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Introducción 

Introducción 

Un procedimiento que ofrece diversas ventajas para la obtención de sabores 

naturales es el uso de la blotecno!ogía, en el cual participan mi':.roorganismos, 

cultivos vegetales y enzimas. 

Desde que la legislación de la Comunidad Económica Europea incorporó 

bajo el término de productos naturales a los derivados de fuentes biológicas, 

como células o sus componentes Incluyendo las enzimas, el uso de la 

biotecnología se ha convertido en una alternativa para satisfacer la demanda de 

productos naturales. Entre las ventajas que ofrece la bíotecnología como un 

proceso alterno a los procedimientos que se han seguido hasta ahora para 

obtener los productos naturales -principalmente de plantas- está la independencia 

de la agricultura, así como de pérdidas debidas a las condiciones locales de 

producción (clima, pesticidas, fertilizantes, restricciones legales e inestabilidades 

políticas). 

Entre los principales saborizantes y arornatlzantes utilizados en la industría 

alimenticia y farmacéutica esta la vainillina, de la cual sólo el 0.2% del la que se 

encuentra en el mercado es extraída de fuentes botanicas (Berger, 1998). 

Uno de los princ"!pales sustratos utilizados para la obtención de vaínllllina es 

el ácido ferúlico, el cual se encuentra principalmente en las paredes celulares de 

las plantas y puede ser extraido a través de una hidrólisis (Classen, 1990). 

Entre las fuentes estudiadas y que se reportan como una fuente para la 

extracción del ácido ferúlico son el maíz y la melaza de caña (Guillan, 1989). Sin 

embargo existen algunos otros desechos agroindustriales de donde se puede 

extraer este compuesto como lo son el bagazo de caña, la pulpa de café, las 

cascarillas de trigo y de arroz, y para el caso especial de México el nejayote. 



Orígenes de la vainilla 

Orígenes de la vainilla 

Conocida en todo el mundo y valorada por los mejores catadores, la vainilla se 

reiaciona originaímente con ia cuitura totonaca, de la regián de Papantla, 

Veracruz. Se dice que el perfumado fruto, llamado en nahuatl "tlilxóchitl", que 

significa vaina negra, era uno de los tributos que exigian los aztecas a pueblos 

conquistados en los territorios del Este, quienes la utilizaban para proporcionarle 

sabor a sus bebidas. 

Debido a la conquista española, en 1510 la vainilla fue introducida a Europa 

-comenzando a peregrinar a España (donde la utilizaban en la confección de 

perfumes, y también para aromatizar el chocolate como hacian los indígenas 

mexicanos) seguida de Inglaterra en 1800, para continuar más tarde hacia la 

regíón francesa, llegando hasta las islas del Océano Indico, arribando a mediados 

del Siglo XIX a Madagascar, la cual ha llegado a convertirse después de mucho 

tiempo, en el mayor productor mundial de la vainilla; pero no fue sino hasta 350 

años después que se cultivó en el extranjero, siendo México el único abastecedor 

de vainilla en este continente. 

Charles Marren desarrolló un método artificial de polinización de las flores 

de vainilla en 1841 fue el primero que pudo producir vainas de vainilla fuera de 

México.( Rao SR,2000) 

La vainilla, es una orquidea tropical perteneciente a la familia de 

Orquidáceas y alrededor de 110 especies han sido identificadas, pero sólo 3 

especies tienen importancia comercial: Vanilla fragrans también conocida como 

Vanilla planifolia , Vanilla pompona y Vanilla tahitensis. La especie más cotizada 

es Vani!!a p!anifolia debido a sus carácterísticas (Rao RS., Ravishankar G A 

2000). La Vantlla planifolia es la especie responsable del 99% de la vainilla 

importada en Estados Unidos (Wilez and Jons, 1992). 
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Información de la vainillina 

Características de la vainillina 

La vainilla natural es una mezcla compleja de componentes aromatizantes y 

saborizantes provenientes de la vaina de la vainilla. Más de 170 componentes 

aromáticos volátiles han sido identificados. 

En la tabla 1 se muestran los componentes mayoritarios de la vaina curada 

de vainilla, en donde se observa que la vainillina ocupa el porcentaje más alto. 

Los componentes que en mayor medida confieren el sabor a vainilla son: 

el ácido vainillico, el alcohol vainillico, el p-hidroxibenzaldehido, 

el ácido p-hidroxibenzoico y el p-hidroxibenzilalcohol. Las estructuras de estos 

compuestos se muestran en /a Figura 1. 

Componente g/kg (base seca) 

Vainillina 20 

Ácido vainillico 1 

p-hidroxibenzaldehído 2 

p-hidroxibenzil-metil-eter 0.2 

Azúcares Totales 250 

Grasa 150 

Celulosa 150-300 
-- ,---

Minera/es 60 

Agua 350 

Tabla 1. Componentes mayoritarios presentes en !a vaina de vaInilla curada 

I 
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Información de la vainillina 
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Figura 1. Estructuras quimicas de los componentes mayoritarios que confieren el 
sabor a vainilla. 

La vainillina, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehído es uno de los saborizantes más 

comunes utilizado en la industria alimenticia y farmecéutica Es el componente 

mayoritario de las vainas de vainilla. 
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información de la vainiilina 

Usos en la industria farmacéutica y alimenticia de la vainillina 

La vainillina por ser una sustancia estimulante del gusto y del olfato, es 

utilizada como un aditivo en alimento para animales, en la industria del chocolate, 

en vinos y licores, helados, confitería, en cIgarros y puros, en productos 

horneados tales como pasteles, galletas, etc. 

Es también utilizado en caramelos y en café. Es usado como especia en 

formulaciones de oleorresinas y salsas. 

Además de ser un antidoto para neutralizar los efectos de Chinorex fleckeri 

(medusa), es también utilizado, como componente antifúngico e inhibidor del 

crecimiento de levaduras en purés de frutas. 

En la industria farmaceútica se utiliza principalmente como un ingrediente 

en perfumes y cosméticos (Rao, S. R. 2000). 
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Información de la vainillina 

Comercialización de la vainHlina y la posición que ocupa en el mercado 

global de los saborizantes y aromatizantes 

Aproximadamente 12,000 toneladas de vainillina son consumidas 

anualmente, donde sólo 20 toneladas provienen de [as vainas de vainilla; e[ resto 

es producido sintéticamente. Aproximadamente, a partir de 500 kg de vainilla se 

obtiene alrededor de 1 kg de vainillina, teniéndose que po[,nizar alrededor de 

40,000 flores (Rao R.S., Ravishankar G.A. 2000). 

En e[ mercado mundial e[ sabor natural de vainilla alcanza [os 80 millones 

de dólares. La vainillina de origen natural es cotizada en 4,000 dólares e[ 

kilogramo, mientras que la vainillina sintética alcanza 12 dólares por kilogramo. 

Según la definición del Código Estadounidense de Regularizaciones 

Federa[es un sabonzante natural se define como "un aceite esencial, o[eoresina, 

esencia o exracto, hidrolizado proteico, destilado de cualquier producto obtenido a 

través de un calentado, asado o un proceso enzimático, que contenga [os 

constituyentes saborizantes derivados de un condimento, jugo de fruta, verdura o 

su jugo, levadura comestible, hierbas, raiz, corteza, hoja o material similar, carne, 

pescado, huevos, aves, productos derivados de [a [eche o fermentados cuya 

función en alimentos es proporcionarle sabor más que darle un aporte 

nutrimental. Un sabor artificial es definido como cualquier substanCia, cuya 

función es impartir sabor, y su origen no es ninguno de los antes mencIonados. 

(Whitehead, I.M., 1998) 
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información de la vainillina 

Fuentes de obtención de la vainillina 

A partir de Vainilla planifolia 

El proceso general para la obtención de la vainilla es el siguiente: 

a) Polinización manual de las plantas de vainilla. 

b} Recolectado de la cosecha. 

c} "Matado". 

d} Sudado 

e} Secado. 

1} Beneficio. 

El proceso convencional de cultivo de la vainilla requiere de que la polinización 

de las flores se realice de manera manual. Este paso es difícil de realizar, ya que 

se requiere de mano de obra especializada y casI nunca se cuenta con la 

necesaria. 

En el "Matado" se detiene el metabolismo aerobio de la vaina y la Vida 

vegetativa. En el "Sudado" se deshidrata la vaina rápidamente y se lleva a cabo 

una fermentación lenta, en donde ocurren reacciones enzimáticas y no 

enzimáticas formándose así, azúcares, fenoles, quininas, pigmentos, vainillina y 

otros compuestos aromáticos. En el Secado las vainas quedan con un 20-25% de 

humedad. Durante el proceso de curado, la glucovainillina es enzimáticamente 

convertido por ia giucosidasa en giucosa y en un aidehído de vainilla. 

Durante el acondicionamiento de las vainas, éstas son colocadas en cajas 

cerradas durante algunos meses, donde definen sus características de fragancia 

(Wilez and Jons, 1992). 

Existen diversos factores que condIcionan la concentración de los 

componentes de la vainilla tales como las condiciones de crecimiento, la nutrición, 

etc. Las vainas curadas de vainilla contienen azúcares, fibras de IIgnocelulosa, 
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Información de la vainillina 

áCidos orgánicos, vainiHina, fenoles, aceites, reSinas, gomas, pigmentos, 

minerales, compuestos aromáticos y aceites esenciales. 

Los constituyentes que son los responsables de! aroma y de! sabor de la 

vainilla son los carbonilos, los alcoholes aromáticos, ácidos aromáticos, esteres 

aromáticos, fenales, alcoholes alifáticos, lactanes aromáticos, hidrocarburos 

alifáticos, terpenoides, heterociclos, etc. Los componentes no volátiles que le 

proporcionan el sabor a la vainilla son: taninos, polifeno!es, resinas y aminoácidos 

libres (Rao R.S., Ravishankar GA 2000). 

En la Tabla 2, se muestra la producción de vainilla en los diferentes paises, donde 

se observa que Méxicc ocupa el tercer lugar junto con China, siendo Indonesia el 

principal productor de esta vaina 

Vamilfa I Año 
Producción (Millones de toneladas) 

2000 , 
China 550 
Mundo 5,485 

Comoras 180 
Guadalupe 40 
Indonesia 2,102 

Kenya 8 
Madagascar 1,815 

Malawi 20 
México 550 

Polinesia Francesa 40 
Reunión 30 
Tonga 50 

Turquia 50 
Uganda 40 

Zimbabwe 10 
.. . . 

Tabla 2. Producclon de valnrlla. Fuente. FAO 
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Información de la vainillina 

A partir de eugenol 

Por mucho tiempo, la fuente más importante de vainillina fué el eugenol 

(componente mayoritario del clavo), cuyo precio está en US$5/kg. 

Tiemann en 1876 desarrolló tres métodos químicos para producir valnillina a 

partir del eugenol: 

a) El eugenol es isomerizado a isoeugenol con hidróxido de potasio en 

dietilenglicol. Éste es aislado y transformado en su acetato para ser oxidado 

La vainWina se aisla después de acidificar ei extracto. 

b) El isoeugenol es oxidado directamente a vainillina con pentóxido de 

vanadio/H202, reactivo en ter-butil-alcohol. 

c) El eugenol es oxidado con nitrobenceno en una solución básica de 

dimetilsulfóxldo (DMSO) para obtener vainillina. 

El eugenol ha sido utilizado también como sustrato en diversas 

biotransformaciones; sin embargo es muy tóxico para los microorganismos, 

causa lisis en la célula, inhibe el crecimiento y el metabolismo de éstos. 
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Información de ia vainmina 

Biotransformación de diferentes sustratos 

La vainillina puede ser obtenida a través de diferentes microorganismo y a partir 

de diferentes sustratos. En [a Tabla 3 se muestra un iistado de microorganismos 

capaces de producir vainilla. 

Microoganismo Sustrato Producto Referencia 

Pycnoporus Acido ferúlico Vainillina I Falconer et al 1994 1 

cinnabarinus I 
Aspergillus niger I Acido ferúlico Vainillina Lesage-Meessen 

etal1996 

L 
Pseudomona Ácido ferúlicc Vainil!ina Toms yWood 1970 

acidovorans 
, 

Ácido ferúlico 

I , 
Corynebac!erium Vainillina Labuda et al 1993 

glutamicum 

Spirulina platensis Ácido ferúlico Vainillina Ramachandra Rao 

el al 1996 

Haematococcus Acido ferúlico Vainillina UshaTripathi el al 

pluvia/is 1999 

Paecilomyces Acido ferúlico Vainillina Rahouti et al 1989 

vario!!i 

Escherichia co/i Acido ferúlico Vainillina Otuk 1985 

Alca/igenes Acido ferúlico Vainillina Krishnarnohan y , 
I I paradoxus I Khanna 1994 

S!reptomyces Acido ferúlico I Vainillina 

I 

Sutherland el al 

sefonni 1983 

Fomes fomentarius Acido fenúlico Vainillina Ishikawa et al 1963 

Polyporus Ácido fenúlico Vainillina Rosazza et al 1995 
.. 

Tabla 3. Microorganismos utilizados en la bloransformaclones de diferentes 

sustratos para la obtención de vainillina. 
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\ 

información de ia vainillina 

Microorganismo Sustrato Producto i Referencia 

Brettanomyces i Acido ferúlico Vainillina 
1 

Edlin el al 1995 
\ 

anomaJus 

I I 
Corynebacterium Eugenol Vainillina 

glutamicum 
1 

I Tadasa y Kayaha~ 
¡ 1983, 

Pseudomonas spp Eugenol Vainillina I Rabenhorst 1996 
! 

Serratia Eugenol Vainillina Rabenhorst 1991 

Arthobacter Eugenol Vainillina 

I 
Cooper1987 

globiformis 

Aspergillus niger Vanilamina Vainillina Yoshida et al 1997 

Escherichia coli Vanilamina Vainillina Yoshida el al 1997 

Proteus vulgaris m-Metoxitirosina Vainillina Casey y Dobb 

1992 

Stilbene Isoraponina Vainillina 

I 
Hagedorn y 

dioxygenasa Kaphammer 1994 

Lipoxigenasa Acido ferúlico Vainillína Markus el al 1992 

Lypoxigenasa Coniferil aldehído Vainillina Mane y Zucca 

1992 

Penicillium Alcohol vainillico Vainillina Fraaije el al 1997 

símpiicissimum I 
, 

I I 
Pycnoporus 

I 
Ácido vainillico Vainillina I Lesage-Meesen et 

cinnabarinuss i al 1997 
., .. Tabla 3. (ContJnuaclon) Microorganismos utIlizados en brotransformaclones de 

diferentes sustratos para la obtención de vainillina, 

II 
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Información de la vainillina 

Como se pudo observar en la Tabla 3 el principal sustrato para la obtención de 

vainillina a través de biotransformación es el ácido ferúlico. 

La vainillina es también un metabo[ito intermediario en [a degradación de 

una variedad de productos naturales, incluidos los estilbenos, el eugenol y el ácido 

ferúlico (Lomascolo A, 1999). 
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Información del ácido ferúlico 

Características químico-biológicas del ácido ferúlico 

El ácido ferúlico (4-hidroxi-3-metoxi-trans-acido cinámico) fue descrito en 1866 

como un componente de Ferula toetida, (Rosazza JPN, 1995); es el más 

abundante ácido hidroxicinámico presente en las paredes celulares de las plantas 

(Iiyama K., 1990). En la Figura 2 se observa el arreglo molecular que tiene el áCido 

ferúlico en las paredes celulares de! maíz, el cual se encuentra covalentemente 

ligado a polisacáridos por enlaces ester y a compuestos de la lignina por enlaces 

eter. Este mismo modelo es aplicable a todas las plantas en especial a las 

gramineas. 

Posible unión proteína-pohsacárido 
, ~<:b.AI1' __ _ 

Puentes 

Puente de 
¡sod¡tirosina 

9-9 Proteínas 
estructurales 

-- M1croflbras de celulosa 

Figura 2. Modelo molecular de las paredes celulares del maíz.(Saulnier y 
Thibault,1999) 
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Información del ácido ferúlico 

Dentro del conjunto de los ácidos cinámicos se encuentran el ácido ferúlico 

y e! 4-ácido cumár!co los cuales son liberados durante!a extracCión de la lignina. 

En la figura 3 se observan los enlaces eter o ester con los que está unido el ácido 

¡erúlico a la lignina y la manera en que forma puentes diester-eter entre los 

polisacáridos 

Enlace eter 

Edace ester 

Ester de ácido 
hldroxlclnámrco 

Eter de ácido 

hldroXICináfnlco 

Puente de r rb 'h) (1) .... _ H 

,~~ \ ,8 áCido ferúllco 

.O</~ .jf &-'/ H::<-
~uente d¡ester~eter de C4-?, ~' ~ 
aCldo dehlcrodlferúlico 70n ' .0, 

- " <J'IIIII' O d 
"'-/ H ,Q.i 

o p-cumaroln 1 e 

.! '----
(g) "----

Puente diéster de 
áCido dehidrodlferúllco 

ferulolJ .. ... d h ,.,.....,. e Idrodiferuloif 

Figura 3. Esquema del arreglo molecular del ácido ferúlico y otros ácidos 

hidroxicinámicos en la lignina. 
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información del ácido ferúlico 

Importancia y utilización del ácido ferúlico en la industria alimenticia y 

farmecéutica 

El ácido ferúlico es utilizado como antioxidante natural en alimentos, es un 

ingrediente activo en lociones y cremas que protegen de los rayos UV solares 

(Micard, V.,Grabber et al 1997), siendo un fotoproector protege al cuerpo de 

radicales libres y especies reactivas del oxigeno. A este compuesto también se la 

ha asociado con actividades antihepatóxicas, antitumorales, antiestrogénicas y 

antimlcóticas. Además, el ácido ferúlico es utilizado en una gran cantidad de 

suplementos alimenticios, tales como los complejos vitaminlcos y productos 

naturistas (Kroon P.A., Williamson G. 1999). 

Hay un sustancial interés en el potencial del áC·ldo (erúlico por la 

producción biotecnológica de la vainillina, uno de los principales saborizantes y 

componentes que proporcionan aroma en todo el mundo (Herman K, 1989 ). 

En plantas, el ácido ferúlico es precursor de una gran variedad de 

compuestos antimicrobianos, moléculas reoeptoras de señales y fitolexinas las 

cuales tienen un papel importante en las respuestas de defensa de la planta 

(Gasson, M.J., 1988 ). 

El ácido ferúlico junto con el ácido p-cumárico retardan la captura de iones 

y la sintesis de proteinas en plantas, inhiben la germinación de la semilla y los 

productos de degradación de éstos retardan el crecimiento de patógenos en 

plantas. Se demostró que los ácidos fenólicos retardan el crecimiento de una 

variedad de organismos comprendidos en el ciclo del nitrógeno (T umer, 1975). 

Si ácido ferúlico es adicionado al suelo, existe un incremento en el 

desprendimiento de C02 (Tumer, 1975). 
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información del ácido ferúlico 

En algunos estudios que se han realizado sobre el maíz, la resistencia de 

algunas poblacíones ante plagas está en relación a la concentración de los ácidos 

fenólicos en el pericarpio, encontrándose dichos ácidos en mayor cantidad en los 

maíces que no son tan susceptibles a las plagas. Se ha sugerido por tanto que la 

cantidad de ácido ferúlico está relacionado con la susceptibilidad o a la resistencia 

que tiene el maiz ante plagas (Classen, D., 1990). 

Classen a través de microscopía 'fluorescente reportó que {os ácidos 

fenólícos se encuentran en mayor cantidad en el pericarpio (la parte externa de la 

cub;erta del grano) que en el endospernno. Este último estudio corrobora la función 

de los compuestos fenólicos en la resistencia del maíz ante plagas 

Fuentes del ácido ferúlico 

Gramineas como fuente de ácido ferúlico 

Gramineae (Poaceae, gramíneas), constituye una familia cosmopolita con unos 

500 géneros y tal vez unas 8,000 especies. Pertenecen al orden Juncales en la 

clase Commelinidae. Probablemente es la familia individual más importante de 

plantas desde el punto de vista de consumo humano. El trigo, el arroz, el maíz, la 

avena, el centeno, la cebada, la caña de azúcar y el bambú son ejemplos de 

gramíneas importantes para el hombre (Cronquist, A 1987) 

El ácido ferúlico se encuentra aproximadamente en un 2% en las cascarillas 

del grano de maíz. En 1990 cerca de 8 mil millones de bushels (35.273 l) de maíz 

fueron cosechados en Estados Unidos, los cuales produjeron 1 mil millones de 

libras de áCido ferúlico como materia prima para blotransformaciones (Huang et al 

1993). 
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información del ácido ferúiico 

En monocotiledoneas, como e maíz, el aeido ferúlieo está esterificado al carbono 

5 del grupo hidroxilo de algunos residuos de piranosas, de arabinos y de 

arabinosas (Hartley el al 1990). 

En dicotiledoneas, el ácido ferúlico está esterificado al carbono 2 del grupo 

hidroxilo de los residuos de galactopiranosas de la pectina (Rale! e! al 1994). 

México, produce una gran cantidad de maíz, según los reportes de la 

SAGAR en el año 2000 se produjeron 19,240 miles de toneladas en un área 

equivalente a 8 millones de hectáreas. Debido a que la producción nacional es 

insuficiente para satisfacer ¡as demandas de maíz, también se importa una gran 

cantidad de éste, alrededor de 4.7 millones de toneladas en 1998. 

Existen diversas maneras en que el maíz es consumido, entre las que se 

encuentran: harina para tortilla, que abarca el 18% de la producción nacional; Maíz 

destinado a la elaboración de la tortilla, alcanzando un 17%; el consumo rural 

equivale a un 12%; Como base de alimentos equivale al 40% y otras formas de 

consumo equivale al 13%. 

Cabe señalar que la producción de maíz en nuestro país no es homogénea 

geográficamente, en el Oeste se produce el 12% de la producción nacional, 

seguida de la región Noreste que aporta el 14%_ La región Sureste aporta el 25% 

y finalmente el Centro de la República aporta el 49% En el periodo Primavera

Verano se obtiene el 86% de la producción nacional y el 14% se obtiene durante 

Otoño-invierno. 
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Información del ácido ferúlico 

La caña de azúcar, como ya se mencionó es una graminea, perteneciente al 

género Saccharum Officinarum, tiene de 2 a 5 metms de altLJia con talios sólidos, 

alrededor <le un decímetro de diámetro y se puede obtener hasta un 20% de 

azúcar en peso. La producción de caña de azúcar en el año 2000 fue de 

29,098,114 miles de toneladas. 

El café, es una angiospenma (semilla). Se prepara a partir de semillas 

maduras de diversas especies de Coffea, principalmente C.arabica. 

México ocupa el quinto lugar a nivel mundial como productor de café. 

después de Brasil, Colombia, Indonesia y Vietnam. La variedad que produce es la 

arabica y dentro de ésta, se clasifica en el grupo de "otros suaves". El café se 

produce sobre una superficie de 690 mil hectáreas, en doce estados de la 

República. La producción total en México en el años 2000 fue de 1,985,866 miles 

de toneladas. 

En México, el café es producido por cerca de 300 mil productores, 

agrupados en 16 organizaciones (SAGAR,2001). 

18 



Información del ácido ferúlico 

Extracción del ácido ferúlico a partir de gramineas 

Debido a el arreglo molecular que tiene el ácido ferúlico en las moléculas de 

lignina, se ha determinado que a través de una hidrólisis de los enlaces ésteres se 

puede liberar el ácido ferúlico. Existen 3 tipos de extracciones, las cuales se 

describirán a continuación. 

Hidrólisis alcalina 

La hidrólisis alcalina consiste en colocar el grano en un contenedor y adicionarle 

NaOH 2N. Dicho contenedor se mantiene en agitación y es acidificado hasta un 

pH=2 con HCI La mezcla es centrifugada y el sobrenadante es sometido a 

extracciones con acetato de etilo. Las fases orgánicas se recolectan para 

posteriormente evaporar el disolvente y obtener el ácido ferúlico. Los rendimientos 

varian según el tiempo de hidrólisis, reportándose 199-443 119/g en 4 horas y 113-

1194119/g para 18 horas (Classen, J.T., Amasan, J.A., et al). 

Hidrólisis ácida seguida de una hidrólisis enzimática 

Este tipo de hidíÓlisis comienza con un hidrolizado con H2S04 O.2N en un baño 

de agua. El recipiente es enfriado; se adiciona una suspensión de amilasa fúngtca 

en acetato de sodio acuoso. La mezcla es incubada y centrifugada. Los ácidos 

fenólicos son extraídos con acetato de etilo. El extracto es secado con sulfato de 

sodio anhidro y concentrado en un rotavapor. (Pussayanawin, Wetzel,1987) El 

rendimiento de esta técnica es de 37-416119/9. 

19 



Información del ácido ferúlico 

Biotransformación del ácido ferulico a vainillina 

Existen diferentes alternativas para la biotransformación del ácido ferúlico, tales 

como la utilización de bacterias, hongos, tejidos vegetales y levaduras. Sin 

embargo entre las biotransformaciones más relevantes y que producen vainllllna 

corno un bioproducto están las bacterias y algunos hongos. 

Tomando un ejemplo de una biotransformación utilizando ácido ferúlico 

como sustrato se encuentra aquélla realizada por Streptomyces setonii (Figura 4). 

la cual acumula vainillina como el principal producto en el metabolismo del ácido 

ferúlico (Muheim, 1999). 

Otro ejemplo de la biotransformación del ácido ¡erúlico (Figura 5) es la que 

se observa con Pseudomona fluorescens. La presencia de la CoASH, MgCI2 y 

ATP permiten que esta bacteria pueda hacer la conversión. Se ha encontrado que 

esta bacteria puede convertir hasta 18% de ácido ferúlico en vainilina (Narbad 

1995). 

Para el caso de Escherichia eofi, la ruta metabólica es muy similar a la 

propuesta para Pseudomona, de ácido ferúlico pasa a vainillina, la cual puede ser 

oxidada a ácido vainillico y finalmente este último puede pasar a áCido 

protocatecuico. 

El metabolismo oxidativo de compuestos ha atraido la atención. Como 

resultado de ataque bacteriano los compuestos aromáticos son oXIdados 

produciendo compuestos tales como la vainillina (Otuk, 19S5). 

Se ha probado también la combinación de dos hongos filamentosos. 

Aspergillus niger y Pyenoporus einnabarinus. En un primer paso A. niger 

transforma el ácido ferúlico en ácido vainillico y en un segundo paso el ácido 

vainillico es reducido a vainillina por P. cinnabarinus (Lesage-Messen et al 1996) 
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información dei ácido ferúíico 

COOH COOH 

HO 

OMe OMe 

OH OH 

"" "" / 
CHO 90H 

~OM' 4 "Me 

I --->- I 

OH OH 

n yo Me 

OH 
Guayacol 

Ácido ferúüco Ácido ¡3-Hidroxihidroferúlico Vainillina Ácido 
Vainalico 

OOH 

! OH 
e OH 

OH 

Ácido 3,4-dihidroxibenzoico 

OMe 

H 

Alcohol vairulfJco 

Figura 4. Ruta metabólica propuesta para el microorganismo Streptomyces 

setonni.(Muheim A. y Lerch K., 1999). 
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0ySCOA 

r R"pMa Ql de~ 
~ OMe 

OH 

Feruloil-CoA 

OH 

OH 

OH 

Desmetilación 
~ 

Ácido protocatecuico 

I Ruptura t del anillo 

Metabolismo 

VainiI!ina 

VNAD 

i\...NADH 

Ácido vainíllico 

(Vainillin 

deshidrogenasa 

Figura 5. Ruta propuesta para el metabOlismo del áCIdo ferúlico en Pseudomona 

fluorescens AN103. (Narbad A., Gasson M.J., 1998) 
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Información del ácido ferúlico 

Importancia y venfaias que posee la biotransformación para obtener 

vainillina natural sobre procesos convencionales 

Las plantas han sido, hasta ahora, las principales fuentes para la extracCión de 

saborizantes, medicamentos, compuestos aromáticos, etc. Existen, sin embargo, 

varios inconvenientes como lo son las variaciones climáticas y -de estación a las 

que están sujetas las plantas, enfermedades de las mismas; la extracción de los 

compuestos de interés no siempre es sencilla y muchas veces están en balas 

concentraciones. 

Es por ello que se ha creado la necesidad de desarrollar nuevas 

alternativas para la producción de estos compuestos de intereso Una de las 

alternativas desarrolladas es el uso de las biotransformaciones, de las cuales se 

derivan compuestos de interés industrial y comercial. Entre las ventajas que posee 

la biotransformación para la obtención de la vainillina están la satisfacción de la 

demanda por !a vainillina natural, no se requiere de condiCiones drásticas como 

temperatura o algún agente químico para la obtención del producto, es un método 

que tiene variables que pueden ser controladas. 
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Objetivos 

OBJETIVOS 

Generales 

• Establecer un método de recuperación ylo extracción del ácido ferúlico a partir 

de nejayote, bagazo de caña y pulpa de café. 

• Realizar la biotransformación de! ácido ferúlico. 

Particulares 

• Comparar el rendimiento de extracción del ácido ferúlico proveniente del 

nejayote, utilizando una columna de carbón activado, la adición del carbón al 

nejayote y la extracción orgánica. 

• Determinar el pH óptimo durante el proceso de recuperación a fin de extraer la 

mayor cantidad de ácido ferúlico. 

• Comparar los rendimientos de extracción del ácido ferúlico a partir del bagazo 

de caña y la pulpa de café. 

'" Evaiuar ios rendimientos de vainiiiina obtenida a partir de la biotransfonnación 

del ácido ferúlico en presencia de una levadura. 

• Comparar los rendimientos de producción de vainillina en dos medios de 

cultivo diferentes, uno utilizando glucosa como fuente de carbono y ácido 

ferúlico como sustrato para la biotransformación; contra un segundo en donde 

solamente se utilice el ácido ferúlico como fuente de carbono y sustrato para la 

biotransformación. 
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Hipótesis 

HIPÓTESIS 

El ácido ferúlico se encuentra en las paredes celulares de las gramineas y de casi 

todas las plantas, éste puede ser liberado de las paredes celulares a través de 

una hidrólisis, por tanto, si ésta se realiza, se podrá extraer este compuesto. 

Al calentarse el maíz en presencia de 1% de cal (óxido de calcio) -proceso 

de nixtamalización- se lleva a cabo una hidrólisis alcalina, por lo que se podrá 

recuperar ácido ferúlico a partir de las aguas residuales provenientes de la 

elaboración de maíz nixtamalizado. 
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Metodología experimental 

Metodología Experimental 

NEjAYOTE 

Recuperación del ácido ferúlico a partir de nejayote utilizando acetato de 

etilo 

Se colocó 1L de nejayote, procedente de un monno de nixtamal , en un vaso de 

precipitado y se adicionó HCL concentrado hasta obtener un pH=4 (6 mi ácido/L 

nejayote) con el objetivo de acidificarlo y recuperar el ácido ¡erúlico. El nejayote 

se filtró al vacío, con un dispositivo que consistió en un mechero Buchner con un 

papel filtro Watman NoA del tamaño exacto del diámetro de éste y una cama de 

celita seca con una altura de 1 cm. El nejayote se hizo pasar a través de dicho 

dispositivo para eliminar las cascarillas y la biomasa proveniente de la hidrólisis 

del maíz durante la nixtamalización. Se realizó la extracción orgánica del ácido 

ferúlico con Acetato de Etilo a través de un embudo de separación, la relación del 

nejayote/disolvente fue de 4: 1. De la extracción se obtuvieron dos fases, la fase 

orgánica y la fase acuosa. Se concentró la fracción orgánica en un rolavapor BiJchi 

waterbath B-481 con una temperatura del baño de 60°C y -,50 rpm.(Véase figura 

7) 
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Metodología Experimental 

BAGAZO DE CAÑA Y PULPA DE CAFÉ 

Obtención del ácido ferúlico a partir de bagazo de caña y pulpa de café 

Hidrólisis alcalina con NaOH 1M de/ bagazo de caña y/a pulpa de café a 25°C, 

durante 24 horas 

Se colocaron 25 gr de la muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mi, se 

adicionaron 100 mi de NaOH 1M y se dejó en agitación durante 24 horas 

utilizando una parrilla y agitador metálicos. La mezcla se filtró después de 

conciuida la hidrólisis, a través de un equipo de filtrado al vacío, en el mechero 

Buchner se colocó un papel filtro Watman NoA del tamaño exacto del diámetro de 

éste y se adicionó celita seca hasta fonmar una capa de 1 cm de altura, se hizo 

pasar la mezcla de reacción, Las aguas filtradas se acidificaron con HCI 

concentrado hasta obtener un pH=4 (6ml de ácido/100 mi filtrado). Se realizó la 

extracción orgánica del ácido ferúJico con Acetato de Etilo a través de un embudo 

de separación, la relación de las aguas filtradas/disolvente fue de 4: 1. De la 

extracción se derivaron dos fases, la fase orgánica y la fase acuosa, Se concentró 

la fracción orgánica en un rolavapar Büchi waterbath 

temperatura del baño de 60°C y 150 rpm,(Véase figura 6). 

6-481 con una 
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Metodología Experimental 

Hidrólisis alcalina con NaOH 4M del bagazo de caña y pulpa de café a 105"C 

durante 20 minutos 

Se colocaron 25 gr de la muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mi y se le 

adicionaron 100 mi de NaOH 4M. El matraz fue introducido en una autoclave 

Hirayama HA-300 Mil durante 20 minutos a una temperatura de 105°C. Se dejó 

enfriar la mezcla de reacción y se filtró a través de un mechero Buchner con papel 

filtro y una cama de ce lita de 1 cm de altura. Una vez filtrado, las aguas se 

acidificaron con HCI concentrado hasta obtener un pH=4 (7 mi ácidol100 mi 

filtrado). Se realizó la extracción orgánica de! ácido ferúlico con Acetato de Etilo a 

través de un embudo de separación, la relación de las aguas 

recolectadas/disolvente fue de 4:1. De la extracción se obtuvieron dos fases, la 

fase orgánica y la fase acuosa. Se concentró la fracción orgánica en un retavapor 

Buchi waterbath B-481 con una temperatura del baño de 60°C y 150 rpm. (Véase 

figura 6). 

Detección del ácido ferúlico por cromatografía en capa fína 

Una vez que se concentraron los extractos orgánicos de cada una de las 

extracciones y/o recuperaciones, se obtuvo un sólido amarillo-café, el cual fue 

disuelto en Acetato de Etilo (0.5g extracto/5ml acetato de etilo) Se preparó 

también un patrón de ácido ferúlico pesando 0.1913 mi de Acetato de Etilo. En una 

placa cromatográfica Macherey-Nagel, de sillca gel 60 con indicador fluorescente 

UVZ54 se aplicó 1 ¡..tI de cada uno de ios extractos, inciuido el patrón. La placa fue 

introducida en una cámara reveladora cuyo eluyente fue el par Acetato de 

Etilo:Hexano (relación 9:1). Una vez completada la elución de las muestras, la 

placa se observa en una cámara con una lámpara UV-Visible. Las placas fueron 

aspersadas con con sulfato cérico y/o DPPH para hacer visible la presencia del 

ácido ferúlico. 
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Metodoiogía experimental 

Extracción del ácido ferúlico 

~~ --,,---

Bagazo de caña ! 

Pulpa de café 

___ [ __ ," _____ ." ______ L. 
Hidrólisis 
NaOH 4M 

T",~05 nc, t=2ü mm, P={) 5 kg/cm 
250 mi NaOH/10 9 muestra 

HidróliSIS 
NaOH 1M 
1=24 horas 

150 mi NaOH! 10 9 muestra 

-- _u~~ __ 
Flltraclón rápida y colecta ___ ~~, 

,---.,,- O~t~ció;-d;¡~~--fia~~d~~~"n ---'] 
pH inicial: 11 

- - -- - - ---'==------1 Hel concentrado 
V,;:. 6 mil ¡ nejayote I 

------~----

1- - - Obtenc,ón d-';¡-fi¡;':~d;--
pH=4 

Extracci~áni';;;~1 
Acetato de Etilo I 
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,-' 
i 

i Concentración de la fracción orgánica en un ! 
i Roíavapor, T=60 oC. 250 rpm I ---- __ =::J==--~ 
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; Columna cromatográfica ; 
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Fig.6 Diagrama general de la extracción del ácido fenúlico a partir de bagazo de 
caña y pula de café. 
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Metodología Experimental 

Purificación del ácido ferúlico a través de una columna cromatográfica 

Se preparó una co!umna cromatográfíca utiiizanGD gel de sílice 60 Merck 3-70 

mallas ASTM con indicador de humedad, [a cantidad de gel de sílice que se utilizó 

fue en función de [a cantidad de extracto obtenido de la recuperación y/o 

extracción; la relación fue de 10 9 gel de silicelO.5 9 extracto. Los eluyentes 

utilizados fueron Acetato de Eti[o:Hexano (9:1). El extracto seco se disolvió en 

acetona, siendo [a mínima posible ( 3 m1l0.5 9 extracto). La muestra se secó con 

ce[ita para obtener un sólido y permitir que la muestra se desplazara por [a 

columna lo más homongéneamente posible. Una vez que se formó el sólido se 

incorporó a [a columna cromatográfica. Se hizo desplazar la muestra por [a 

columna con e[ par de e[uyentes, obteniéndose asi las diferentes fracciones. E[ 

volumen de las fracciones recolectadas osciló entre [os 100 Y 125 mL. 

Se concentraron las fracciones colectadas en el otavapar Büch, waterbath 

8-481 con una temperatura del baño de 60"C y 150 rpm. Se recristalizó el áCido 

ferúlico a partir de las fracciones 2, 3 Y 4, que es donde se detectó la mayor 

cantidad de ferú[ico. 

Recristalización del ácido ferúlico 

Una vez que se purificó el ácido ferúlico, éste se disuelve en [a minima cantidad 

de agua caliente (5ml/O.5g), ya disuelto, se comenzó a evaporar el agua hasta 

que el volumen final sea la mitad del volumen inicial (la evaporación del agua debe 

ser lenta y no sobrepasar los 40°C). Se dejó en reposo durante 24 horas para 

obtener asi, los cristales de ácido ferúlico. 

30 



Metodoiogía Experimental 

Evaluación de los diferentes métodos de recuperación del ácido ferúlico a 

partir de nejayote 

Recupereción del ácido ferúlico a partir de nejayote con una columna de carbón 

activado 

Se colocó 1 L de nejayote en un vaso de precipitados y se adicionó HCI 

concentrado (6ml ácido/L nejayote) hasta obtener un pH~4. Se filtró el nejayote a 

través de un equipo al vacio (en el mechero Buchner se colocó un papel filtro 

Watman NoA del tamaño exacto del diámetro de éste, se adicionó celita seca 

hasta formar una capa de 1 cm. de altura). Se preparó una columna 

cromatográfica con Carbón activado: se colocó un tapón de algodón en la boca de 

la columna y se agregó celita (10g/L nejayote) con la finalidad de formar un filtro y 

que el carbón activado no saliera de la columna. Se agregó el carbón activado a la 

columna (6g carbón/L nejayote). El nejayote se hizo pasar por la columna. El 

carbón activado se dejó secar y una vez seco, se raspó de la columna y se colocó 

en un cartucho de celulosa Supelco 1.5 mm grosor 43X130 mm sometiéndose a 

reflujo con Acetato de Etilo durante 24 horas en un Soxhlet. Se concentró la fase 

orgánica con un rotavapor Buchi waterbath B-481 con una temperatura del baño 

de 60°C y 150 rpm. (Véase figura 7) 
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Metodología Experimental 

Recuperación del ácido {erolico a partir de neja vote utilizando una mezcla con 

carbón activado 

Se colocó 1 L de nejayote en un vaso de precipitados y se adicionó HCI 

concentrado (6ml ácido/L nejayote) hasta obtener un pH~4. El nejayote se filtró 

través de un equipo al vacio. A las aguas colectadas se le agregó el carbón 

activado (6g/L nejayote) y se revolvió con la ayuda de un agitador durante 5 

minutos. La mezcla carbón/nejayote se hizo pasar por un equipo de filtrado al 

vacío; en el papel filtro quedó el carbón activado, se deJÓ secar para colocarse 

después en un cartucho de celulosa y en un sistema de reflUjO (Soxhlet) durante 

24 horas. Finalmente la fase orgánica se concentró a través de un rotavapor Buchi 

walerbath 8-481 con una temperatura del baño de 60°C y 150 rpm.(Véaseligura 

7) 
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Metodología experimental 

Recuperación del ácido ferúlico 

Cclumr.a de Camón Activado 
6 9 de carbón f I nejayote 

ExtraCCIón Orgánica 
Soxhle! 

(::24 horas 

Hel concentrado 
v=S mi / I nejayote 

Ace\atotie EtIlo, V::500 mili neJa~c\e 

_ __-~:I ______ _ 
ConcentraCIón de la fracción orgánica, 

Rotavapor, T~O OC, 150 ~m 
Purificación del áCIdo ferírllco 

,Cromatografia en columna, Acetato Eulo' Hexano (91)' 

Ne;ayote 
oH ¡nlDal:11 

- ] 
Garban revuelto 

t=10 mm 
6 g de caIDon 11 nejayote 

1 
ExtraCCión orgánica 

Aceta:o de Etilo 
V=250 mi 3C€tatol: nejayote 

RelaCión 1 4 

ConcentraCIón de la Ífaccrón orgamca 
Rotavapor 
T=60 oC 
25D~m 

L 
PUrificaCión del ácido ferúlrco 

Cromatografia en columna 
Acetato de Etilo Hexa10 

(91) 

Fig.7 Diagrama general de la recuperación del ácido ferúlico a partir de nejayote. 
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Metodología Experimental 

SELECCiÓN DE CEPAS A PARTIR DEL NEJAYOTE, BAGAZO DE CAÑA Y 

PULPA DE CAFÉ 

Aislamiento de microorganismos a partir de nejayote, bagazo de caña y 

pulpa de café 

Se tomó 0.1 mi de nejayote y se sembró en los dos diferentes medios de cultivo 

Se pesaron 3 gr de bagazo de caña y de pulpa de café, y cada uno de los residuos 

fue suspend'ldo en agua estéril y homogenizado. A partir de esta suspensión. se 

tomó una muestra con un asa mIcrobiológica estérH y se sembraron ¡os 

microorganismos presentes en dos medios de cultiVo. Los medios de cultivo 

fueron los siguientes: a) Medio Minimo Estándar (giL) KH2P04, 5; (NH4)2S04,1, 

MgS04.7 H20, O.05;FeS04.7 H20 0.005; los elementos traza fueron EDTA,5; 

ZnS0407 H20, 2.2; CaCI2, 0.55; MnCI2.5H20, 0.5; (NH4)6M07024, 011; 

CuS04.5H20, 0.16; CoCI2.6H20, 0.16, ácido ferúlico 0.5. El MgS04, FeSO, y los 

elementos traza fueron esterilizados por separado. El ácido ferúlico fue 

esterilizado por filtración utilizando papel filtro millipore de 45¡.tm de tamaño de 

poro (Gassan M.J., 1998). b) Medio 11 (giL) NH4CI, 1; MgS04, 0,13; KH2P04, 3; 

NaHP04, 6; ácido ferúlico 0.5 (TurnerJ.A, Rice E.L., 1975). Los medios sólidos 

fueron preparados agregando 1.5% de agar. 

Purificación de las cepas aisladas a partir del nejayote, bagazo de caña y 

pulpa de café 

Una vez que se obtuvieron las diferentes cepas, se resembraron en el Medio II y 

en el Medio Mínimo Estándar sólidos, con la finalidad de obtener cada una de las 

cepas por separado. Se hicieron las resiembras necesarias hasta que se observó 

el crecimiento de un solo tipo de microorganismos en diferentes cajas. 
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Metodología Experimenta! 

BIOTRANSFORMACION DEL ÁCIDO FERÚLlCO UTILIZANDO EL 

MICROORGANISMO SELECCIONADO 

Crecimiento del microorganismo 

El microorganismo se sembró 48 horas antes de la biotransformación en agar

papa-dextrosa (POA); transcurrido este tiempo, las colonias se suspendieron en 

un tubo que contenía 30 mi de un medio rico en glucosa (extracto de levadura 1 %, 

glucosa 1.5% y peptona 0.5%). Se incubaron durante 24 horas. El medio se 

centrifugó en una Centrifuga 3000 Mistral MSE durante 10 min a 2500 rpm. El 

sobrenadante fue desechado y las células resuspendidas en 10 mi de agua 

estéril, lavándose dos veceS. Finalmente fueron resuspendidas en 4 mi de agua 

estéril. 

Para el caso en el que se utilizó glucosa como fuente de carbono, las 

células se incorporaron a un Medio 11 líquido con glucosa (giL) NH4CI, 1, MgS04, 

0.13; KH2P04, 3; NaHP04, 6; glucosa 1.5%; dejándose en incubación 24 horas 

más antes de adicionarle el ácido ferúlico. 

En el caso en que el ácido ferúlico fue la única fuente de carbono, las 

células se incorporaron directamente al Medio 11 líquido con ácido ferúlico (giL) 

NH4CI, 1; MgS04, 0.13; KH2P04, 3; NaHP04, 6; ácido ferúlico 0.5., iniciándose así 

!a biotraíiSfoíiTiación de este compuesto. 
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Monitoreo de los productos de la biotransformación 

Se comenz6 a monitorear el matraz con Medio 1I y ferúlico la formacIón de 

vainillina y la desaparición de ácido ferúlioo durante 55 horas. El monitoreo se 

realizó cada 5 horas. 

Para el caso del matraz que contiene glucosa una vez pasadas las últimas 24 

horas en agitación, se le adicionó el ácido ferúllco (O 5g/L) previamente 

esterilizado y a partir de ese momento se empezó a hacer el mOnltoreo de la 

aparición de vainillina y la desaparición del ácido ferúlico durante 55 horas con un 

lapso entre cada muestreo de 5 horas. 

Todo el proceso de biotransformación se hace por duplicado.(Véase figura 8). 

Monitoreo del microorganismo durante la fermentación 

Una vez que se inició la biotransformación del ácido ferúlico, cada 5 horas se 

realizó por el método de plaqueo la cuenta de microorganismos presentes durante 

la fermentación, tomando una alicuota de 1ml y aforando a 10ml con agua 

peptonada al 0.1%. Se realizaron di!uciónes desde 10 -2 hasta 10'7, sembrando el 

inóculo en agar papa dextrosa. Se incubaron las cajas a una T=28-30 oc durante 

48 horas. Se contó el número de colonias que crecen en cada dilución 
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Metodología experimental 

Biotransformación del ácido ferúlico 

PreparacIón 'f se!ecclón de un medio de cuit!vo. 
MediO mínimo estándar 

MediO 11 

.-----------_ .. , 
Aislamiento y purificaCión de las cepas ' 

en MediO 11 
'--------=--r~~----c I 
\ Se!eccíón de la cepa blotrarlsforrnadora "---·---1-· .-- ... - ... ---

~ i Crecimiento de la cepa en un Medio nco en glucosa i 
I t==24 horas, T=>27-30 oC, 125 rpm 

Centrifugación a 2500 rpm, t-1 O min 
Lavado de células con agua esté nI, V=6 mi 

I Inoculación 

------. I¿~i ::::::::::::::::::::3::::m::::l=d=e=l=e=x~tI,a~c=to::=c::e::l:u:la::'::::::::::::::::::::~L __ 
Medio nco en glucosa 1 r Medio I1 

t~24 horas 11 I1 ÁCido ferúllCO O 05 g/1 00 mI de medio 
T=27-30 oC 1, t=55 horas 

125 rpm L _____ 2':.~~_~p~~m 

i i Adición del ácido ferúHco estéril en disolUCIón 
, (O 05 9/100 mi) 

Mon\toreo ef5 horas 
2 mi de muestra 

IL..--___ -¿-______ . 
, t=55 horas, T=27-30 oC. 125 rpm 
~n¡toreo e/S hor~s'_~_r::¡ de muestra 

Microfiltrado de la muestra 
Inyecc¡ón en HPLC , 

1 Fase' .""gua/JVletano! (70:30), flujo 1 mi I mjn i 
I C-18, Detector UV, 279 nm 

Fig.8 Diagrama general de la biotransformación del áCido ferúlico con la cepa 
seleccionada. 
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Metodología Experimental 

IDENTIFICACiÓN Y CUANTIFICACiÓN DE LOS PRODUCTOS DE LA 

BIOTRANSFORMACIÓN UTILIZANDO HPLC 

(CROMATOGRAFíA DE LÍQUIDOS DE ALTA RESOLUCiÓN) 

La identificación y cuantificación se realizó a través de un cromatógrafo de líquidos 

serie 250 con bomba isocrática LC 250 y un loop de 20¡.tL Perkin-Elmer, utilizando 

una columna C-18 Prodigy 500S 250X4 60 mm y 5 micrones. Un detector 

programable UV Waters, 486 operando en la reglón UV a 279 nm, un Integrador 

personal modelo 10205. La fase móvil o eluyente utilizado fue Agua:Metanol grado 

HPLC, en proporción 70:30 respectivamente (Rahouti, 1989). El agua utilizada fue 

acidificada con 1 % de ácido acético glacial para después ajustarla a un pH=4 con 

NaOH al 10% y ser filtrada a través de un sistema de filtración Millipore con 

membrana de 0.45 micras de acetato de celulosa. La fase móvil se desgasificó en 

un sonlcador Brasonic Ultrasonic Cleaners modelo 2210 durante 20 minutos. El 

flujo fue de 1.0 ml/min. El volumen de muestra inyectada fue de 20 ¡.tI. La columna 

C-18 fue calentada con una mantilla eléctrica hasta alcanzar una T =34-38 oC y 

una presión en el cromatógrafo entre 2600-2700 psi. Al final de las inyecciones, la 

columna se lavó con la misma fase móvil. 

Curvas de calibración 

Se realizaron dos curvas de calibración, una para el ácido ferúlico y otra para la 

vainillina bajo las condiciones antes mencionadas. Se manejaron 5 y 7 

concentraciones respectivamente; para el ácido ferúlico se manejaron 5, 4, 3, 2 Y 1 

¡.tg/ml y para la vainillina 5, 4, 3, 2, 1, O 5 Y 0.25¡.tg/ml, inyectándose cada 

concentración por triplicado. 
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Metodología Experimental 

Cuantificación de ácido ferúlico en nejayote, bagazo de caña y pulpa de café 

Preparación de la muestra 

A partir de la extracción ylo recuperación se obtuvo un sólido amarillo-café, el cual 

se disolvió en 3ml de metanol grado HPLC. 

Inyección de la muestra 

A partir de la disDlución del extracto, se tomó una alicuota de 0.1 mi y se aforó a 

10ml con metano!. La inyección de estas muestras se hizo a partir de la solución 

aforada. El volumen inyectado fue de 20~L. 

Una vez que se obtuvieron al menos dos repeticiones de cada muestra, se 

incluyó en la siguiente inyección un patrón interno de ácido ferúlico, con la 

finalidad de rectificar el tiempo de retención de este compuesto en el gráfico. Se 

tuvieron como mínimo 2 repeticiones por muestra. 

Cálculo de la concentración 

Una vez que se obtuvieron los tiempos de retención para el ácido ferúlico, se 

determinaron las áreas correspondientes y a través de la ecuación de la curva 

patrón para el ácido ferúlico, se extrapolaron las áreas, obteniéndose una 

concentración, multiplicándo después por los factores de dilUCión se obtuvo la 

concentración real. 
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Metodología Experimental 

Cuantificación de la vainillina como producto de la biotransformación y del 

ácido ferúlico como sustrato de ésta 

Preparación de la muestra 

En cada tiempo de monitoreo en la fermentación, se sustrajeron aproximadamente 

2 mi del medio de cultivo, los cuales se filtraron a través de un filtr miHipore de O 2 

~m con la finalidad de eliminar los microorganismos presentes en la muestra. 

Inyección de la muestra 

En el caso del medio de cultivo que sólo contiene el ácido ferúlico como fuente de 

carbono la inyección fue directa, es decir, no hubo la necesidad de hacer dilución 

En cambio para el medio de cultivo que contiene glucosa y ácido ferúllco 

como fuentes de carbono se tomó una allcuota de 0.1 mi y se aforó a 10 mi con 

agua des ionizada, microfiltrada y destilada. El minimo de repeticiones fue de 2 por 

cada muestra y el volumen inyectado fue de 20¡¡L. 

Estas muestras también fueron inyectadas con un patrón interno para cada 

unos de los compuestos, teniéndose como mínimo 2 repeticiones por muestra. 

Cálculo de la concentración 

Se identificaron los tiempos de retención para cada compuesto y su respectiva 

área. Utilizando la ecuación correspondiente para cada compuesto, se extrapoló 

en cada una de las curvas patrón el área y se obtuvo una concentración, la cual 

se multiplicó por los factores de dilución en caso de existir para obtener finalmente 

la concentración real de vainiHina y ácido ferúlico. 
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Resultados '1 Discusión 

Resultados y Discusión 

Obtención del ácido ferúlico a partir de! bagazo de caña y pulpa de café 

Para la obtención del ácido ferúlico se utilizaron dos condiciones de hidrólisis, una 

ya se había utilizado para extraer este compuesto a partir de suelo (Guenzl y 

McCalla, 1966) y ia otra se probó para extraerlo a partir de maiz (Classen, 1989). 

Estas dos condiciones se tomaron como referencias, sin embargo, la metodología 

no fue la misma. Se vario la concentración de aleali y el tiempo de hidrólisis, con el 

fin de obtener condiciones experimentales de acuerdo a los sustratos que se 

utilizaron y en miias de poder escalar ei procedimIento. 

Obtención del ácido ferúlico a partir de bagazo de caña 

En la Tabla 4 se observa que la cantidad de ferúlico extra ido fue mayor utilizando 

NaOH 4M en un periodo de 15 minutos que con NaOH 1M durante 24 horas. 

Desde un principio se descartó la hidrólisis ácida, ya que la nixtamalización es una 

hidrólisis alcalina del grano y no una hidrólisis ácida, además de que los 

rendimientos reportados son muy bajos. No existe una referencia para comparar 

con los datos obtenidos, ya que no se han hecho estudios del bagazo de caña 

como fuente para la obtención de ácido ferúlico. 

Se ha estudiado la melaza de caña como una fuente del ácido ferúlico, 

encontrándose que este compuesto puede estar presente en una proporción de 

hasta 4.7 % (Guillan F., Thibault J-F. 1989). 

Por otro lado, según informes de la SAGAR, en el año 2000 la producción 

de caña de azúcar fue de 29,098,114 miles de toneladas, de las cuales sólo un 

20% o menos se transfomna en azúcar, quedando alrededor de 23,278,491 miles 

de toneladas como residuo agroindustrial. Si nosotros extrapolamos los resultados 
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Resultados y Discusión 

Resultados y Discusión 

Obtención del ácido ferúiico a partir del bagazo de caña y pulpa de café 

Para la obtención del ácido ferúlico se utilizaron dos condiciones de hidrólisis, una 

ya se habia utilizado para extraer este compuesto a partir de suelo (Guenzl y 

McCalla, 1966) y la otra se probó para extraerlo a partir de maiz (Classen, 1989) 

Estas dos condiciones se tomaron como referencias, sin embargo, !a metodologia 

no fue la misma. Se vario la concentración de alcali y el tiempo de hidrólisis, con el 

fin de obtener condiciones experimentales de acuerdo a los sustratos que se 

utilizaron y en miras de poder escalar ei procedimiento. 

Obtención del ácido ferúlico a partir de bagazo de caña 

En la Tabla 4 se observa que la cantidad de ferúlico extra ido fue mayor utilizando 

NaOH 4M en un periodo de 15 minutos que con NaOH 1 M durante 24 horas. 

Desde un principio se descartó la hidrólisis ácida, ya que !a nixtamalización es una 

hidrólisis alcalina del grano y no una hidrólisis ácida, además de que los 

rendimientos reportados son muy bajos. No existe una referencia para compara r 

con los datos obtenidos, ya que no se han hecho estudios del bagazo de caña 

como fuente para la obtención de ácido ferúlico. 

Se ha estudiado la melaza de caña como una fuente del ácido ferúlico, 

encontrándose que este compuesto puede estar presente en una proporción de 

hasta 4.7 % (Guiilon F., Thibauit J-F. 1989). 

Por otro lado, según infonmes de la SAGAR, en el año 2000 la producción 

de caña de azúcar fue de 29,098,114 miles de toneladas, de las cuales sólo un 

20% O menos se transfonma en azúcar, quedando alrededor de 23,278,491 miles 

de toneladas como residuo agroindustrial. Si nosotros extrapolamos los resultados 
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Resultados y Discusión 

y los llevamos a gran escala, tendríamos que se podrían obtener alrededor de dos 

toneladas de ácido ferúlico provenientes de este residuo. Sin embargo esta 

cantidad no es considerable, ya que sólo se obtuvo un O 003% de ferú!ico, en 

cambio, en las melazas el porcentaje es mucho más alto, pudiéndose considerar 

como una mejor fuente de extracción de este compuesto. 

Obtención del ácido ferúlica a partir de pulpa de café 

En la Tabla 4 se puede observar que la cantidad de ácido ferúlico extraida fue 

mayor utilizando NaOH 1 M durante 24 horas que la cantidad obtenida con NaOH 

4M durante 15 minutos. De hecho se observa un incremento tres veces mayor. 

No existen datos o referencias de la utilización de este residuo como una 

fuente de ácido ferúlico. Según infomnes de la SAGAR la producción de café en el 

año 2000 fue de 1,985,866 miles de toneladas. Dicho peso se refiere al grano de 

café en su forma comerciable, sin embargo, este dato es aproximadamente el 

30% del peso total del café, ya que durante el proceso para obtener el grano se 

desecha alrededor de un 70% de su peso, incluyendo la pulpa, mucilago y las 

mismas cascarillas del café, generando así, alrededor de 6,619,533 miles de 

toneladas de residuos, de los cuales se podrían extraer alrededor de 139 kg de 

ácido ferúlico. Por esta cifra, la pulpa de café tampoco se podría considerar como 

una fuente potencial de ácido ferúiico. 

Ahora bien, si nosotros comparamos la cantidad de ácido ferúlico extraídos 

del bagazo de caña y de la pulpa de café, podemos ver el primero contiene mayor 

cantidad de ferúlico, y que dicho compuesto se puede extraer a través de una 

hidrólisis con una concentración de álcali mayor durante un tiempo relativamente 

corto y una temperatura elevada. 
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I 

Sustrato Concentración Temperatura Tiempo Concentración 

NaOH de ácido 

ferúlico (9/9 

muestra) 

Bagazo de 4M 
I 

105'C 20 minutos 000009 

1 

, 
I caña I 

Bagazo de 1M 25'C 24 horas 0.000000048 

caña , 
Pulpa de café 4M 105'C 20 minutos 0.00001 

I 
Pulpa de café 1M 25'C 24 horas 0.00003 

Tabla 4. Extracción del áCido ferúlico a partir de bagazo de caña y pulpa de café 
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Evaluación de los diferentes métodos de recuperación del ácido ferúlico a 

partir de nejayote 

La recuperación del ácido ferúlico a partir de nejayote se hizo a través de tres 

diferentes métodos: una columna de carbón activado, la adición de carbón al 

nejayote y una extracción orgánica con acetato de etilo. En la siguiente tabla se 

muestran los resultados obtenidos. 

Método Cantidad de ácido ferúlico (gramos/litro) 

Columna de carbón activado 0.6397 

Carbón revuelto 0.4265 

Extracción orgánica 0.5077 
.. .. 

Tabla 5. Comparaclon de los diferentes metodos utilizados para recuperar el 
écido ferúlico a partir de nejayote 

Se observó que utilizando una coiumna de carbón activado se obtuvo una mayor 

cantidad de ácido ferúlico debido a que el empaquetamiento de la columna 

permite que haya una absorción del ácido reduciendo pérdidas. La extracción 

orgánica tiene que realizarse en cualquiera de los dos procesos donde se utiliza 

carbón activado, por tanto, si se comparan los rendimientos de los métodos con 

carbón activado y la extracción orgánica se observa que ésta última es mejorada 

en rendimiento sólo por la columna de carbón activado; es decir, de cualquier 

manera la extracción orgánica es imprescindible asi que el rendimiento mejora 

solamente a través de fa columna de carbón. 
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Resultados y Discusión 

Se monitoreó la cantidad de carbón activado necesaria para absorber una 

cantidad conocida de ácido ferúlico por lo que se determinó la cantidad de carbón 

activado necesaria para absorber el ácido ferúlico presente en el nejayote Así se 

obtuvo que 6 gramos de carbón por litro de nejayote aseguraba la completa 

absorción de ácido ferúlico por parte del carbón activado, 

A manera de eficientar el proceso de recuperación del ácido ferúlico ya sea 

a partir de nejayote o a partir de la extracción del mismo, un factor importante que 

se consideró fue el pH, ya que es necesario acidificar las aguas colectadas para 

que el ferulata (que es la forma en que se encuentra el ácido ferúlico a pH 

alcalino) pase a ácido ferúlico, A través de HPLC se determinó la cantidad de 

ácido ferúlico presente en el nejayote a diferentes pH, Se utilizaron diferentes 

valores de 'pH: 2,3,4,5,6 y 7, encontrándose que la mayor concentración de ácido 

ferúlico se obtenía a un pH de 4, 

Si nosotros comparamos el rendimiento del nejayote contra el del bagazo 

de caña o la pulpa de café, podemos observar que la mejor fuente para la 

obtención del ácido ferúlico es el nejayote, teniendo por si mismo otra ventaja 

sobre los otros sustratos y esta es el que no es necesario que se haga la hidrólisis 

del maíz ya que en el proceso de nixtamalización se lleva a cabo; teniéndose en 

las aguas residuales de este proceso el ácido ferúlico como un subproducto 
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Resültados y Discusión 

Aislamiento de las cepas a partír de nejayote, bagazo de caña y pulpa de 

café. 

Se aislaron 4 diferentes microorganismos en un medio con ácido ferúlico como 

única fuente de carbono, de los cuales, tres fueron hongos filamentosos y unO fue 

levad ura. En la Tabla 6 se muestran las características de cada uno de los 

microorganismos aislados en Medio 11. 

Microorganismo Características de! Características en Medio 11 

crecimiento en Medio 11 sólido. 

líquido. 
I 

Hongo filamentoso Se observaron pelets de color Hongo filamentoso color gris. 

café, pequeños y compactos, 

los cuales formaban un halo de! 

mismo color alrededor del 

matraz. 

I 

i 

I 

Hongo filamentoso Se observaron pelets de color Hongo filamentoso color verde-I 

café muy bien definidos, de pardo 

tamaño regular, formaron una 

estela en el medio de cultivo y 

un halo de! mismo color 

alrededor del matraz 

Hongo filamentoso Se observaron pelets de color Hongo filamentoso color verde 

café, son muy pequeños y no hoja 

son uniformes ni compactos, 

I hubo aglomeración de los 

pelets para formar un agregado 

i más largo 

Levadura ¡ Se obseJVa el crecimiento por Levadura color rosa, con 

¡la turbidez del mediO de cultivo consistenCia cremosa, forma 

colonias de tamaño regular. 

Tabla 6. Caractenstlcas de los microorganismos aislados a partir de nejayote, 
sembrados en Medio 11 (giL) NH4CI, 1; MgS04, 0.13; KH2P04, 3; NaHP04, 6; 
ácido ferúlico 0.5 (TurnerJ.A, Rice E.L., 1975) 
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Resultados y Discusión 

Se eligió trabajar con la levadura básicamente por dos motivos' 1) el tiempo de 

crecimiento que presenta una levadura es menor al de un hongo, por tanto el 

tiempo de fe¡mentación se ve disminuido; 2) la seguridad toxicológica de los 

prod uctos de la biotransformación, ya que se considera a la mayoria de las 

levaduras como GRAS, asegurándo asi una baja toxicidad en los procesos en que 

participan, teniendo un bioproducto no tóxico. 

Bíotransformaciones utilizando el microorganismo aislado 

Una vez elegida la cepa, ésta se hizo crecer en el Medio 11 yen el Medio Minimo 

Estándar, encontrándose que en el Medio 11 el crecimiento de la levadura era 

mayor, indicado principalmente por la turbidez del mediO. 

Se probaron dos condiciones de crecimiento, en la primera la cepa se hizo 

crecer en un medio rico en glucosa durante 48 horas y cumplido este tiempo se le 

adicionó el ácido ferúlico, la segunda condición fue el crecimiento de la cepa en un 

medio rico en glucosa durante 24 horas para después ser incorporada a el Medio 

11 con ácido ferúlice cerno única fuente de carbono. 

• Curvas de calibración del ácido ferúlico y de la vainillina 

Se tomó como referencia una concentración máxima de 5"glml, ya que esta es la 

concentración inicial según la formulación del medio de cultivo. por lo que es la 

concentración máxima que puede alcanzar la vainillina. Las concentraciones de 

vainillina varian entre los 5"g/ml hasta los O.25¡.tg/ml, escogiéndose para la 

vainillina concentraciones más pequeñas que pudieran ser detectables en el 

HPLC. 
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Resultados y Discusión 

Cuantificación de la vainillina como producto de la biotransformación a 

partir de ácido ferúlico 

Una vez realIzadas las biotransformaciones se obtuvieron [os siguientes 

resultados: 

a) Para el caso de la biotransformación realizada en un Medio II con 

glucosa, los datos son los siguientes. 

Tiempo de fermentación Concentración de Concentración de ácido 

(horas) vainillina (!lg/ml) ferúllco (!lg/ml) 

O -------------- 7.5070 

5 0.00367 5.4753 

10 0.05507 3.4482 

19 0.00615 0.9342 

24 0.00758 0.8850 

31 0.00903 0.5957 

36 0.00372 0.6545 

45 0.03265 0.2426 

50 0.02376 0.4388 

55 0.04022 0.2206 
.. . . . . .. . . .. 

Tabla 7. Concentraclon de valnllllna y desapanclon del aCldo feruhco durante la 
biotransformación en un Medio 11 con glucosa 
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Resultados y Discusión 
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Figura 9. Curva de aparición de vainillina y desaparición de ácido ferúlico durante 
la biotransformación en un Medio 11 con glucosa 
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Resultados y Discusión 

Se observó que la mayor producción de vainilla se alcanza en el tiempo 3, esto es 

a las 10 horas de iniciada la biotransforrnación a partir de este momento hay un 

descenso en la concentración de valniHina hasta que se incrementa nuevamente a 

las 45 horas y posteriormente a las 55 horas. La cantidad de biomasa presente en 

las 10 horas de fermentación fue de 9.1 OE6 UFC/ml. 

Durante el descenso marcado, en los cromatogramas del HPLC aparecen 

otros picos representativos que no corresponden a la vainillina. Estos otros 

posibles compuestos podrían ser ácido vainillico o alcohol valnillico (Muheim A y 

Lerch K., 1999; Narbad A, Gasson M.J., 1998) 

La curva de la concentración del ácido ferúlico va en descenso todo el 

tiempo, lo ,que indica que el microorganismo está utilizando el ácido ferúlico como 

un sustrato para la biotransformación, rectificándose esto en la aparición de 

vainilla y de otros compuestos presentes en los cromatogramas, sin embargo, 

también podría estar tomándolo como fuente de carbono, sin embargo al termino 

de la fermentación no desaparece totalmente el ácido ferúlico y si aparecen otros 

compuestos. 
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Resultados y Discusión 

Para el caso de la biotransformación donde sólo se utilizó el ácido ferúlicQ como 

única fuente de carbono, se obtuvieron los siguientes datos. 

Tiempo de fermentación Concentración de Concentración de ácido I 
(horas) vainillina Ülg/ml) ferÍJlico (¡.tg/ml) 

O ¡ ---------------- 7.3965 

5 i ---------------- 60994 

10 0.0068 5.1387 

19 0.0043 0.0014 

24 0.0069 0.0058 

31 0.0189 0.0004 

36 0.0038 0.0014 

45 0.0168 0.0024 

50 0.0277 0.0043 

55 0.0113 0.0053 
.. .. 

Tabla 8. Concentraclon de vainilla y de ferullco presentes aurante la 
biotransformación en un Medio 11. 
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Figura 10. Curva de aparición de vainilla y desaparición de ácido ferúlico durante 
la biotransformación en un Medio 11 
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Resultados y Discusión 

En este gráfico se observa que la producción de vainilla es minima. casi nula y el 

consumo de ácido ferúlico es total. La mayor producción de vainilla se obtiene a 

las 55 horas de fermentación, con una biomasa de 8.55E6. Esto se debe a que el 

ácido ferúlico es utilizado únicamente como fuente de carbono, lo que impide que 

haya su biotransformación de una manera significativa, lo que si se observó es un 

crecimiento de la cepa en este medio, se partió de 5.34E7 UFC/ml y se llegó a un 

crecimiento máximo de 1E8 UFC/ml a las 1S horas. A partir de este momento la 

cantidad de microorganismos disminuye, cayendo drásticamente a partir de las 31 

horas que es donde el ácido ferúfica presenta las concentraciones más bajas. 

Si comparamos las dos condiciones bajo las que se realizaron las 

biotransformaciones se deduce que si la biotransformación se lleva a cabo 

teniendo a la cepa 48 horas en crecimiento con glucosa se obtienen mejores 

rendimientos de producción de vainillina. Se obtiene el doble de la cantidad de 

vainillina que en el Medio II y en menos de la mitad del tiempo. Es decir, en 10 

horas de biotransformación se obtiene la mayor cantidad de vainillina en un Medio 

11 con glucosa. 
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Conclusiones 

Conclusiones 

Se logró realizar la extracción de ácido ferúlico a partir de bagazo de caña y pulpa 

de café, determinándose la cantidad de éste ácido presente en cada uno de los 

residuos agroindustriales. 

A partir del nejayote se cuantificó y recuperó el ácido ferúlico, utilizando tres 

métodos diferentes (columna de carbón activado, la adición de carbón y la 

extracción orgánica), concluyendo que la extracción orgánica es imprescindible, 

mejorándose el rendimiento de ésta sólo si se utiliza la columna de carbón 

activado. Para este objetivo se determinó el pH óptimo de recuperación. 

De los tres desechos agroindustriales utilizados en este trabajo se deriva 

que el que presenta mayor potencial para la extracción de ácido ferúlico es el 

nejayote, teniendo aproximadamente 5,000 veces más cantidad de ácido ferúllco 

que el bagazo de caña o la pulpa de café. Estas dos últimas fuentes no 

representan una fuente considerable para la extracción de este antioxidante. 

Se logró la biotransformación del ácido ferúlico a vainillina con la levadura 

aislada, encontrándose que la cantidad de este compuesto es el doble si la cepa 

crece previamente en glucosa durante 48 horas antes de la adición del ácido 

ferúllco. 

De acuerdo a la hipótesis planteada se puede decir que el ácido ferúlico es 

liberado a través de una hidrólisis, en el caso del maíz, se libera durante la 

nixtamalización; yen ambos casos pudo ser recuperado. 
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Conclusiones 

De este trabajo se desprende la posibilidad de utilizar los residuos 

agroindustriales como una fuente para la obtención de compuestos con un valor 

agregado como sería el caso de la vainillina en un tiempo óptimo. 
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Recomendaciones 

Recomendaciones 

Se sugiere que se analicen otras posibles fuentes de ácido ferú!!co como !o son el 

trigo, el arroz, la avena, el centeno, la cebada y el bambú partiendo ya sea de los 

desechos derivados de estas fuentes o de éstas mismas. 

Se recomienda evaluar los parámetros que intervienen en la biotransformación del 

ácido ferúlico, 

Se sugiere determinar la concentración óptima de ácido ferúlico presente en el 

medio de cultiVO con la finalidad de evitar la inhibición microbiana. 

Se recomienda evaluar los rendimientos de producción una vez que se tengan 

evaluados los parámetros de fermentación. 
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Apéndice 

Curvas de calibración 

Se realizaron dos curvas de calibración, una para el ácido ferúlico y otra para la 

vainillina, manejándose 5 y 7 concentraciones respectivamente. 

En el caso del ácido ferúlico se utilizaron cinco concentraciones: 5,4,3,2 y 1 

flg/ml y para la vainillina se utilizaron siete concentraciones: 5,4,3,2,1,0.5 Y 

O .25j.lg/ml. Cada una de las concentraciones se inyectó por triplicado. 

Para tener las concentraciones manejadas como estándares, se pesaron 

0.05 9 de ácido ferúlico y de vainillina por separado. Cada uno de los reactivos se 

disolVIÓ en agua destilada, desionizada y microfiltrada. Se aforaron a 100 mi cada 

una de las soluciones. 

A partir de esta solución inicial se fueron tomando alicuotas para obtener las 

concentraciones reportadas. La preparación de las concentraciones fueron 

simultáneas a la inyección en el HPLC. 
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La sigUIente tabla muestra las concentraciones que se inyectaron de cada reactivo 

para construir con posterioridad la curva patrón de cada compuesto: 

Compuesto Concentración (¡tg/m[) 

Acido ferú[ico I 5.0 

Ácido ferúhco 4.0 

Ácido ferú[ico i 3 

Acido ferú[ico 2.0 

Ácido ferúlico 1.0 

Vainillina 5.0 

Vaini[[ina 4.0 

Vainillina 3.0 

Vainillina 2.0 

Vainillina 1.0 

Vainillina 0.5 
.. 

Valnl[hna 0.25 

Tab[a 9. Concentración de [os estándares. 
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Figura 8, Curva de calibración de vainillina en una columna C-18 por el método de 
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Figura 9, Curva de calibración del ácido ferúlico en una columna C-18 por el 
método de HPLC, 
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