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La ciencia es un pego, pero un ego con laredlidad, un juego con  los cuchilos

dlilados. S dlguien corta con cuidado una inagen en el frozos, puedes resolver el rome
pecabezas =i puedes colocar las prezas en su sitio, En un juego cierliiico, tu rival es ef
Puen Defior. NG sélo ha dispuesto ef jego, sino fambién las reglas  aunqgue esfas no

sean del todo conocidas, tla dejado la mitad para que b las descubras o las defermires,
Un experirentc €5 la espada templada que puedes empuiiar con éxito contra fos espiri-

tus de la oscuridad, pero que también puede derrotarte vergonzosarente,

L-a incertidumbre radica en cuantas reglas ho creado el propio Dios de forma permanente

y cuanfos parecen provocados por tu  inercia mental; la solucién sélo se vuelve posible
rediante la superacién de este limite. Tal vez esto sealo mds apasionante del  juego.
For que, en fa caso, luchas contra la frontera imaginaria  enfre Dios y 16, una frontera

que quizés no exista,

Emwin Schrddinger
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introduccion

Introduccidn
Un procedimiento que offece diversas ventajas para la obtencidn de sabores
naturales es el uso de la biotecnologia, en el cual participan microorganismos,

cultivos vegetales y enzimas.

Desde que la legislacion de la Comunidad Econdmica Europea incorpord
bajo el términe de productos naturales a2 los derivados de fuentes bioldgicas,
como célutas o sus componentes incluyendo las enzimas, el uso de la
biotecnologla se ha convertido en una alternativa para satisfacer ia demanda de
productos naturales. Entre las ventajas que ofrece la biotecnologia como un
proceso alterno a los procedimientos que se han seguide hasta ahora para
obtener los productos naturales —principalmente de plantas- esté [a independencia
de la agricultura, asi como de pérdidas debidas a las condiciones locales de
produccién (clima, pesticidas, fertiizantes, restricciones legales e inestabilidades
politicas).

Entre los principales saborizantes v aromatizantes utilizados en la industria
atmenticla y farmacéutica esta la vainiliing, de la cual sélo el 0.2% def la que se

encuentra en el mercado es extraida de fuentes botanicas (Berger, 1898).

Uno de los principales sustratos utilizados para la obtencion de vainilliina es
el acido ferdlico, el cual se encuentra principalmente en las paredes celulares de

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

Entre las fuentes estudiadas vy que se reportan come una fuente para la
extraccion del acido ferdlico son el maiz y la melaza de cafia (Guillon, 1988). Sin
embargo existen algunos otros desechos agroindustriales de donde se puede
extraer este compuesto como lo son el bagazo de cafia, la pulpa de café, las

cascarillas de trigo y de arroz, y para el caso especial de México &f nejayote.
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Origenes de la vainilla

Conocida en todo el mundo v valorada por los mejores catadores, la vainilla se
reiaciona originaimente con ia cuifura toionaca, de ia regién de Papantia,
Veracruz. Se dice que el perfumado fruto, Hamado en nzhuatl “flilkochitl”, 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.

Debidc a la conquisia espariola, en 1510 |a vainilla fue intreducida a Europa
—comenzande a peregrinar a Espafia (donde la utilizaban en la confeccion de
perfumes, y también para aromatizar el chocolate como hacian los indigenas
mexicanos) seguida de Inglaterra en 1800, para continuar mas tarde hacia ia
region francesa, flegando 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
afics después que se cultivd en el extranjero, siendo México el (nico abastecedor
de vainilla en este continente.

Charles Morren desarrolld un método artificial de polinizacion de las flores
de vainilla en 1841 fue el primero que pudo producir vainas de vainilla fuera de
Mexico.{ Rao S.R.,2000)

La wainilla, es una orquidea fropical perteneciente a la familia de
Orquidaceas y alrededor de 110 especies han sido identificadas, pero s6lo 3
especies tienen importancia comercial: Vanilla fragrans también conocida como
Vanilla planifolia , Vanilla pompona y Vanilla tahitensis. La especie mas cotizada
es Vanilla planifolia debido a sus caracteristicas (Rac R.S., Ravishankar G A

2000). La vandia planifolia es [z especie responsable del 99% de la vainilla

importada en Estados Unidos (Wilez and Jons, 1892).
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Caracteristicas de la vainillina

La vainilla natural es una mezcla compleja de componentes aromatizantes y
saborizantes provenientes de la vaina de la vainila. Mas de 170 componentes
aromaticos volatiles han sido identificados.

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

de vainiila, en donde se observa que la vainillina ocupa el porcentaje més alto.

Los compenentes gque en mayor medida confieren el sabor a vainilla son:
el Acido vainillico, el alcohol vainillico, el p-hidroxibenzaldehido,
el &cido p-hidroxibenzoico y el p-hidroxibenzilalcohol. Las esfructuras de estos

compuestos se muestran en la Figura 1.

Componente I g/kg (base seca) 7
Vainiina 20 ]
Acido vainillico 1
p-hidroxibenzaldehido 2
p-hidroxibenzil-metil-eter 0.2
Aziicares Totales 250
Grasa 150
Celulosa 150-300
Minerales i 60
Agua 350 B

Tabla 1. Componentes mayoritatios presentes en la vaina de vamilla curada

()
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Figura 1. Estructuras quimicas de los componentes mayoritarios que confieren el

sabor a vainilia.

La vainiliing, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido es uno de los saborizantes mas

comunes utilizado en la industria alimenticia y farmecéutica Es el componente

mayoritario de las vainas de vainilla.
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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 industriz del chocolate,
en vinos y licores, helados, confiterfa, en cigarros y puros, en productos

horneades tales como pasteles, galietas, eic.

Es también utilizado en caramelos vy en café. Es usado como sspecia en

formulaciones de oleorresinas y salsas.

Ademas de ser un antidoto para neutralizar los efectos de Chinorex fleckeri
{medusa), es también utilizade, como componente antifingico e inhibidor del

crecimiento de levaduras en purés de frutas.

En la industria farmaceltica se utiliza principalmente como un ingrediente
en perfumes y cosméticos (Rao, S.R. 2000).
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Comercializacion de [a vainillina y la posicién que ocupa en el mercado

global de los saborizantes y aromatizantes

Aproximadamente 12,000 ioneladas de wvainillina son consumidas
anualmente, donde sdlo 20 toneladas provienen de las vainas de vainilla; el resto
es producido sintéticamente. Aproximadamente, a pariir de 500 kg de vainilla se

obtiene alrededor de 1kg de vainilina, ‘eniéndose gque polnizar alrededor de

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

En el mercado mundial el sabor natural de vainilla alcanza fos 80 millones
de dolares. 1.a vainillina de origen natural es cotizada en 4,000 ddlares el

kiloagramo, mientras que la vainillina sintética alcanza 12 dolares por kilogramo.

Segin ia definicion del Codigoe Estadounidense de Regulanzaciones
Federales un sabenzante natural se define como “ un aceite esencial, olecresina,
esencia o exracto, hidrolizado proteico, destilado de cualquier producto obtenido a2
través de un calentado, asado o un proceso enzimatico, que contenga los
constituyentes saborizantes derivados de un condimento, jugo de fruta, verdura o
su jugo, levadura comestible, hierbas, rafz, corteza, hoja o material similar, carne,
pescado, huevos, aves, productos derivados de la leche o fermentados cuya
funcibn en alimentos es proporcionarle sabor mas que darle un aporte
nutfimental. Un sabor arfificial es definido como cualquier substancia, cuya
funcién es impartir sabor, y su origen no es ninguno de los antes mencionados.
(Whitehead, .M., 1998)
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Fuentes de obtencidn de la vainillina

A partir de Vainilla planifofia

Ei proceso general para la obtencién de la vainilla es el siguiente:
a) Paolinizacidn manual de las plantas de vainilla.
b} Recolectado de la cosecha.
¢} “"Matado”.
d) Sudado
e) Secado.

f) Beneficio.

El proceso convencionat de cultivo de la vainilla requiere de que [a polinizacién
de las flores se realice de manera manual. Este paso es dificit de realizar, ya gue
se requiere de mano de obra especializada y cas! 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 rapidamente y se lleva a cabo
una fermentacién lenta, en donde ocurren reacciones enzimalicas y no
enzimaticas formandose asi, azdcares, fenoles, guininas, pigmentos, vainitina y
otros compuestos aromaticos. En el Secado las vainas quedan con un 20-25% de
humedad. Durante el proceso de curado, la glucovainillina es enzimaticamente
converiido por la glucosidasa en giucosa y en un aidehido de vainilia,

Durante el acondicionamiento de las vainas, éstas son colocadas en cajas
cerradas durante algunos meses, donde definen sus caracteristicas de fragancia
{(Wilez and Jons, 1992).

Existen diversos factores gque condicionan Ia concentracion de los
componentes de la vainilla fales como las condiciones de crecimiento, la nutricidn,

etc. Las vainas curadas de vainilla contienen aziicares, fibras de lignocelulosa,
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acidos organicos, vainillina, fenoles, aceites, resinas, gomas, pigmentos,

minerales, compuestos aromaticos y aceites esenciales.

Los constituyentes que son los responsables del aroma y del saber de la
vainilla son los carbonilos, los alcoholes arométicos, acidos aromaticos, esteres
arcmaticos, fenoles, alccholes alifaticos, lationes arométicos, hidrocarburos
alifdticos, terpencides, helerociclos, etc. Los componentes no volatiies que le

proporcionan el sabor a la vainilla son: taninos, polifenoles, resinas y aminozcidos

libres {(Rao R.S., Ravishankar G.A. 2000).

En la Tabla 2, se muestra ia produccidn de vainitla en los diferentes paises, donde
se observa que México ocupa el tercer lugar junto con China, siendo indonesia el

principal productor de esta vaina

i \._/amil!a Afio
Produccion (Millones de toneladas) 000
China 550
Mundo 5,485
Comoras 180
Guadalupe 40
Indonesia 2,102
Kenya 8
Madagascar 1.815
Malawi 20
México 550
Polinesia Francesa 40
Reunién 30
Tonga 50
Turquia 50
Uganda 40
Zimbabwe 10

Tabla 2. Produccion de vainilla. Fuente: FAO
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A partir de eugenol

Por mucho fiempo, la fuente mas importanie de vainillina fué el eugeno!

{componente mayeritario del clavo), cuyo precio esta en US$5/kg.

Tiemann en 1876 desarrollo ires métodos quimicos para producir vainillina a

patir def eugenal;

a)

b)

El eugenol es isomerizade a isceugenol con hidréxide de potasio en
dietilenglicol. Este es aislado y transformado en su acetato para ser oxidado
La vainillina se aisla después de acidificar ei extracto.

El isceugenol es oxidade directamente a vainillina con pentdxido de
vanadio/Hz20z, reactivo en ter-butit-aicohol.

El eugenol es oxidado con nitrobenceno en una solucién basica de

dimetilsulfoxido (DMSQC) para obtener vainillina.

El eugenol ha sido utilizado también como sustrato en diversas
biotransformaciones; sin embargo es muy toxico para los microorganismos,

causa lisis en la célula, inhibe ef crecimiento y el metabolismo de éstos.
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Biotransformacion de diferentes sustratos

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

de diferentes sustratas. En la Tabia 3 se muestra un listado de microorganismos

capaces de producir vainilla.

Microoganismo —\ Sustrato Producte Referencia
Pycnoperus | Acido ferdlico Vainillina Falconer et al 1994
cinnabarinus

Aspergillus niger Acido ferdlico Vainillina Lesage-Meessen

et al 1996
Pseudomona Acido feriilico Vainillina Toms y Wood 1970
acidovorans
| Corynebacterium |  Acido feralico Vainillina Labuda et al 1993 |
glutamicum
Spirulina platensis Acido feriico Vainillina Ramachandra Rao
et al 1996
Haematococctis Acido ferdlico Vainillina UshaTripathi et eﬂ
pluvialis 1999
Paecilomyces Acido ferdilico Vainillina | Rahouti etal 1989 |
varioftf

Escherichia coli ~ Acido fertlico Vainillina Otuk 1985

Alcaligenes Acido ferillico Vainillina Krishnamghan y
paradoxus Khanna 1594
Strepfomyces Acido fertlico Vainiflina | Sutherland et al
3 setonni [ 1983
! Fomes fomentarius |  Acido fertlico Vainillina Ishikawa et al 195@
! Polyporus Acido fertilico Vainilina Rosazza et al 19‘95J

Tabla 3. Microorganismos utilizados en la bijoransformaciones de diferentes

sustratos para la obtencion de vainillina.
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Microorganismo Sustrato Producto Referencia
Breftanomyces - Acido fertiico Vainiliina Edlin et al 1985
anomalus
Corynebacterium | Eugenol Vainillina Tadasa y Kayahara
glutamicum f 1983
Pseudomonas spp Eugenol Vainillina Rabenhorst 19986
Serralia Eugenot Vainillina ‘t Rabenhorst 1961
Arthobacter Eugenol Vainillina Cooper 1987 |
globiformis
Aspergillus niger Vanilamina Vainiliina Yoshida et al 1697
Escherichia col l Vanilamina Vainillina \ Yoshida et al 1997
Profeus vulgaris m-Metoxitirosina Vainillina Casey y Dobb
{‘ 1992
Stitbene Isoraponina Vainillina ' Hagedorn y
dioxygenasa E Kaphammer 1994
Lipoxigenasa Acido fertlico Vainillina ( Markus et al 1992
Lypoxigenasa Coniferil aldehfdo Vainillina Mane y Zucca
1992
Penicillium Alcohol vainillico Vainillina Fraaije et al 1997 f
simpiicissimum
Pycnaporus Acido vainillico Vainiliina Lesage-Meesen et
cinnabarinuss

al 1097
M

Tabla 3. (Continuacién) Microorganismos utilizados en biotransformaciones de
diferentes sustratos para la obtencion de vainillina.
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Cemeo se pudo observar en la Tabla 3 el principal sustrate para la obtencién de

vainiliina a través de biotransformacion es el 4cido ferdlico.

La vainillina es también un metabolito intermediaric en la degradacion de
una variedad de productos naturales, incluidos los estiibenos, el eugenol y el acido

fertlico (Lomascolo A, 1699).
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Caracteristicas quimico-biologicas del acido ferilico

El &cido ferilico (4-hidroxi-3-metoxi-irans-acido cinamico) fue descrito en 1866
como un componente de Ferule foefida, (Rosazza JPN, 1995); es el mas
abundante acido hidroxicinamico presente en las paredes celuiares de las plantas
(fiyama K., 1999). En la Figura 2 se observa el arreglo molecular que tiene el acido
ferGlico en las paredes celulares del maiz, el cual se encuentra covalentemenie
ligado a polisacéridos por enlaces ester y a compuestos de fa lignina por enlaces

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

Posible unién proteina-polisacarido
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Figura 2. Modele molecular de las paredes celulares del maiz.(Saulnier y
Thibault, 1999)
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Dentro del conjunto de {os acidos cindmicos se encuentran el acido ferdlico
y el 4-acido cumarico los cuales seon liberados durante la extraccién de la lignina.
En la figura 3 se observan los enlaces eter o ester con los que esta unido el acido
ferdlico a la lignina v la manera en que forma puentes diester-eter enire los
polisacaridos

Enlace eter

Enlace ester

Ester de acido
hidroxicinamico

]
3,
6{' Eter de acido
S hidroxicings
. : Cinafmico
LR
Puenie de

acido fertlico

l_:’uente diester-ater de
acido dehicrodiferdlica

!?uente diéster de
acido dehidrodiferdaico

O p-cumaroin 1 @ ferulop

= dehidrodiferuloif

Figura 3. Esquema del arreglo molecular del acide ferllicc y ofros acidos

hidroxicinamicos en la lignina.
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importancia vy utilizacion del acido ferilico en la industria alimenticia y
farmecéutica

El acido fertilico es utilizado como antioxidante natural en alimentos, es un
ingrediente activo en icciones 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 oxigenc. A este compuesto también se la
ha asociado con actividades antihepatoxicas, antitumorales, antiestrogénicas vy
antimicoticas. Ademas, el acido ferllico es utilizado en una gran cantidad de
suplementos alimenticios, tales como los complejos vitaminicos y productos
naturistas {(Kroon P.A_, Williamson G. 1998).

Hay un sustancial intetés en el potenciai del acido ferdlico por ia
produccion biotecnolégica de la vainillina, uno de los principales saborizantes v

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

En plantas, el acido ferllico es precursor de una gran variedad de
compuestos antimicrobianos, moléculas receptoras de senales y fitolexinas las
cuales tienen un papel importante en las respuestas de defensa de la planta
(Gasson, M.J., 1888 ).

El acido ferdlico junto con el acido p-cumérico retardan la captura de iones
y la sintesis de proteinas en plantas, inhiben la germinacion de la semilla y los
productos de degradacion de éstos retardan el crecimiento de patdégenos en
plantas. Se demostré gue los &cidos fendlicos retardan el crecimiento de una

variedad de organismos comprendidos en ef ciclo del nitrégeno (Turner, 1875).

Si acide ferllico es adicionado al suelo, existe un incremento en el
desprendimiento de CO2 (Turner, 1975).
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En algunos estudios que se han realizado sobre el maiz, 1a resistencia de
algunas poblaciones ante plagas esta en relacion a la concentracion de los acidos
fendlicos en el pericarpio, encontrandose dichos acidos en mayor cantidad en los
maices que no son tan susceptibles a las plagas. Se ha sugerido por tanto que la
cantidad de acido ferdilico esta relacionado con la susceptibilidad o 2 ia resistencia

que tiene el maiz ante plagas (Classen, D., 1890).

Classen a fravés de microscopia fluorescente reportd gue los Acidos
fenslicos se encuentran en mayor cantidad en el pericarpio (la parie externa de la
cubierta del grano) que en el endospermo. Este Gitimo estudio corrcbora ia funcion

de los compuestos fendlicos en la resistencia del maiz ante plagas

Fuentes de! cido ferglico

Gramineas como fuente de dcido fertlico

Gramineae (Poaceae, gramineas), constituye una familia cosmopolita con unos
500 geéneros y tal vez unas 8,000 especies. Pertenecen al orden Juncales en Iz
clase Commelinidae. Probablemente es la familia individual méas importante de
plantas desde el punio de vista de consumo humano. El trigo, el aroz, el maiz, la
avena, el centeno, la cebada, la cafia de azicar y el bamb( son ejemplos de

gramineas importantes para el hombre (Cronquist, A 1887)

El acido ferdlico se encuenira aproximadamente en un 2% en las cascarillas
del grano de maiz. En 1980 cerca de 8 mil millones de bushels (35.273 L) de maiz
fueron cosechados en Estados Unidos, los cuales produjeron 1 mil millones de
libras de acido feriilico como materia prima para biotransformaciones (Huang et al
1983).
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En monocotitedoneas, como e maiz, e acido ferdlico esta esterfficado ai carbono
5 del grupc hidroxilo de algunos residucs de pirancsas, de arabinos y de
arabinosas (Hartley et al 1980).

En dicotiledoneas, el acido ferliico estéd esterificado al carbone 2 del grupo

hidroxilo de los residuos de galactopirancsas de la pectina (Ralet et al 1994).

México, produce una gran cantidad de maiz, segin los reportes de Ia
SAGAR en el afio 2000 se produjeron 19,240 miles de toneladas en un drea
equivalente a 8 millones de hectareas. Debido a que la produccién nacional es
insuficiente para satisfacer las demandas de maiz, también se importa una gran

cantidad de éste, alrededor de 4.7 millones de toneladas en 1898,

Existen diversas maneras en que el maiz es consumido, entre las que se
encuentran: harina para tortilla, que abarca el 18% de la produccion nacional; Maiz
destinado a la elaboracion de la tortilla, alcanzando un 17%; el consumo rurat
equivale a un 12%; Como base de alimentos equivale al 40% y otras formas de

consumo equivale al 13%.

Cabe senalar que [a produccion de maiz en nuestro pais no es homogénea
geograficamente, en el Oeste se produce el 12% de [a produccion nacional,
seguida de la region Noreste que aporia el 14%. La reqidn Sureste a
y finalmente el Centro de la Repiblica aporia el 49% En el periodo Primavera-
Verano se obtiene el 86% de la produccion nacional y el 14% se cobtiene durante

Otono-invierno,
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La cafia de azlcar, como ya se menciond es una graminea, perfeneciente al
génerc Saccharum Officinarum, tiene de 2 a 5 metros de altura con ialios sodlides,
alrededor de un decimetro de didmetro y se puede obtener hasta un 20% de
azlcar en peso. ta produccion de cafia de azticar en el afo 2000 fue de
28,098,114 miles de toneladas.

El café, es una angiosperma (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 producter de cafe.
después de Brasil, Colombia, Indonesia y Vietham. 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 supetficie de 690 mil hectareas, en doce estados de la
Repiiblica. La produccion tofal en México en el afios 2000 fue de 1,985,866 miles
de foneladas.

En México, el café es producido por cerca de 300 mil productores,
agrupados en 18 organizaciones (SAGAR,2001).
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Extraccidn del acido ferilico a partir de gramineas

Debido a el arreglo molecular gue tiens el acido ferllico en las moléculas de
lignina, se ha determinado que a través de una hidrdlisis de los enlaces ésteres se
puede liberar el acido feriilico. Existen 3 lipos de extracciones, las cuales se

describiran a continuacion.

Hidrélisis alcalina

La hidrdlisis alcalina consiste en colocar el grano en un contenedor y adicionarle
NaOH 2M. Dicho contenedor se mantiene en agitacion y es acidificade hasta un
pH=2 con HCI| . La mezcla es centrifugada y el sobrenadante es sometido a
extracciones con acetato de etilo. Las fases organicas se recolectan para
posteriormente evaporar &l disoivente y obtener el acido fertilico. Los rendimientos
varian segun el ttempo de hidrolisis, reportandose 199-443 pg/g en 4 horas y 113-

1194 pg/g para 18 horas (Classen, J.T., Arnason, J.A., et al).

Hidrélisis acida sequida de una hidrdlisis enzimatica

Este tipc de hidrolisis comienza con un hidreiizado con H2SQ4 0.2N en un bafio
de agua. Ei recipiente es enfriado; se adiciona una suspension de amilasa fungica
en acetaio de sodic acuoso. La mezcla es incubada y centrifugada. Los acidos
fenolicos son extraidos con acetato de etilo. E| extracto es secado con suifato de
sodio anhidro y concentrado en un rotavapor. (Pussayanawin, Wetzel, 1987) EI

rendimiento de esta técnica es de 37416 ug/g.
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Bictransformacion del acido ferulico a vainiilina

Existen diferentes alternativas para la biotransformacién del acido fertlico, tales
como la utilizacidn de bacterias, hongoes, tejidos vegefales y levaduras. Sin
embargo entre las biotransformaciones mas relevantes y que producenr vainifina

como un bioproducto estan las bacterias y algunos hongos.

Tomando un ejemplo de una biotransformacidn utilizando Acido ferldico
como sustrato se encuentra aquélla realizada por Sfreptomyces setonii {Figura 4).
la cual acumula vainillina como el principal producto en el metabolismo del acido
ferdiico (Muheim, 1989).

Otro ejemplo de 'a biotransformacion de! acido ferdlice (Figura 5 es ta que
se observa con Pseudomona fluorescens. La presencia de fa CoASH, MgCle y
ATP permiten que esta bacteria pueda hacer Ja conversion. Se ha encontrado que
esta bacteria puede convertir hasta 18% de acide ferdfico en vainilina (Narbad
1998).

Para el caso de Escherichia coli, la ruta metabolica es muy similar a la
propuesta para Pseudomona, de acido fertlico pasa a vainillina, ia cual puede ser
oxidada a 4cido vainillico y finalmente este Gtimo puede pasar a zcido
protocatecuico.

El metabolismo oxidativo de compuestos ha atraido la atencion. Coma
resultade de atague bacterianc los compuestos aromaticos son oxidados
produciendo compuestos tales como ia vainillina (Otuk, 1985).

Se ha probado también la combinacion de dos hongos filamentosos.
Aspergillus niger y Pycnoporus cinnabarinus. En un primer pasc A niger
transforma el acido ferdlico en acido vainillico v en un segundo paso el acido

vainillico es reducido a vainillina por P. cinnabarinus {Lesage-Messen et al 1898)
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COOH COOH
HO S
= CHO OOR 3}
5
EN A et r OMe
| g } —_—— —— OH
L =
OMe OMe i OMe OMe Guayacol
OH OH OH OH
Acido fertlico  Acido B-Hidroxihidroferilice ¥ ainilina Acido \ OOH
Vainillico
OH
CH,OH
OH
Acido 3.4-dhidroxibenzoico
OMe
H
Alcobel vamffico

Figura 4. Ruta metabdlica propuesta para el microorganismo Streptomyces
setonni.(Muheim A. y Lerch K., 1899).
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#
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Figura 5. Ruta propuesta para el metabolsma del acido ferdlico en Pseudomona
fluorescens AN103. {Narbad A., Gasson M.J., 15698)
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Importancia y ventaias gue posee fa bioctransformacion para obtener

vainillina natural sobre procesocs convencionales

Las piantas han sido, hasta ahora, 'as principales fuentes para la extraccion de
sabaorizantes, medicamentos, compuestos aromaticos, efc. Existen, sin embargo,
varios inconvenientes como lo son las variaciones climaticas y de estacién gz las
gue estan sujetas las plantas, erfermedades de las mismas; la extraccién de los
compuestos de interés no siempre es sencilla y muchas veces estédn en bajas

conceniraciones.

Es por ello que se ha creado la necesidad de desarrollar nuevas
alternativas para la produccion de estos compuestos de interés. 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 biotransformacion para la obtencién de la vainiliina estan la satisfaccion de la
demanda por 2 vainillina natural, no se requiere de condiciones drasticas como
temperatura o algln agente quimico para la obtencion del producto, es un método

que tiene variables que pueden ser controladas.



Objetivos

OBJETIVOS

Generales

Establecer un métode de recuperacion y/o extraccién del &cido ferdlico a partir

de nejayote, bagazo de cafia y pulpa de café.

Realizar la biotransformacion del acido fertlico.

Particulares
Comparar ef rendimiento de extraccién del acido ferulico provenente del
nejayote, utilizando una columna de carbén activado, la adicién del carbén al

nejayote y la extraccién organica.

Determinar ef pH Optimo durante el proceso de recuperacion a fin de extrasr la

mayor cantidad de acido ferdlico.

Comparar los rendimientos de extraccién del Acido ferdlico a partir del bagazo
de cafia y la pulpa de café.

del &cido ferdlico en presencia de una levadura.

Comparar los rendimientos de produccién de vainillina en dos medios de
cultivo diferentes, uno utilizando glucosa como fuente de carbono vy &cido
fertlico como sustrato para la biotransformacian; conira un segundo en donde
solamente se utilice el acido ferdlico como fuenie de carbono y sustrato para la

biotransformacion.
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Hipotesis

HIPGTESIS

El acido ferllico se encuentra en jas paredes celulares de las gramineas y de casi
todas las plantas, éste puede ser liberado de las paredes celulares a través de

una hidrolisis, por tanto, si ésta se realiza, se podra exiraer este compuesto.

Al calentarse el maiz en presencia de 1% de cat (Oxido de calcio) -proceso
de nixtamalizacion- se lleva a cabo una hidrolisis alcalina, por lo gue se podra
recuperar acido ferllico a partir de las aguas residuales provenientes de la

elaboracién de maiz nixtamalizado.
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Metodologia Experimental

NEJAYOTE
Recuperacién del acido ferilico a partir de nejayote ufilizando acetato de

etilo

Se coloch 1L de nejayote, procedente de un molino de nixtamal |, en un vaso de
precipitado y se adiciond HCL concentrado hasta obtener un pH=4 (8 mi acido/L
nejayote) con el objetivo de acidificarlo y recuperar el acido ferllico. El nejayote
se filtrd al vacio, con un dispositivo que consistié én un mechero Buchner con un
papel filtro Watman No.4 del tamanfo exacto del diametro 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 elimmar las cascarillas y la biomasa proveniente de la hidrohsis
del maiz durante la nixtamalizacién. Se realizo la extraccién organica del acido
ferdiico con Acetato de Etilo a través de un embudo de separacion, la relacidn del
nejayote/disoivente fue de 4:1. De la extraccién se obtuvieron dos fases, la fase
orgéanica y la fase acuosa. Se concentrd la fraccién organica en un rotavapor Buchi
waterbath B-481 con una temperatura del bafio de 60°C y 150 rpm (Véase figura
7
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BAGAZO DE CANA Y PULPA DE CAFE

Obtencién del acido ferdilico a partir de bagazo de cana y pulpa de café

Hidrolisis alcalina con NaOH 1M del bagazo de caria v ja pulpa de café a 25°C,

durante 24 horas

Se colocaron 25 gr de la muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, se
adicionaron 100 mi de NaOH 1M y se dejd en agitacion durante 24 horas
utilizando una pamilla vy agitador meialicos. La mezcla se filtrd después de
conciuida la hidrolisis, a través de un equipo de filtrado al vacio, en el mechero
Buchner se colocé un papel fiitro Watman No.4 del tamafio exacto del diametro de
éste y se adiciond celita seca hasta formar una capa de 1 cm de altura, se hizo
pasar la mezcla de reaccidn. Las aguas filtradas se acidificaron con HCI
concentrade hasta obtener un pH=4 (Bml de acido/100 ml filtrada). Se realzd ia
extraccion organica del acido fertlico con Acetato de Etile a través de un embudo
de separaciOn, la relacion de las aguas filtradas/disolvente fue de 4:1. De la
extraccion se derivaron dos fases, la fase crganica y la fase acuosa. Se concenird
la fraccidn orgdnica en un rotavapor Bichi waterbath B-481 con una

temperatura del bafio de 60°C y 150 rpm.(Véase figura 6).
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Hidrolisis alcalina con NaOH 4M del bagazo de cafia v pulpa de café a 105°C

durante 20 minulos

Se colocaron 25 gr de la muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml v se le
adicionaron 100 ml de NaOH 4M. £l maftraz fue introducidc en una autcclave
Hirayama HA-300 Ml durante 20 minutos a una temperatura de 105°C. Se dejd
enfriar la mezcla de reaccidn y se filird a través de un mechero Buchner con papel
filtro y una cama de celita de 1 cm de altura. Una vez filtrado, las aguas se
acidificaron con HCI concentrado hasta obtener un pH=4 (7 ml| acide/100 mi
filtrado). Se realizd la extraccion organica de! acide ferdlico con Acetato de Etilo a
través de un embudo de separacion, la relacion de las aguas
recolectadas/disolvente fue de 4:1. De la extraccién se obtuvieron dos fases, la
fase organica y la fase acuosa. Se concenird la fraccion organica en un rotavapor
Buchi waterbath B-481 con una temperatura del bafio de 60°C y 150 rpm. (Véase
figura 6).

Deteccidn del acido ferdlico por cromatografia en capa fina

Una vez que se concentraron los exiraclos ofganicos de cada una de las
extracciones y/o recuperaciones, se obtuvo un sélido amarilio-café, el cual fue
disuelto en Acetato de FEtilo (0.5g extracto/Sm! acefato de efilo) Se prepard
también un patrén de acido fertlico pesando 0.1 ¢/3 ml de Acetato de Etilo. En una
placa cromatografica Macherey-Nagel, de silica gel 80 con indicador fluorescente
UVess se aplicd 1 pi de cada uno de ios extractos, inciuido el patrdn, La placa fue
infroducida en una camara reveladora cuyo eluyente fue el par Acetato de
Etilo:Hexano (relacidn 9:1). Una vez completada la elucidn de las muesiras, la
placa se cbserva en una cdmara con una lampara UV-Visible. Las ptacas fueron
aspersadas con con sulfato cérico y/e DPPH para hacer visible la presencia del

acido ferttlico.
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Extraccion del acido ferdlico

Bagazo de cafa |

Pulpa de caf {
e I A, ',,,m [ N
Hidrohsis Hidréhsis .
NaOH 4M ‘ NaOH 1M |
T=105 °C, 1=20 mn, P=0 5 kg/lem t=24 noras :
250 mi NaOH/ 10 g muestra ., 150 ml NaOH/! 10 g muestra

Fiftracton rapida y colecta |
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V=86 mil i ngjayote |

Obtencion del filtrado
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Fig.6 Diagrama general de la extraccién del acido ferdfico a partir de bagaza de
cafia y pula de ¢afé.

29



Metodologia Experimental

Purificacién del acido ferdlico a través de una columna cromatografica

Se prepard una columna cromatografica ufliizando gel de siice 60 Merck 3-70
mallas ASTM con indicador de humedad, la cantidad de gel de silice que se utilizd
fue en funcién de la cantidad de exractc obtenido de la recuperacién y/o
extraccién; la relacion fue de 10 g gel de silice/0.5 g exiracto. Los eluyentes
uitizados fueron Acetatc de Etilo:Hexano (9:1). El extracto seco se disolvic en
acetona, siendo la minima posible { 3 mi/D.5 g extracto). La muestra se secd con
celita para obtener un sélido y permitir que ia muestra se desplazara por la
columna lo mas homongéneamente posible, Una vez que se formd el sdlido se
incorpord a la columna cromatografica. Se hizo desplazar la muestra por Ia
columna con el par de eluyentes, obteniéndose asi ias diferentes fracciones. El
volumen de las fracciones recolectadas oscild entre los 100 y 125 mL.

Se concentraron las fracciones colectadas en el otavapor Bach: waterbath
B-481 con una temperatura del bafio de 60°C y 150 rpm. Se recristalizo el acido
fertfico a partir de las fracciones 2, 3 v 4, que es donde se detectd la mayor
cantidad de ferdfico.

Recristalizacion del acido ferdlico

Una vez que se purificd el acido ferdlico, éste se disuelve en la minima cantidad
de agua caliente {5m¥/0.5g), ya disuelto, se comenzd a evaporar el agua hasta
que el volumen final sea la mitad del volumen inicial (la evaporacion del agua debe
ser lenta y no sobrepasar jos 40°C). Se dejd en reposo durante 24 horas para

obtener asi, los cristales de acido ferdlico.
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Evaluacion de los diferentes métodos de recuperacién del acido ferdlico a

partir de nejayote

Recuperacion del adcido ferdlico a parlir de nejayoie con una columna de carbon

activado

Se colocd 1L de nejayote en un vaso de precipitados y se adicions HCI
concenirado (Bl acido/L nejayote) hasta obtenar un pH=4. Se filtro €l nejayote a
fravés de un equipc al vacio (en el mechero Buchner se colocd un papel filtro
Watman No.4 del tamario exacto del didmetro de éste, se adicionod celita seca
hasta formar una capa de 1 c¢m. de altura). Se prepar®é una columna
cromatografica con Carbén activado: se colocd un tapon de aigodén en la boca de
la columna y se agregod celita (10g/L nejayote) con la finalidad de formar un fittro y
due el carbon activado no saliera de la columna. Se agrego el carbédn activado a la
columna (Bg carbén/L nejayote). El nejayote se hizo pasar por la columna. El
carbén activado se dejd secar y una vez seco, se raspd de la columna y se colocd
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 concenird la fase
organica con un rotavapor Buchi waterbath B481 con una temperatura del bafio
de 60°C y 150 rpm. (Véase figura 7)
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Recuperacién del acido feriilico a parlir de nejayole ulilizandc _una mezela_con

carbdn activade

Se colocd 1L de nejayote en un vaso de precipitados y se adiciond HCI
concentrado {Bml acido/L nejayote) hasta obtener un pH=4. E! nejayocie se fiitro
través de un equipo al vacio. A las aguas colectadas se le agrego el carbdn
activado (6g/L nejayote) y se revolvié con la ayuda de un agitador durante 5
minuics. La mezcla carbdn/nejayote se hizo pasar por un equipe de filtrado al
vacio; en el papel filtro quedd el carbdn activado, se dejd secar para colocarse
después en un cartucho de celulosa y en un sistema de reflujo (Soxhlet) duranie
24 horas. Finalmente la fase organica se concentrd a través de un rotavapor Buchi
waterbath B-481 con una temperatura dei bafio de 60°C y 150 rpm.(Véase figura
7
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Recuperacién del acido fertlico
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SELECCION DE CEPAS A PARTIR DEL NEJAYOTE, BAGAZO DE CANA Y
PULPA DE CAFE

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

pulpa de café

Se tomé 0.1 ml de nejayote y se sembrg en los dos diferentes medios de cultivo
Se pesaron 3 gr de bagazo de cafia v de pulpa de café, y cada uno de los residuos
fue suspendido en agua estéril y homogenizado. A partir de esia suspension, se
fomd una muesira con un asa microbioldgica estérit y se sembraron fos
microorganismos presentes en dos medios de cultivo. Los medios de cultivo
fueron los siguientes: a) Medic Minimo Estandar (g/L) KH2POs, 5; (NH4)250a,1,
MgSQae7 H20, 0.05;FeSCae7 H20 0.005; os elementos fraza fusron EDTAS;
ZnS0:7 H0, 2.2, CaCh, 055 MnChe5H20, 0.5 (NHa)sMorOQos, 0 11;
CuS04e5H20, 0.16; CoClze8H20, 0.16, acido ferdlico 0.5. El MgS04, FeS04 vy los
elementos fraza fueron esterilizados por separado. El acido ferllico fue
esterilizads por filtracion utilizando papel filtro millipore de 45pm de tamafio de
poro (Gasson M.J., 1998). b} Medio Il {g/L) NHsCI, 1; MgSQ04, 1.13; KHz2PO4, 3,
NaHPQs, 8; acido ferdlico 0.5 (Tumerd.A, Rice E.L., 1975). Los medios sélidos

fueron preparades agregando 1.5% de agar.

Purificacién de las cepas aisladas a partir del nejayote, bagazo de cafia vy

puipa de café

Una vez que se obtuvieron las diferentes cepas, se resembraron en el Medio il y
en el Medio Minimo Estandar sélidos, con Ia finalidad de obtener cada una de las
cepas por separado. Se hicieron las resiembras necesarias hasta que se observd

el crecimiento de un solo tipo de microorganismos en diferentes cajas.
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BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO FERULICO UTILIZANDO EL
MICROORGANISMC SE[LECCIONADO

Crecimiento del microorganismo

E! microorganismo se sembré 48 horas antes de la biotransformacion en  agar-
papa-dextrosa {PDAY); transcurrido este tiempo, las colonias se suspendieron en
un tubo gue contenia 30 ml 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
centrifugd en una Centrifuga 3000 Mistral MSE durante 10 min a 2500 rpm. El
sobrenadante fue desechado y las céiulas resuspendidas en 10 mt de agua
estéril, lavandose dos veces. Finalmente fueron resuspendidas en 4 m! de agua
estérii.

Para el caso en el que se utilizo glucosa como fuente de carbono, las
celulas se incorporaron a un Medio Il figuido con glucosa {g/L} NHaCI, 1, MgSQa,
0.13; KH2PO4, 3; NaHPOs, §; giucosa 1.5%; dejandose en incubacion 24 horas

mas antes de adicionarle el acido ferllico.

En el caso en que ef 4cido ferdlico fue la Gnica fuente de carbono, las
céiulas se incorporaron directamente al Medio Il liquido con acide fertlico (g/L)
NH4Cl, 1; MgS0Q0s, 0.13; KHzPQ4, 3; NaHPQOs, 6; acido fertlico 0.5., inicidndose asi

ia bictransformacion de esie compuesto.
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Monitoreo de los productos de la biotransformacion

Se comenzd a monitorear el matraz con Medio Il v ferdlico la formacidn de
vainillina y la desaparicidn de acido fertlico durante 55 horas. Ef monitoreo se
realiz cada 5 horas.

Para el caso del matraz que contiene glucosa una vez pasadas las Uitimas 24
horas en agitacidn, se le adiciond el 4cido ferthco {05g/t) previamente
estentizado y a partir de ese momento se empezd a hacer el menitoreo de la
aparicion de vainiliina y la desaparicion del acido fer(ico durante 55 horas con un
lapso enfre cada muestreo de 5 horas.

Todo el proceso de biotransformacian se hace par duplicado (Véase figura 8).

fMicnitoreo def microorganismo durante la fermentacion

Una vez que se inicid la biotransformacion del cido ferdlico, cada 5 horas se
realizd por el método de plagueo ia cuenta de microorganismos presentes durante
la fermentacién, tomando una alicucta de 1ml y aforando 2 10ml con agua
peptonada al 0.1%. Se realizaron dilucidnes desde 10 = hasta 107, sembrando el
indculo en agar papa dextrosa. Se incubaron las cajas a una T=28-30 °C durante

48 heras. Se contd el nimero de colonias que crecen en cada dilucidn
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Biotransformacion del acido ferdiico
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Fig.8 Diagrama general de la biotransformacion del acido fer(ilico con ta cepa
seleccionada.
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE LA
BIOTRANSFORMACION UTILIZANDO HPLC
{CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUGION)

La identificacion y cuantificacién se realizd a través de un cromatodgrafo de liquidos
serie 250 con bomba isocrética LC 250 y un loop de 20ul Perkin-Elmer, utilizando
una columna C-18 Prodigy 50DS 250X4 60 mm y 5 micrones. Un detector
programable UV Waters, 486 operando en la regidon UV a 278 nm, un integrador
personal modelo 10205. La fase moévit o eluyente utilizado fue Agua:Metanol grado
HPLC, en proporcién 70:30 respectivamente {Rahouti, 1989). El agua utlizada fue
acidificada con 1 % de acido acético glacial para después ajustaria a un pH=4 con
NaOH al 10% y ser filtrada a través de un sistema de filtracion Millipore con
membrana de 0.45 micras de acetato de celulosa. La fase mévil se desgasificd en
un sonicador Brasonic Ultrasonic Cleaners modelo 2210 durante 20 minutos. El
flujo fue de 1.0 mimin. E! volumen de muestra inyectada fue de 20 uf. La columna
C-18 fue calentada con una mantilla elécirica hasta alcanzar una T=34-38 °C y
una presion en el cromatéagrafo entre 2600-2700 psi. Al final de las inyecciones, la

columna se lavd con fa misma fase movil.

Curvas de calibracion

Se realizaron dos curvas de calibracidn, una para el acido ferllico y otra para la
vainiina bajo las condiciones antes mencionadas. Se manejaron 5 y 7
concentraciones respectivamente; para el acido fertlico se manejaran 5, 4,3 2y 1
ugfml v para la vainillina 5, 4, 3, 2, 1, 05 y 0.25ug/mi, inyecténdose cada

concentracién por triplicado.
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Cuantificacion de acido feriilico en nejayote, bagazo de cafia y pulpa de café

Preparacion de la muestra

A partir de la extraccion y/o recuperacion se obfuve un solido amarillo-café, el cuat

se disoivic en 3ml de metanol grado HPLC.

inyveccion de fa rmusstra

A partir de la disolucion del extracto, se tomd una aficuota de 0.1 ml y se aford a
10ml con metanol. La inyeccion de estas muestras se hizo a partir de la solucidn
aforada. El volumen inyectado fue de 20pt.

Una vez que se obtuvieron al menos dos repeticicnes de cada muestra, se
incityG en la siguiente inyeccion un patréon interno de éacido ferdlice, con la
finalidad de rectificar el tempo de retencion de este compuesto en el grafico. Se

tuvieron como minimo 2 repeticiones por muestra.

Calculo de la congentracicn

Una vez que se obtuvieron los tiempos de retencion para el acido ferdlico, se
determinaron las areas correspondientes y a través de ia ecuacion de la curva
patron para el acido ferdfico, se extrapolaron las &reas, obteniéndose una
concentracion, muitiplicanda después por los factores de dilucion se obtuvo ta

concentracion real.
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Cuantificacion de la vainillina como producto de la biotransformacion v del

acido ferdlico como sustrato de ésta

FPreparacién de la muestra

En cada tiempo de monitoreo en la fermentacién, se sustrajeron aproximadamente
2 mi del medio de cultivo, los cuales se filtraron a través de un filr millipore de 0 2

um con la finalidad de eliminar los microorganismes presentes en la muestra.

Inyeccion de la muestia

£n el caso del medio de cultivo que sélo contiene el dcido fertlico como fuente de
carbono la inyeccion fue directa, es decir, no hubo la necesidad de hacer dilucion
En cambic para el medio de cultivo que contiene glucosa y acido fertlico
como fuentes de carbono se tomo una alicuota de 0.1 ml y se aforéd 2 10 mi con
agua desionizada, microfiltrada y destilada. El minimo de repeticiones fue de 2 por
cada muestra y el volumen inyectado fue de 20pk.
Estas muestras también fueron inyectadas con un patrén inferno para cada

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

Célculo de la concentracion

Se identificaron los tiempos de retencién para cada compuesio y su respectiva
area. Utilizando la ecuacion correspondiente para cada compuesto, se extrapols
en cada una de las curvas patrén el area y se obtuvo una concentracion, ta cual
se multiptico por los factores de dilucion en caso de existir para obtener finalmente

la concentracidn reat de vainiliina y acido fertlico.
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Resuitados y Discusion

Obtencién del dcido fertlico a partir del bagazo de cafiz y pulpa de café
h F

Para la obtencion del acido feriilico se utilizaren dos condiciones de hidrdiisis, una
ya se habia utilizado para exiraer esic compuesto a partir de suelo (Guenzi y
McCalla, 1966) v ia otra se probd para exiraerlo a partir de maiz (Classen, 1989).
Estas dos condiciones se tomaron como referencias, sin embargo, la metodologia
no fue la misma. Se vario la concentracion de alcali y el tiempo de hidrélisis, con el
fin de obtener condiciones experimentales de acuerdo a los sustratos que se

utilizaron y en miras de poder escalar ei procedimiento.

Obtencién del acide ferdlico a partir de bagazo de cafia

En la Tabla 4 se observa que la cantidad de ferdlico extraide fue mayor utilizando
NaOH 4M en un periodo de 15 minuios gque con NaOH 1M durante 24 horas.
Desde un principio se descarto [a hidrolisis acida, ya que |a nixtamalizacion es una
hidrolisis alcalina del grano y no una hidrélisis 4cida, ademas 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 caia

como fuente para la obtencidn de acido fertilico.

Se hz estudiado la melaza de cafia como una fuente del acido ferdlico,
encontrandose que este compuesto puede estar presente en una proporcién de
hasta 4.7 % (Guilion F., Thibault J-F. 1988).

Por otro lado, segin informes de la SAGAR, en el afio 2000 la produccién
de cafla de azicar fue de 29,088,114 miles de toneladas, de las cuales sélo un
20% o menos se transforma en azlcar, quedando alrededor de 23,278,491 miles

de toneladas como residuo agroindustrial. Si nosotros extrapoiamos los resultados
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Resultados y Discusién

Obtencion del cido ferdlico a partir del bagazo de cafia vy pulpa de café

Para la obtencidn dei acido fer(lico se utilizaron dos condiciones de hidréiisis, una
va se habia utilizado para exiraer este compuesto a partir de suelo {Guenz vy
McCalla, 1966) y la otra se probo para extraerio a partir de maiz (Classen, 1989)
Estas dos condiciones se tomaron como referencias, sin embargo, 'a metodoiogia
no fue ia misma. Se vario la concentracion de alcali y el tiempo de hidrélisis, con &
fin de obtener condiciones experimentales de acuerdo a los sustratos que se

utilizaron y en miras de poder escalar el procedimiento.

Obtencidn del acido ferdlico a partir de bagazo de cafia

En la Tabla 4 se observa que la cantidad de ferdlico extraido fue mayor utilizandc
NaOH 4M en un periodo de 15 minutos que con NaOH 1M durante 24 horas.
Desde un principio se descarts la hidrdlisis acida, ya gue la nixtamalizacién es una
hidrGlisis alcalina del grano y no una hidrolisis &cida, ademas 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 caita
come fuente para ia obtencion de acido ferdlico.

Se ha estudiado la melzza de cafia como una fuente del acide ferdiico,
encontrandose dque este compuesto puede estar presente en una proporcién de
hasta 4.7 % (Guillon F., Thibauit J-F. 1989).

Por otro lado, segin informes de la SAGAR, en el afic 2000 la produccion
de cafa de azicar fue de 292,098,114 miles de toneladas, de las cuales sélo un
20% o menos se transforma en azdcar, quedando alrededor de 23,278,491 miles

de toneladas como residuo agroindustrial. Si nosotros extrapolamos los resultados
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y los llevamos a gran escala, tendriamos gue se podrian obtener alrededor de dos
toneladas de acide ferdlico provenientes de este residuo. Sin embargo esta
cantidad no es considerabie, ya que solo se obtuvo un 0 003% de ferdlice, en
cambio, en {as melazas el porcentaje es mucho mas alte, pudiéndose considerar

como una mejor fuente de extraccion de este compuesto.

Obtencion del dcide ferdlico a partir de pulpa de café

En la Tabla 4 se puede observar que la cantidad de acido ferllico extraida fue
mayor utilizando NaOH 1M durante 24 horas que la cantidad cbienida con NaOH

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

No existen datos o referencias de la utilizacion de este residuc como una
fuente de acido fertlico. Segin informes de la SAGAR la produccién de café en el
afio 2000 fue de 1,985,866 miles de toneladas. Dicho peso se refiere al grano de
café en sy forma comerciable, sin embargo, este dato es aproximadamente e
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, mucitago y las
mismas casecarillas del café, generando asi, alrededor de 6,619,533 miles de
toneladas de residuos, de los cuales se podrian exiraer alrededor de 139 kg de
acido ferdlico. Por esta cifra, la pulpa de café tampoco se podria considerar como

encial de &cido fergiico,

Ahora bien, st nosorros comparamos la cantidad de acido ferllico extraidos
det bagazo de cafia y de la puipa de cafg, podemos ver el primero contiene mayor
cantidad de fer(lico, y que dicho compuesto se puede extraer a fravés de una
hidrélisis con una conceniracion de aicali mayor durante un tiempo relativamente

corio y unha temperatura elevada.

42



Resuitados y Discusion

|  Sustrato Concentracion | Temperatura Tiempo Conceniracion
NaGCH de acide
fertlico {g/g
muestra)
Bagazo de 4M 105°C 20 minutos 0.Co00%
cafia i .
Bagazo de 1M 1 25°C 24 horas 0.000000048
cafia .
Pulpa de cafe 1 M ] 105°C 20 minutos 0.00001 |
| Pulpa de café | ™ 25°C | 24 horas

C.00003

Tabla 4. Extraccion del acido ferdlico a partir de bagazo de cana y pulpa de café
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Evaluacidn de los diferenfes métodos de recuperacién del acido ferdlico a

partir de nejayote

La recuperacion del acido fertlico a partir de nejayote se hizo a iravés de ires
diferentes métodos: una columna de carbén activado, la adicién de carbdén al
nejayote y una extraccidn organica con acetato de etilo. En fa siguiente fabla se

muestran los resultados obtenidos.

Método Cantidad de acido ferdlico (gramos/litro)
Columna de carbdn activado 0.6397
Carbén revuelto 0.4285
Extraccién orgéanica 0.5077 *

Tabla 5. Comparacion de ios diferentes métodos utilizados para recuperar el
acido fertlico a partir de nejayote

Se observé que utilizando una columna de carbdn activado se obtuvo una mayor
cantidad de acido ferlico debido a gue e! empaguetamiento de la columna
permite que haya una absorcion del acido reduciendo pérdidas. La extraccién
organica tiene que realizarse en cualquiera de los dos procesos donde se utiliza
carbon activado, por tanto, si se comparan los rendimientos de los métedos con
carbon activado y la extraccion orgénica se observa que ésta dlitima es mejorada
en rendimiento soélo por la columna de carbén activado; es decir, de cualquier
manera la extraccion organica es imprescindible asi gue el rendimiento mejora

solamente a través de [a columna de carbén.
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Se monitored la cantidad de carbén activade necesaria para absorber una
cantidad conocida de acido ferdlico por lo gue s& determind la cantidad de carb6n
activado necesaria para absorber ef 4cido fer(lico presente en el nejayote Asi se
obtuvo que 6 gramos de carbdn por liro de nejayote aseguraba la completa

absorcion de Acido fertlico por parte dei carbon activado.

A manera de eficientar el proceso de recuperacién del acido ferllico ya sea
a partir de nejayote o a parir de la extraccion del mismo, un factor importante que
se considerd fue el pH, ya que es necesario acidificar las aguas colectadas para
que el ferulate (que es !a forma en que se encuentra el &cido ferdlicc a pH
alcalino) pase a &cido ferdlico. A través de HPLC se determind la cantidad de
acido fertlico presente en el nejayote a diferentes pH. Se utilizaron diferentes
valores de pH: 2,3,4,5,6 y 7, encontrandose que la mayor concentracion de &cido
ferdlico se obtenia a un pH de 4.

Si nosotros comparamos el rendimiento del nejayote contra el del bagazo
de cafia o la pulpa de café, podemos observar que la mejor fuente para la
obtencidn del acido ferllico es el nejayote, teniendo por si mismo otra ventaja
sobre los otros sustratos vy esta es el que no es necesario gue se haga la hidrolisis
del maiz ya que en el proceso de nixtamalizacion se lleva a cabo; teniéndose en

las aguas residuales de este proceso &l acido fertlico como un subproducto.
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Aislamiento de las cepas a partir de nejayote, bagazo de cafia y pulpa de

cafe.

Se aislaron 4 diferentes microorganismaos en un medio con acido ferllico como

nica fuente de carbono, de los cuales, tres fueren hongos filamentosos y uno fue

levadura. En [z Tabla 86 se muestran las caracteristicas de cada uno de los

microorganismos aislados en Medio il.

Microorganismo

Caracterisficas del
crecimiento en Medio Il

liquido.

Honge filamentoso

Caracteristicas en Medio #
solido.

Se observaron pelets de color
café, peguerfios y compactos,
los cuales formaban un halo de!
mismo color alrededor del

matraz.

Hongo flamentoso coior gris.

Hongo filamentoso

Se observaron pelets de color
café muy bien definidos, de
tamafio reguiar, formaron una
estela en el medio de cultivo y
un halo del mismo color
glrededor del matraz

Hongo filamentoso color verde-
pardo

Hongo flamentoso

Levadura

¥

Se observaron pelets de color
café, son muy pequefics y no
son uniformes ni compactos,
hubo aglomeracién de los
pelets para formar un agregado

mas fargo

Hongo filamentoso color verde
hoja

Se chserva el crecimiento por

la turbidez def medio de cultivo

Levadura color rosa, con

\
(

censistencia cremosa, forma
colonias de famafio regular.

Tabla 6. Caracteristicas de los microorganismos aislades a partir de nejayote,
sembrados en Medio Il (g/fl) NH4CI, 1, MgS04, 0.13; KH2P0O4, 3; NaHP(Q4, §;
acido fertlico 0.5 (Turnerd. A, Rice E.L., 1975)
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Se eligid trabajar con la levadura basicamente por dos motivos™ 1) el tiempo de
crecimiento que presenta una levadura es menor al de un hongo, por tanio el
tiempo de fermeniacién se ve disminuido; 2} la seguridad toxicolégica de los
productos de fa biofransformacion, ya gue se considera a la mayoria de las
levaduras como GRAS, asegurando asi una baja toxicidad en los procesos en que

participan, teniendo un bicproducto no tdxico.

Biofransformaciones utilizando el microorganismo aislado

Una vez elegida la cepa, ésta se hizo crecer en el Medio 1l y en el Medio Minimo
Estandar, encontrandose que en el Medio 1 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 tiempoe se le
adiciond el acido ferdlico, la segunda condicion fue el crecimiente de la cepa en un
medio rico en glucosa durante 24 horas para después ser incorporada a el Medio
lf con acido ferulico como Gnica fuente de carbono.

= Curvas de calibracidn del acido fertlico y de !a vainillina

Se tomd como referencia una concentracion maxima de Sugimi, ya que esta es la
concentracion inicial segtin fa formulacion del medio de cultivo, por o que es la
concentracion maxima que puede alcanzar la vainiflina. Las concentraciones de
vainillina varian entre los Sug/m! hasta los 0.25ug/ml, escogiéndose parz la

vainillina concentraciones mas pequefias que pudieran ser detectables en el
HPLC.

47



Resultados y Discusion

i —

Cuantificacién de la vainillina como producto de la biotransformacion a

partir de acido ferilico

Una vez realizadas las bictransformaciones se obtuvieron los siguientes

resultados:

a) Para el casc de la biotransformacién realizada en un Medio il con

glucosa, los datos son los siguientes.

Tiempo de fermentacion Concentracion de T Concentracion de acido
(horas) vaniitina (ug/mi) ferthco (ug/mi)

0 S 7.5070
5 0.00367 5.4753
10 0.05507 34482
19 0.00815 0.9342
24 0.00758 0.8850
31 0.00803 0.5957
36 0.00372 0.6545

T 45 0.03265 0.2426
50 0.02376 0.4338
55 0.04022 0.2208

Tabla 7. Concentracion de vainiflina y desaparicion del acido fertlico durante fa
biotransformacién en un Medic 1l con glucosa




Resultados y Discusion

Concentracion de acido ferilico{ug/mi)

Tiempo (horas)

Figura 8. Curva de aparicion de vainiliina y desaparicion de acido fertlico durante
la biotransformacion en un Medio !l con glucosa
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Resultados y Discusidn

Se observé que la mayor produccidn de vainilla se alcanza en el tiempo 3, esto es
a las 10 horas de iniciada la biotransformacion a paftir de este momento hay un
descenso en la concentracion de vainillina hasta que se incrementa nuevamente a
las 45 horas y posteriormenie a las 55 horas. La cantidad de biomasa presenie en
fas 10 horas de fermentacion fue de 8.10E6 UFC/ml.

Durante el descenso marcado, en los cromatogramas del HPLC aparecen
ctros picos representativos que no corresponden a la vainillina. Estos otros
posibles compuestos podrian ser acido vainillico o alcohol vainillico (Muheim Ay
Lerch K., 1992; Narbad A., Gasson M.J., 1988)

La curva de fa concentracidn del acido ferdlico va en descenso todo el
tiempo, lo que indica que el microorganismo esta utilizando et acido ferdice como
un sustrato para la biotransformacion, rectificandose esto en la aparicion de
vainilla y de otros compuestos presentes en los cromatogramas, sin embargo,
también peodria estar tomandolo como fuente de carbono, sin embargoe al {erminc
de la fermentacion no desaparece totalmente el acido ferdfico y si aparecen otros

compuestos.



Resultados v Discusion

Para el casc de la biotransformacién donde sbio se ulilizéd el acido ferdlico como

Unica fuente de carbono, se obtuvieron los siguientes datos.

Tiempo de fermentacion Concentracion de Concentracién de acido |
(horas) vainillina {(pg/mi) ) ferillico {1:g/mi)
S ‘ 7.3965
5 e 6.0994
10 0.0068 51387

S

19 0.0043 0.0014
24 ] 0.0068 0.0058

L 31 Jﬁ 0.0189 0.0004

36 0.0038 0.0014
45 0.0168 0.0024
50 0.0277 0.0043
; 55 0.0113 0.0053

b— - . i T . —‘
Tabla 8. Concentracion de vainila y de ferflico presentes durante fa
bictransformacién en un Medio 11,
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Resultados y Discusion
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ta biotransformacion en un Medio 1
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Resuitades v Discusion

TR e L —TTR, Py ORI e

En este grafico se cbserva que la produccion de vainilla es minima, casi nula y &l
consumo de acido ferdlico es fotal. La mayor produccién de vainilla se obtiene a
las &5 horas de fermentacion, con una biomasa de 8.55E8. Esto se debe a que el
acido ferilico es utilizado Unicamente como fuente de carbono, lo gue impide gue
haya su biotransformacién de una manera significativa, lo que si se observd es un
crecimiento de la cepa en este medio, se partid de 5.34E7 UFC/ml y se llegd a un
crecimiento maximo de 1E8 UFC/m! a las 19 horas. A partir de este momento la
cantidad de microorganismos disminuye, cayendo drasticamente a partir de las 31

horas que es donde el &cido ferdlico presenta ias concentraciones més bajas.

Si comparamos las dos condiciones bajo fas que se realizaron las
bictransformaciones se deduce que si la biotransformacion se lieva a cabo
teniende a la cepa 48 horas en crecimiento con glucosa se obtienen mejores
rendimientos de produccién de vainilina. Se obtiene el doble de la cantidad de
vainillina que en el Medio H y en menos de la mitad del tiempo. Es decir, en 10
horas de biotransformacion se obtiene la mayor cantidad de vainilling en un Medio

Il con glucosa.
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Conclusiones

Conclusiones

Se logro realizar la extraccién de acido ferGlico a pariir de bagazo de cafia y pulpa
de café, determinandose la cantidad de ésfe acido presente en cada uno de los

residuos agroindustriales.

A pattir del nejayote se cuantificd y recuperé el Acidoe ferdlico, utilizando tres
métodos diferentes (columna de carbdén activado, la adicidn de carbén y la
extraccidn organica), concluyendo que la extraccion organica es imprescindible,
mejorandose el rendimiento de ésta sdlo si se utiiza la columna de carbon

activado. Para este objetivo se determind el pH dptimo de recuperacion.

De los tres desechos agroindustriales utilizados en este trabajo se deriva
que el que presenta mayor potencial para la extraccion de acido fenilico es el
nejayote, teniendo aproximadamente 5.000 veces mas cantidad de acido fer(ilico
que el bagazo de cafia o la pulpa de café. Estas dos iltimas fuentes no

representan una fuente considerable para la extraccion de este antioxidante.

Se logrd la biotransformacion del acido ferdlico a vainillina con la levadura
aislada, encontrandose que la cantidad de este compuesto es el doble si la cepa

crece previamente en glucosa durante 48 horas antes de la adicion del acide

De acuerdo a la hipotesis planteada se puede decir que ei acido ferllico es
liberado a través de una hidrélisis, en el casc del maiz, se libera durante la

nixtamalizacion; y en ambos casos pudo ser recuperado.
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Conclusiones

De este trabajo se desprende la posbilidad de utilizar los residuos
agroindustriales como una fuente para la obiencion de compuestos con un valor

agregade como seria el caso de la vainiflina en un tiempo optimo.
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Recomendaciones

Recomendacionhes

Se sugiere que se analicen otras posibles fuentes de acido fertlico como o son &l

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

desechos derivados de estas fuentes o de éstas mismas.

Se recomienda evaluar los parametros gue intervienen en la biotransformacion del
acido ferdilico.

Se sugiere determinar la concentracion éptima de acido fertlico presenie en el

medio de cultivo con la finalidad de evitar la inhibicién microbiana.

Se recomienda evaluar los rendimientos de produccién una vez que se fengan

evaluados los parametros de fermentacion.
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Curvas de calibracion

Se realizaron dos curvas de calibracion, una para el acido ferllico y ofra para fa

vainillina, mangjandose 5 y 7 conceniraciones respectivamente.

En el caso del acide ferdlico se utilizaron cinco concentracicnes: 5,4,3.2 y 1
ng/ml y para fa vainillina se utilizaron siete concentraciones: 54,3,2,1,05 vy

0.25ug/mi. Cada una de las concentraciones se inyecto por triplicado.

Para tener las conceniraciones manegjadas como estandares, se pesaron
0.05 g de acido ferdiico y de vainillina por separado. Cada uno de los reactivos se
disolvid en agua destilada, desionizada y microfiltrada. Se afararon a 100 ml cada
una de ias soluciones.

A partir de esta solucion iniciat se fueron tomando alicuotas para obtener las
concentraciones reportadas. La preparacion de las concentraciones fueron

simultaneas a la inyeccién en el HPLC,
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Apéndice

La siguiente tabla muestra las concentraciones gue se inyectaron de cada reactive

para construir con posterioridad la curva patron de cada compuesto:

Compuesto Congcentracion {ug/mi) B
Acido fertlico 5.0
;‘ Acido ferthco 4.0
- Acido fertifico 3
Acido fertlico 2.0
Acido fertlico 1.0
Vainillina 5.0
Vainillina 4.0
Vainillina 3.0
i
Vainillina 2.0
Vainillina 1.0
Vainillina 0.5
{ Vainillina 0.25
L

Tabla 8. Concentracidn de los estandares.
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Figura 8. Curva de calibracion de vainillina en una columna C-18 por el método de
HPLC.
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Figura 9. Curva de calibracién del acido ferdlico en una columna C-18 por el
método de HPLC.
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