramiento de
los procesos SSE, aumentando de esta manera los rendimientos, la estabilidad
de los microorganismos y su tolerancia a diferentes factores medioambientales.

De acuerdo con la tendencia, en los préximos afios los procesos de biorremedia-
cién y biodetoxificacion que favorecen la estabilidad del planeta y disminuyen la
contaminacién ambiental, contardn con un mayor nimero de microorganismos
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y posibilidades de procesamiento, gracias a las investigaciones en estos campos
que crecen dfa a dia. Los procesos que utilizan consorcio de microorganismos
y procesos de hidrdlisis y fermentacion simultdneas también seguirdn aumen-
tando en las proximas décadas, gracias a la creciente necesidad y al profundo
conocimiento que se estd generando en estos aspectos. La investigacion en
el escalamiento e industrializacién de la produccién de enzimas, metabolitos
secundarios, pigmentos y compuestos aromaticos, deberd continuar con el fin
de mejorar el portafolio de posibilidades para toda la humanidad, el cual a la
fecha es deficiente.
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En este libro se pretende introducir al lector en algunas aplicaciones biotec-
noldgicas para el aprovechamiento de residuos agroindustriales, como son las
fermentaciones en estado solido, los ensilajes y la generacion de proteina
unicelular, entre otras. Igualmente, es su objetivo presentar algunas investiga-
ciones que sobre este importante asunto se han llevado a cabo con el fin de
familiarizar al interesado en estos ambitos y darle a conocer el amplio panorama
que este tipo de procesamiento presenta.

El libro esta organizado en cuatro capitulos. El primero es una introduccion a la
aplicacion de procesos biotecnoldgicos para la valorizacion de los subproductos
agroindustriales y alimentarios. En el segundo se hace un analisis del pretrata-
miento que se debe llevar a cabo para acondicionar los subproductos, principal-
mente de tipo lignocelulésico, por métodos fermentativos con ayuda de microor-
ganismos, y se estudia la composicion quimica de estos subproductos. El tercer
capitulo describe los procesos de aprovechamiento conocidos y popularizados
en todo el mundo en granjas y fincas, como el ensilaje y la produccion de protei-
na unicelular. Finalmente, el capitulo cuatro da cuenta del proceso de
fermentacion en'sustratos sélidos, sus principales condiciones, los microorgan-
ismos, los productos generados y los reactores, asi como de los procedimientos
descritos por multiples autores, especialmente aquellos considerados clave
para el entendimiento de‘estos procesos, los que a su vez podrian ser aplicados
en otros procesos de aprovechamiento de residuos agroindustriales.
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