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INTRODUCCION

DEFINICION Y CONCEFTO DE EBIOTECNOLOGIA

La Biotecnologia es una actividad cientifica multidisciplinaria
que ha adquirido una importancia fundamental en el mundo moderno. For
la amplitud de las Areas que abarca y por las diferentes
posibilidades que ofrece en distintos ambitos del quehacer del
hombre, se ha convertido ya en uno de los pilares politicos y
economicos mas trascendentes para el progreso de los paises.

Una definicion apropiada de Biotecnologia, suficientemente
amplia, que delimita sus campos de aplicacidn y que ademas esta
ganando aceptacion general en la mayor parte de los paises, es la
propuesta por la Organizacion de Cooperacion y Desarrollo
Econdmico (OCDE) que la define como:

“La aplicacion de los principios cientificos y de la
Ingenieria al procesamiento de materiales por agentes biologicos
para proveer bienes y servicios" (Andénimo, 1985).

Los "principios cientificos y de la Ingenieria" se refieren a
un conjunto muy amplio de disciplinas con especial énfasis en la
Microbiologia, Bioquimica, ERiologia molecular, Genética,

Inmunologia e Ingenierias GQuimica y Bioquimica.

El concepto de "agentes bioldgicos" se refiere en general a
catalizadores bipldgicos, particularmente microorganismos, ceélulas
animales y vegetales, virus y enzimas.

FPor otra parte, el término "materiales” es muy amplio ya que
cubre tanto a los de origen organico como a los inorganicos.

En la definicidn se incluyen no solamente los procesos en los
cuales se utilizan los agentes biologicos sind también a todas
aquellas etapas relacionadas con la elaboracién de estos ultimos y
al procesamiento de los materiales resultantes en el caso de que sean
de naturaleza bioldgica.

FPor "bienes" se entienden todos los productos de las industrias



vinculadas con alimentos, bebidas, productos quimicos, bioquimicos
y farmacéuticos, recuperacion de minerales y de petrdéleo, etc.,
gue hacen uso de los citados agentes biol dgicos.

Los "servicios" se relacionan sobre todo con aspectos vinculados
a la contaminacidén ambiental, particularmente con la purificacion
del agua y el tratamiento de efluentes lfquidos y s6lidos cuyo
origen puede encontrarse tanto en procesos industriales como en otros
aspectos vinculados a la actividad del hombre. Es as{ que los
problemas de contaminacidn del medio ambiente derivados de la
disposicién final de muchos residuos industriales pueden encontrar

en la Biotecnologia soluciones apropiadas.

EL._PROPLEMA DE LOS RESIDUOS INDUSTRIALES

Desde el principio de la década de 1970 se ha venido
modi ficando considerablemente la actitud de los gobiernos y de la
industria en lo que respecta al control y a la eliminacion de los
desechos. La preocupacidén general por este problema llevo
inicialmente a los organismos oficiales a tratar de regular las
descargas mediante la aplicacidn de un sistema de reglamentaciones vy
autorizaciones mas estricto. En muchos casos, las nuevas
restricciones dieron lugar a la aparicion de practicas de
"tratamientos a la salida” de las plantas industriales, basados en la
idea de que los procesos basicos de produccioén no podrian ser
modi ficados, recurriéendose asi a interponer dispositivos de
depuracion con el fin de disminuir las descargas finales. Este es el
primer caso en que la Biotecnologia aplicada al tratamiento de
efluentes industriales contribuye a la preservacion del medio
ambiente.

Bin embargo, en muchas oportunidades los costos de los
tratamientos, O sea la inversion de capital en equipos y su
funcionamiento, ponian en peligro a la economia de las empresas

que pasaban un época critica debido al aumento del costo de la



energia, en razon de que se incrementaban cuanto mas estrictas
eran las medidas de control introducidas.

Como respuesta, la industria encard otros medios para mejorar
la situacidn. Estos se basaron en una mayor optimizacién en el uso
de las materias primas a fin de reducir los desechos finales. Se
trataba pues de sequir aplicando sistemas de lucha contra la
contaminacion, pero también de idear al mismo tiempo medios
apropiados para evitar que se formaran residuos contaminantes que
luego habria que tratar. 85in embargo, en muchos casos y aun con
esta premisa, el problema no se resolvia.

Generalmente, y aunque se empleen las mads sofisticadas
tecnologias, los procesos de fabricacidn tienden a la produccion
de residuos ya que es dificil consequir la transformacion total de
un material en otro que sea el producto final deseado. El1 problema
esta entonces en encontrar una posible utilizacidn de esos
residuos, en particular cuando la cantidad generada es de magnitud
comparable a la de las materias primas y/o los productos finales. For
ello es que la industria moderna, sobre todo en los paises
desarrollados, ha consequido aumentar enormemente las formas de
uwtilizacion de residuos con el consiguiente aumento en la eficiencia
de transformacidn de materiales en productos finales.

La idea de utilizar una tecnologia inocua para el medio
ambiente ha venido adquiriendo cada vez mayor credibilidad, sobre todo
en los palises industrializados. Esta clase de tecnologias estan
basadas fundamentalmente en la aplicacidn de procesos de
fabricacion mas eficientes, que por consiguiente requieren menos
materia prima para alcanzar la misma produccion, con una mejor vy
completa utilizacion de los residuos. Ademas, permiten eliminar
los desechos o reducirlos al minimo, necesitan de la aplicacion de
practicas innovadoras y, &4 veces, de la cooperacion entre las
di ferentes industrias, en particular en lo que ataffe al intercambio
de ciertos residuos y subproductos.

Dondequiera que se las aplica de manera apropiada, las



tecnologias inocuas para el medio ambiente producen beneficios tanto
en 1o que se refiere a la rentabilidad de las industrias como a la
proteccion del medio ambiente. For otra parte, la reutilizacion de
los desechos ha dado lugar en cierto numero de industrias a un
aumento de los margenes de rentabilidad en cifras considerables qQue
en determinados casos pueden llegar a Justificar, no sélo la
inversion inicial, sino también a permitir la subsistencia de la
empresa en épocas de crisis (Anédnimo, 1984).

Las actividades agropecuarias y las industrias transformadoras de
Sus productos generan cantidades considerables de residuos que pueden
tener efectos nocivos si no son objeto de un tratamiento previo a su
disposicion final, aparte de que representan un recurso renovable
cuyo aprovechamiento resulta interesante de estudiar (Andnimo,

1982).

En muchos de estos casos, la Biotecnologia encuentra en los
residuos agroindustriales materias primas de costo bajo o nulo que
hacen factibles, desde el punto de vista econdmico, a procesos que
de otra manera no lo serian. De ello resulta que la obtencién de
ciertos productos puede realizarse por medios biotecnoldgicos como
alternativa a los caminos cladsicos de produccion, a la par de
resolver un problema ecoldgico. Un ejemplo ya tradicional de lo
anterior es la produccion de acetona y butanol, que en sus comienzos
se realizd por via fermentativa empleando cereales como sustrato.
Luego paséd al campo de la petroquimica y, en la actualidad,
nuevamente la Biotecnologia puede encarar su produccion merced al
uso de residuos como principal componente del medio de cultivo, ya que
este es uno de los factores de mayor incidencia en el costo final del
producto (Lenz, T7.G. and Moreira, A.R., 1980).

En nuestro pais existen una serie de ejemplos de residuos
factibles de ser utilizados por medios biotecnolédgicos y que, por
diversas razones, generalmente no se lo hace. Sumariamente podemos
mencionar a la industria faeneadora de animales y a los

frigorificos, los criaderos de aves y cerdos, las procesadoras de



pPescado, los lavaderos de lana, las cCurtiembres, las industrias del
vino, de la sidra y de los jugos de fruta, etc. Situaciones tipicas

Y & su vez extremas de la falta de tratamiento y/o aprovechamiento de
residuos las vemos en los rios de la provincia de Tucuman

poluidos por los efluentes de las industrias del azucar y del

alcohol (Cabib, G. y col., 1983) y en las cercanias de las usinas
ldcteas de la pampa humeda que descargan grandes cantidades de

Euero de queso al curso de agua mis cercano sin tratamiento alguno

(Mignone, C.F., 1982).

Sin llegar a los extremos mencionados precedentemente, la
elaboracion del jugo de manzana constituye un ejemplo tipico de
industria productora de grandes cantidades de residuos potencialmente
aprovechables y que en la actualidad, en Argentina, se eliminan sin
tratamiento alguno. Este es el caso del orujo de manzana, motivo del
presente trabajo.

Este residuo se produce como resultado de la expresion de la
fruta para la obtencién del jugo que posteriormente puede ser
destinado al consumo, O bien utilizado para la elaboracidn de sidra
O vinagre. Se debe tener en cuenta que del total del peso de las
manzanas procesadas, cerca de un tercio queda como orujo, lo cual
signhifica una gran proporcioén de desperdicio. Por esta razén y
teniendo en cuenta el costo del flete del orujo desde la planta
juguera hasta el lugar de disposicion final, es que en el aflo 1984
un empresario mostro interés en que se realizaran experiencias
tendientes a su aprovechamiento. E1 CINDEFI, con larga trayectoria en
el estudio del uso de residuos de origen agroindustrial, encaré como
respuesta una recopilacion previa de informaciéon al respecto. Por
otra parte, en la Primera Reunion Internacional sobre la
Industrializacion de la Manzana, Cipolleti, Prov. de Rio Negro, 20

al 24 de agosto de 1984, se planted concretamente la necesidad de un



estudio acerca del tratamiento de efluentes en plantas productoras de
jugo, particularmente en el caso del orujo, pensando en su

aplicacion en alguna industria sateélite. Al respecto, debe
mencionarse la buena predisposicidn demostrada entonces por algunos
empresarios en colaborar en el estudio del problema.

Dentro de los procesos biotecnolédgicos mencionados en
bibliografia para el aprovechamiento del orujo de manzana figuran
varias alternativas que utilizan microorganismos. Una de ellas es la
digestidn anaerdbica para la produccién de biogas (Lane, A.G.,

1979) encontrandose que la composicién del gas producido era 50-55
7% de metano, 45-50 % de CO=z (v/v) con un poder calorifico de

19,2 MJ.m™3, valores apropiados para su uso en quemadores de
calderas. Ademas, se ha demostrado que el residuo sédlido de la
fermentacidn posee una composicién quimica apropiada para su uso
como fertilizante (Gellender, M., 1979). Se ha descripto una mejora
del proceso en la cual el calor liberado durante la fermentacion se
utiliza en un biodesecador de orujo humedo que es deshidratado para
su uso con otros fines (Jewell, W.J. and Cummings, R.J., 1984).

Tambien se menciona la produccion de alcohol en cultivos en
sustrato solido sobre orujo (Hang, Y.D. y col., 1981; Hang, Y.D. vy
col., 1982). Los rendimientos de etanol obtenidos variaron desde 2% a
mas de 40 g por K@ de orujo de manzana, dependiendo del origen de
l1as muestras. Ademés el residuo de la destilaciédn contenia un
tenor de proteina cruda (nitrégeno total por 6,25) de 9,4 %, valor
adecuado para su uso en alimentacion animal. En otro estudio se
logro aumentar el rendimiento mediante una sacarificacioén
enzimdtica previa, llegéndose a 60 g de etanol por Kg de orujo
(Miller, J.E. y col., 1982).

Otra posibilidad es la produccion de &cido citrico por
fermentacion en sustrato solido (Hang, Y.D. and Woodams, E.E.,
1984y Hang, Y.D. and Woodams, E.E., 1986). Los rendimientos obtenidos
variaron con el tipo de orujo empleado y dependieron de la cantidad de

metanol agregada al medio de cultivo, el tiempo y la temperatura de



Proceso, alcanzando en el mejor de l1os casos valores de 90 g de

dcido citrico por Kg de orujo fermentado.

OBJETIVOS T AJO

En base a estos antecedentes previos se ided un plan de trabajo
tendiente al desarrollo de una tecnologfa que permitiera no sdélo
brindar a la industria juguera del valle del rio Negro una
alternativa a la disposicion final del orujo de manzana al aire
libre para que se degrade naturalmente como habitualmente se venia
realizando (con los inherentes perjuicios econdmicos y ecoldégicos
que ello acarrea), sind que también posibilitara la creacién de
nuevas industrias que lo emplearan como materia prima.

Para la realizacion del plan de investigacidn se plantearon
inicialmente los siguientes objetivoe con respecto a los requisitos
que idealmente los procesos tecnolédgicos a desarrollar deberian

cumplir:

1) El1 consumo total del orujo de manzana producido, esto es que a

traves de distintas alternativas tecnoldgicas se encontraran las
vias de aprovechamiento necesarias para que su uso como materia
prima absorviera el total de la cantidad producida.

2) El aprovechamiento integral, o sea que en su transformacioén
no se produjeran residuos finales y, si esto ocurriera, que a su vez
fuera posible su uso en otra actividad econdmicamente rentable.

J) La obtencidn de productos con interés fundamentalmente
regional y/o nacional.

4) El1 logro de tecnologias que condujeran al maximo de
incremento en el valor agregado de los productos obtenidos.

De andlisis tedrico de las posibles soluciones que la
Hiotecnologia puede aportar al uso del orujo de manzana, surgen
enfoques practicos basados fundamentalmente en su composicioén
quimica, a algunos de los cuales ya se ha hecho referencia. En

nuestro caso, en @l CINDEFI se plantearon 3 alternativas no



mencionadas hasta el momento en bibliografia Yy Que presentaban
interés local. Primeramente se planted la posibilidad de un
enriquecimiento proteico pensando en la elaboracidn de un componente
de dietas para animales, tema del cual trata el capftulo 2 y que
ademas cumple con las condiciones del aprovechamiento integral y del
interés regional.

For otra parte, la produccidén de enzimas pectoliticas
(capitulo 4) representa otra interesante via de estudio debido a
que ellas constituyen un insumo importante de la industria juguera 1o
que implica un interés local. Ademéds, la composicioén quimica
de alqunos tipos de orujo en cuanto a azucares y pectina es similar
a la de los medios de cultivo lfiquidos empleados para tal fin
mencionados en la bibliografia pertinente.

Un tercer tipo de proceso es la fermentacidn aceto-butilica.

El butanol y la acetona son importantes solventes de uso industrial
cuya produccion por fermentacidn ha vuelto a ser econdmicamente
atractiva en virtud del aumento del costo de la clasica via
petroquimica, mucho mas si se emplea un sustrato de costo bajo o
nulo como es este caso. Ademds, esta alternativa permitiria el
aprovechamiento del residuo de la fermentacion, en forma similar a
la propuesta en el caso de la produccidn de etanol, para su uso en
alimentacion animal.

Antes de decidir la iniciacidn de los trabajos se establecieron
contactos verbales con empresarios interesados en prestar
colaboracion en los mismos. A tal efecto, se plantearon los
problemas que se iban a presentar. En primer lugar, la distancia que
separaba los lugares de produccion del orujo de nuestros
laboratorios era un inconveniente para su normal aprovisionamiento.
Las muestras deberian ser congeladas para evitar su alteracion y
transportadas rédpidamente. Ademas, serian necesarios viajes de
investigadores a las plantas jugueras para evaluar "in situ" la
problemética del orujo de manzana. Y finalmente, la realizacion de

ensayos pilotos de transformacion en la zona de producciéon. En



aquel momento se encontrd un eco favorable a todo ello, tanto desde
el punto de vista teécnico como econdmico. Sin embargo, como se
vera posteriormente, Nno se pudo lograr la necesaria colaboracioén
para la realizacion de procesos en escalas mayores a las de
laboratorio. A pesar de ello, la experiencia adquirida abrid un
panorama como para que en el futuro, si se puede contar con los medios
apropiados, se retomen los trabajos a fin de concretar una
tecnologi{ia completa como inicialmente nos habiamos propuesto.

El objeto de este trabajo de Tesis es el estudio de las dos
primeras alternativas mencionadas precedentemente, habiéndose
desarrollado la tercera de ellas por otro grupo de trabajo de nuestro

Instituto (Voget, C.E. y col., 1985).
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CAPITULO 1: EL ORUJO_DE_MANZANA

1.1. INTRODUCCION

Antes de hacer referencia al orujo de manzana es interesante
mostrar algunas estadisticas de produccidn de manzanas y comentar
brevemente la historia de la evolucién de este cultivo, como asi
también lo que significa su industrializacién fundamentalmente
para la obtencién de jugo. Finalmente, se detallan las principales
aplicaciones del orujo citadas en la bibliografia y se describen las
Caracteristicas y composicion de los distintos tipos empleados en

el presente trabajo.

1.2. ALGUNAB ESTADISTICAS

La produccién mundial de manzanas (Malus sylvestris) oscila
entre 20 y 26 millones de ton. Argentina participa en ella con
aproximadamente el 3-4 % siendo uno de los cultivos con mayor
importancia econdmica dentro de su fruticultura. Al mencionarlo,
inmediatamente se lo asocia con el Alto Valle del rio Negro,
region que se destaca por la calidad y cantidad de su produccioén.

Es por ello que, sin desconocer a otras provincias productoras de
manzanas (Tabla 1.1), me he de referir con preferencia a aquella zona,
ya que aporta el mayor volumen de produccidn (alrededor del 80 %) vy

la gran mayoria de las exportaciones fruticolas del pais.

Tabla 1.1t Produccion de manzanas por provincia (en miles de ton).

1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986
Rio Negro 660,0 648,2 576,0 533,0 667 ,0 628,3 364,3
Neuquén 119,0 113,2 114,0 107,35 124,0 139,8 85,8
Mendoz a 142,0 116,2 82,5 149,6 119,0 128,7 121,1
Buenos Aires 14,0 8,0 9,8 - - 9,0 8,1
Otras 23,0 19,4 21,7 26,9 23,2 16,6 14,6
Totales 938,0 903,0 804,0 817,0 933,2 922,4 593,9

Fuente: Secretaria de Estado de Agricultura, Ganaderia y Pesca.
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1.3. EVOLUCION DEL CULTIVO E INDUSTRIALIZACION DE LA MANZANA

La region del Valle fue poblada por inmigrantes provenientes
del sur de Europa, principalmente espafioles e italianos qQue
iniciaron el cultivo de la manzana y su comercializacion
Primeramente en una escala local. Su produccion fue estimul ada por
la llegada en 1899 del ex-Ferrocarril del Sud (hoy Gral Roca) que
Posibilitd el transporte rapido de la fruta hasta la pampa
humeda y por la realizacion de importantes obras de riego.

Ademas, las Guerras Mundiales interrumpieron el comercio con éuropa,
con lo que se incrementd la venta de fruta al Brasil, todavia hoy
nuestro principal mercado fruticola. También produjeron el
nacimiento de la industria sidrera, debido a la imposibilidad de
importacion de sidra, dando lugar a la aparicion del orujo de
manzana como residuo de una actividad industrial (Olliver, A.V.,
1960) .

En la década de los aflos 60 gracias al apoyo de importantes
medidas crediticias y fiscales tuvo lugar una importante sucesion de
cambios tecnoldgicos tanto a nivel de productor como en las
subsiguientes etapas manejadas por las empresas fruticolas. La
incorporacion de nuevas técnicas ya sea en la produccidédn como en
el empaque, la ‘conservacion y el transporte, condujo a una
progresiva industrializacién de la actividad fruticola.

La instalacion de la industria del jugo de manzana corresponde
a este periodo de la evolucion de la manzanicultura, ya que las
primeras plantas jugueras datan del afio 1966. Estas se instalaron
para cubrir una marcada necesidad como era el aprovechamiento
comercial de los excedentes de fruta ya sea por descarte o por
variedades no comercializables en estado fresco. La incipiente
industria juguera desarrollada hasta esa #poca se vio
rapidamente estimulada por la aparicion del jugo concentrado
principalmente debido a los problemas que aquella encontraba para la

colocacion del juQo natural, por los crecientes volumenes de
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pProduccion disponibles y por la apertura del mercado norteamericano
Qque impuso la radicacién de nuevas plantas especialmente a partir de
1973.

La actividad ha evolucionado rapidamente y en la actualidad
funcionan mas de 14 empresas que enplean alrededor de 1000 personas
entre directivos, profesionales y operarios que elaboran el producto
moliendo mas del 30 7% de la produccidn total de manzanas (al que
se le debe agregar otro porcentaje igual de la de peras) representado
por fruta no apta para el consumo fresco. Ademds existen otras
tantas plantas jugueras que poseen solamente equipos de molienda vy
Prensado debiendo completar el procesamiento de los jugos en
fabricas integradas, es decir aquellas que también tienen
capacidad de acondicionamiento y evaporacion (Rassi, E., 1983).

Se puede decir que en la actualidad alrededor del 60 % de las
manzanas producidas en Argentina se consumen en fresco, ya sea en el
mercado interno como'en el externo en proporciones equivalentes. El 40
% restante se industrializa tanto para jugos en general (30 %) como
para sidra y otros derivados entre los que se incluyen pulpas
concentradas o no, mermeladas, conservas, caldo para vinagre vy
deshidratados (10 %Z). En lo que a jugos respecta, el 95 % de la
produccion se exporta representando un ingreso de alrededor de 30
millones de dodlares para 1986 (Elena, M.A. y Jorge, J.M., 1986), vy
de mds de S50 millones para el aflo 1987 debido a l1a excepcional
cosecha obtenida (mads de | millén de ton).

Existen varios tipos de jugo de manzana, a saber: natural,
opalescente, clarificado y concentrado, que difieren entre si por
detalles de proceso, aditivos u otras razones (Grampp, E.G., 1981).
Fara su elaboracion, la fruta es lavada y molida y luego se puede
hacer un pretratamiento enzimatico denominado maceracion con el
objeto de aumentar la extraccion de jugo. Para ello se emplean
preparados comerciales que contienen mezclas de pectinasas y celulasas
(Rombouts, F.M. and Pilnik, W., 1978). El prensado es una operacién

de gran importancia pues su rendimiento ejerce gran influencia en el
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costo del producto. La prensas mas tradicionales y que todavia se
emplean en las sidreras son las de marcos con las que se obtiene un
rendimiento de alrededor del 70 % en jugo y un orujo con alto
contenido en azucares. Otro modelo méas moderno es la Bucher-Guyer
Que es tipo pistdn y produce mas jugo y orujos mas pobres. Las
prensas mas modernas son las Wilmess que son de bandas y pueden
trabajar en continuo. En este caso el orujo puede ser lavado y
reprensado para aumentar la cantidad total de azucares extraidos.

El jugo recién obtenido es ambarino, viscoso y con solidos en
suspensidn. Para su clarificacidon existen tres métodos
cldsicos: calentamiento flash, adicion de gelatina y tanino vy
agregado de bentonita (Rivas, J. y Vitoria, J., 1941). Una técnica
mas moderna se basa en el empleo de pectinasas para hidrolizar los
coloides en suspensidn con 1o que se precipita parte de los
st6lidos y se solubiliza el resto.

Como alternativa del tratamiento enzimdatico se han desarrollado
ultimamente métodos de ultrafiltracion en los cuales el costo
del proceso es menor al anterior. Sin embargo, la inversion inicial
en equipos hace que hasta el presente esta metodologia se haya

difundido en poca medida (Meurens, M., 1979).

1.4. EL ORUJO DE MANZANA

1.4.1. Produccién del orujo de manzana.

El orujo de manzana resulta un serio problema econdmico para
las plantas de jugo. Por cada 100 Kg de fruta molida se obtienen
segun el tipo de prensado entre 15 y 30 Kg de orujo. Esta cantidad
también depende de la é¢poca del afo de que se trate vya que al
inicio de la temporada, y debido a la abundancia de manzanas y su bajo
costo, las empresas jugueras prefieren reducir los tiempos de prensado
con la consiguiente disminucion en el rendimiento del proceso y
aumento en la cantidad de orujo producido. A medida que avanza el

afo, la cantidad de manzanas va disminuyendo y su costo se va
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incrementando por 1o que es econdmicamente conveniente aumentar la
eficiencia de los prensados y as{ la cantidad de orujo producida es
menor. A partir de los meses de julio o agosto se comienza a procesar
manzanas conservadas en cédmaras frigorificas que tienen un costo
todavia mayor a las anteriores. Esto hace que la eficiencia del
proceso de extraccion del jugo llegque al maximo posible y a un
minimo la produccion de orujo.

Consecuencia de lo anterior es que las cantidades de orujo que
las empresas jugueras deben eliminar van disminuyendo a lo largo del
affon. FPara ello se contratan servicios de camiones que en la época
de mayor actividad de las plantas trabajan permanentemente
transportando el orujo a lugares alejados de las ciudades (lo que se
llama regionalmente "la barda"”, o sea donde termina el valle del rio
Negro y empieza la zona desertica) con un consiguiente costo de
flete. Debe tenerse en cuenta que en affos normales de produccion
se eliminan alrededor de 100.000 ton de este residuo, cantidad por
dem&s interesante como para estudiar su aprovechamiento.

En virtud de ®llo es que los industriales jugueros han buscado,
hasta ahora de manera infructuosa, maneras alternativas de
eliminacién del orujo que puedan solventar el mencionado gasto. For
otra parte, los problemas ecoldgicos que estas grandes cantidades de
residuos organicos producen sobre el medio ambiente son otro tactor
a tener en cuenta al plantearse la necesidad de su aprovechamiento, ya
que actuan como focos de proliferacion de insectos perjudiciales
para la actividad fruticola y el bienestar de la poblacion en

general.

1.4.2. Aprovechamiento del orujo de manzana.

Una de las primeras alternativas para el uso del orujo de manzana
fue su empleo como abono de las mismas tierras productoras de la fruta
(Delorme, J.M., 1949). S5in embargo experiencias realizadas en el Alto
Valle demostraron que se producia una excesiva acidificacion de

los suelos debido a la propia acidez del orujo y tambiéen a la
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formacion de acidos organicos por fermentacion, todo lo cual

hacia necesario el agregado de mfnerales cCalcéreos al t;rr.no con

el consiguiente incremento en la'salinidad de los suelos, llegando en
algunos casos a niveles nocivos para los arboles frutales.

Otra de las posibilidades es su empleo como componente de la
dieta de animales, particularmente de vacunos criados a corral, ya sea
fresco, previo ensilado o bien seco como ingrediente de alimentos
balanceados. En el primer caso el orujo es colocado en los comederos
donde al poco tiempo se produce una formont.cibn alcoholica
perceptible psr el aroma a etanol que ademds afecta a los animales,
no pudiéndo sobrepasar de cierto limite la ingesta diaria. Esta
practica se realiza actualmente en un establecimiento de la
provincia de Mendoza donde se engordan novillos con regulares
resultado; vya que es necesario suplementar la dieta con otros
nutrientes fundamentalmente proteicos. Ademas, el periodo de
alimentacion no debe superar cierto tiempo debido a la aparicion
de problemas de hepatotoxicidad del etanol en los animales.

En el caso del ensilado se coloca al orujo en grandes piletones
de cemento al aire libre adicionado o no de sal, urea u otros
materiales organicos y se lo deja fermentar libremente hasta que
cesa el desprendimiento de calor. La propia carga microbiana
metaboliza los azucares libres originando una serie de distintos
productos entre los cuales los mids importantes son acido lactico
y etanol (Toyokawa, K., y col., 1984). Al producto obtenido, que debido
a su . - bajo pH se conserva bien, se lo mezcla con algun material
celuldsico (pasto seco) y un suplemento (harina de carne o pescado)
para aumentar el contenido proteico. Este tipo de aprovechamiento lo
esté4 realizando para el engorde de novillos la empresa juguera
ORFIVA ubicada en la ciudad de Plotier, provincia de Neuquén, hasta
el presente con buenos resul tados.

En cuanto a la tercera posibilidad, la firma Mari-Mari S.A.

esta instalando un secadero de orujo en ®l parque industrial de la

ciudad de Cipolleti, provincia de Rio Negro, el cual va a abastecer
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a una planta de alimentos balanceados para vacunos. En su
formulacidn se deben incluir otros componentes necesarios en las
dietas de los animales, fundamentalmente para aumentar el contenido
proteico.

Como se ve, el bajo contenido proteico del orujo de manzana es un
inconveniente para su uso directo en alimentacidén animal, hecho este
vya descripto en bibliografia (Heinemann, W.W., 1984). Por otra
parte, se ha descripto el riesgo que significa su inclusion en
dietas de animales destinados a la produccién de carne o leche
debido a la posibilidad de contener restos de sustancias quimicas
empleadas en sanidad vegetal que serian acumuladas en su organismo vy
transmitidas a l1a leche (Rumsey, 7.S5. y col., 19773 Wilmon, L.L. vy
col., 1971). Ademés, se han mencionado problemas en vacas gestantes
alimentadas con orujo va que los terneros pueden nacer con
malformaciones oseas O muertos en una proporcidon mayor a la
normal, presumiéndose que este problema deriva de la presencia
residual de pesticidas (Bovard, K.P. y col., 1977).

También se han hecho otros estudios nutricionales empleando
orujo en dietas de distintos animales tales como conejos (Schurg, W.A.
y col., 1980), cerdos (Najman, L. y col., 1981), caballos (Wolter, K.
y col., 1980) y ovejas (Rumsey, T.S. and Lindahl, I.L., 1982) con
resul tados variables.

Otra alternativa de aprovechamiento es su empleo como combustible
en las mismas plantas jugueras que de por si consumen gran cantidad
de energia fundamentalmente para la produccion de vapor. El hecho
de que la cantidad de calor liberado durante su combustion sea mayor
al necesario para su secado haria suponer la factibilidad técnica
del proceso (Bargent, 8.A. y col., 1982 Mason, N.B. y col., 1985).

Un estudio econémico realizado en una planta juguera de EE.UU.
muestra que @l costo del transporte del residuo hasta el lugar de
disposicion final es mayor que la amortizacion de los gastos de
las instalaciones necesarias para utilizar al orujo como combustible,

1o cual se logra en un plazo de 5 aNos (Gargent, S.A. y col., 1986).
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Uno de 1o usos cl4sicos de orujo de manzana es su empleo en la
elaboracidn de pectinas (Glicksman, M., 1969). La pectina de manzana
alcanzd niveles de produccidn importantes durante la primera mitad
del siglo, para luego ser desplazada por la pectina de origen
citrico fundamentalmente en los EE.UU. De una produccion anual de
pectinas estimada en 10.000 ton, més del 60 7% es de origen citrico
principalmente de naranjas, cuyo orujo prdcticamente duplica en
contenido de pectina al de manzana. En nuestro pais no existen
plantas elaboradoras de pectina de manzana por razones desconocidas
(Rique, T. y Carrazzoni, N., 1960). Sin embargo, un estudio demostro
la factibilidad técnica y econdmica para la instalaciéon de una
fdbrica de obtencioén de pectina a partir de orujo de manzana sobre
la base de una colocacién del producto en el mercado nacional
superior a 40.000 Kg anuales (Janeiro Bosch, H., 1979).

Por otra parte, existe la posibilidad de exportar orujo secado
para la extraccion de pectinas ya que los grandes fabricantes
europeos acostumbran a importar esta materia prima de distintos
lugares del mundo.

También se ha descripto el empleo de la harina del orujo de
manzana secado en productos de panaderia y confiteria de uso
humano (Kazakov, A.L. y col., 1980). Se destaca la presencia de
vitaminas y flavonoides con propiedades antiarterioescleroticas que
harian recomendable esta practica. Otro aspecto dentro del campo
de la nutricioén humana es el uso del orujo seco como elemento para
dar volumen en preparados comerciales dietéticos, para lo cual se
recomienda una extraccién previa de los polifenoles presentes debido
a sus efectos indeseables (Dreyer, J.J. and van der Walt, W.H., 1979).
Habria que considerar que esto ultimo esta condicionado por la
mencjonada presencia de restos de pesticidas en el orujo.

Un antiguo uso del orujo de manzana es su empleo como cebo para
insectos debido a la natural atracciéon que ejerce sobre ellos. Fara
tal fin, se lo mezcla con insecticidas apropiados y se 10 esparce

cerca de las plantaciones de frutales. Poca es la informacion
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teécnica disponible al respecto (Smock, R.M. and Neubert, A.M.,
1950).
Finalmente, restan los procesos biotecnoldgicos de

aprovechamiento del orujo de manzana, que ya han sido mencionados en

la Introduccidn de este trabajo.

1.4.3. Composicién del orujo de manzana.

Morfoldgicamente, el orujo de manzana est4 constituido por
tres elementos estructurales distintos, a saber: cascara (epicarpio)
3 a7 %, pulpa (mesocarpio) 92 a 97 7% y semillas con menos del 1 7%.
Los principales componentes de las células poligonales del epicarpio
son esencias, pigmentos, taninos y ceras de la cuticula que recubre
la fruta. La pulpa estd formada por elementos celuldsicos y
lignificados (2 a 3 %) y por un liquido que contiene azucares,
almidon, sustancias nitrogenadas, minerales, etc. Las semillas
poseen alrededor del 235 7% de lipidoe y un 40 7% de las cenizas
corresponden a detrivados del fdésforo unido principalmente a
sustancias organicas. También existe un 20 % de sus@ncias
nitrogenadas (Leroy, A.M. and Zelter, S.Z., 1954).

Ya se ha mencionado el hecho de la influencia que tiene la
epoca de procesamiento de la manzana sobre la composiciéon del
orujo debido a las caracteri{iasticas del prensado empleado. For otra
parte, la composicion quimica de orujo va variando a lo largo del
affo debido a que durante su conservacion, ya sea en condiciones
ambientales o bien en camaras de atméosfera controlada, se va
produciendo una progresiva degradacidn de la protopectina que forma
parte del cemento intracelular de la manzana con el consiguiente
aumento en la cantidad de pectina soluble. Esta ultima pasa al jugo
durante el proceso de prensado por lo que el orujo obtenido tiene un
menor contenido de sustancias pécticas. Ademéds los azucares de
la fruta van dilminuy.ndo progresivamente durante el almacenamiento a
consecuencia de la respiracion celular, con lo que se producen

orujos mas pobres.
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Estos dos factores, uno tecnoldgico como es el tipo de
procesamiento de la fruta y otro bioldgico como es la evolucion en
el tiempo de almacenamiento, sumados a su vez a las distintas
variedades de manzanas utilizadas en la elaboracion del jugo, hacen
qQue en la practica se encuentren orujos de muy distintas
caracteristicas.

Fara la realizacion de nuestros estudios se emplearon 6 tipos
distintos de orujo cuya composicidn Quimica, variedad de la
manzana que le dio origen y mes de procesamiento se muestran en la
Tabla 1.2.

Las técnicas analiticas empleadas en la determinacion de
las composiciones quimicas se detallan en los items correspondientes

a materiales y métodos de los capitulos 2 y 4.

Tabla 1.2.: Composicién y origen de los orujos de manzana.

TIFO DE ORUJO 1 2 3a 3b da 4

Humedad %@ 80,5 85,2 83,1 8%,0 80,6 70,5
Fibra cruda % 3,90 2,63 1,96 2,13 3,97 2,81
Lipidos crudos Yo 1,10 1,50 1,38 1,58 0, B0 1,20
Froteina cruda %Q Q,70 0,45 0,38 0,44 0,35 0,39
Azlicares solubles *%Q 8,7 3,7 9,1 2,1 9,1 1,4

Sustancias pecticas Yo - 1,80 1,20 1,20 1,30 0,86
Cenizas QQ 0,40 0,25 0,29 0,21 0,27 0,<4
pH 4,1 4,1 4,1 4,1 3,3 I, 3

Variedad de manzana R.D. k.D. k.D. R.D. G.S. G.S.
Mes de proéesaminnto Abril Abril Noviem. Noviem. Abril Abral

# En todos los casos se encontrdo aproximadamente un 67 7 de
fructosa, 23 % de glucosa y 10 % de sacarosa.

K.D.: Red Delicious. G.S.1 Granny Smith.

Debe mencionarse que el orujo tipo | proviene de una planta

productora de sidra, donde normalmente las manzanas son exprimidas con
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una prensa de marcos y el orujo no es lavado con agua ni reexprimido,
Puesto que s8i bien de esta manera se aumenta la cantidad total de
azucares extraidos también me diluye al jugo, obteniéndose una

sidra de menor graduacicén alcohdlica. Ademas, el procesamiento

de la fruta se realizd en el mes de abril, por lo tanto las manzanas
empleadas tenfan apenas dias de cosechadas. Considerando que un
orujo rico en azucares como este podria ser la materia prima mas
adecuada para un enriquecimiento proteico, se lo empled para tal fin
(capitulo 2).

Los demids orujos provienen de una planta elaboradora de jugo
concentrado donde habitualmente @l orujo es sometido a tres prensados
en equipos Willmes (prensas de bandas) y dos lavados con agua antes de
ser eliminado debido a que el jugo obtenido es luego concentrado en
los evaporadores. De esta manera, los orujos 2, 3b y 4b se pueden
considerar como tipicos de este tipo de industria. La diferencia
entre ellos estriba en el hecho de provenir de las dos variedades de
manzanas mas empleadas para la elaboracidon de jugos, o bien de
distintas épocas de procesamiento. Esta elecciédn se fundamenta en
el interés de estudiar el comportamiento de los distintos tipos de
orujo que se puedan encontrar a lo largo del affo en los procesos
fermentativos a desarrollar.

Estos orujos poseen una composicién quimica, en lo que
respecta a azucares y sustancias pécticas, similar a las
encontradas en la bibliografia de produccién de pectinasas en
medios liquidos. Por tal motivo se los selecciond para tal fin
(capitulo 4).

Los orujos 3a y 4a tienen el mismo origen que los 3b y 4b
respectivamente, con la diferencia que fueron obtenidos después del
primer prensado de las manzanas, O sea que no fueron sometidos a
lavados. 8Su eleccidn para la produccion de pectinasas se
fundamenta en el hecho de ensayar una materia prima que se puede
considerar, a l1os efectos practicos, como proveniente de una planta

sidrera aunque en realidad no lo era, pero obtenida el affo siguiente
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al del orujo 1, y también estudiar el efecto que un menor prensado,
Y POr consiguiente una distinta composicién, tenia sobre los

resul tados de las experiencias.
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CARITULO 23 ENRIQUECIMIENTO PROTEICO DEL ORUJO DE MANZANA

2.1. INTRODUCCION.

Segun la FAO, durante las dos ultimas décadas, la
Produccién de alimentos tanto a nivel mundial como regional fue
mayor que el aumento de la poblacidn, pero la diferencia entre ambas
se ha estrechado (Nicol, B., 1974). Esto indica que la tasa de
produccién anual de alimentos es inferior Que la de crecimiento
poblacional, con lo cual al correr del tiempo, de no revertirse esta
tendencia, se producira una verdadera deficiencia alimentaria.

For otra parte, dentro de la alimentacidn es bien conocido el
papel que juegan las proteinas, como asi también la importancia
que reviste la calidad (valor bioldgico) de las mismas.

Las fuentes de proteinas de origen tradicional son las
aportadas por la agricultura, ganaderia, avicultura y pesca, es
decir, las que se utilizan a diario, siendo los ejemplos mas
representativos la carne, los huevos, los lacteos y los cereales.

Dentro de las fuentes proteicas no tradicionales pueden
mencionarse las provenientes de las semillas de oleaginosas vy
concentrados de sus proteinas (residuos de la industria aceitera que
utilizan mani, germen de maiz, colza, nabo, sésamo, lino, etc.),
las leqgqumbres (soja, poroto, arveja, garbanzo, haba, lupino, etc.),
las harinas de pescados, las algas, el krill, los dializados de suero
de leche, las proteinas unicelulares, etc. Se estima que este tipo
de fuentes proteicas esti destinado a ocupar un lugar preponderante
dentro de la alimentacidn mundial debido a que las tradicionales
dependen en ultima instancia de tierras aptas para su produccion,
las cuales inexorablemente tendrén un limite y es aqui donde
intervienen las no tradicionales ya que en algQunos casos no tienen una
dependencia tan estricta en cuanto al lugar de produccioén
(Valenciano, 0.A., 1980).

Dentro de las fuentes proteicas no tradicionales, las proteinas
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unicelul ares ocupan un espacio importante. Se las puede definir como
todo microorganismo (bacterias, algas, hongos y levaduras) susceptible
de ser cultivado con fines alimenticios, sea para humanos O animales
(Mateles, R.I. and Tennenbaum, S.R., 1968).

Los microorganismos presentan una serie de ventajas dignas de
mencionarse con respecto a su capacidad de producir proteinas que,
por otra parte, han sido ampliamente divulgadas en la bibliografia
del tema. Presentan en término medio un contenido proteico en base
seca de entre el 40 y 30 %, su obtencién es independiente de las
condiciones climiaticas, las instalaciones necesarias para su
producciédn requieren poco espacio, pueden utilizar sustratos muy
variados y presentan una gran velocidad de crecimiento. Este ultimo
punto es importante porque supone una gran ventaja con respecto a las
fuentes tradicionales. Por ejemplo, el tiempo necesario para duplicar
el peso es de 20 a 120 minutos para bacterias y levaduras, de 2 a 48
horas para hongos y algas, 1 a 2 semanas para pasturas y algunas
plantas, 2 a 4 semanas para pollos, 4 a 6 semanas para cerdos Yy 1 a 2
meses para bovinos (Humphrey, A.E., 1969). En cuanto a la
productividad, expresada en kg de proteina/dia por cada 1000 kg de
biomasa, el ganado vacuno presenta un valor de 1, la sOja en epoca
de crecimiento 10, las levaduras 10® y las bacterias 10**

(Riviere, J., 1977).

Ya se ha mencionado la capacidad que presentan los
microorganismos de utilizar sustratos de los mas variados origenes
para su crecimiento. En la Tabla 2.1 se puede observar la gran
diversidad de materiales empleados en medios de cultivo destinados a
la produccion de proteinas microbianas como asi tambieéen

algunas de las caracteristicas de los mismos.
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Tabla 2.11 Variedad de sustratos potencialmente empleables para la
Produccion de proteinas microbianas (adaptada de Gaden, E.L.,
1974).

SUSTRATO DISPONIEILIDAD PRETRATAMIENTO RENDIMIENTO OTRO USO
(1) (2)
GLUCIDOS
Mel asams:
de cafra amplia, estacional simple 0,25-0,30 Etanol
de remolacha concentrada, simple 0,27-0,33 Etanol

estacional

Suero de limitada, anual simple 0,03 Alimentacion
queso animal
Liquidos concentrada, simple 0,008 -
sulfiticos anual

Residuos limitada, simple o - Alimentaciodn
de papa estacional ninguno animal
Residuos de limitada, simple o - Alimentacioén
frutas vy estacional ninguno animal

hortalizas

Almiddn de:
granos amplia, estacional hidrdlisis 0,5-0,6 Alimentacién
mandioca concentrada hidrdlisis

Celulosa

mader a concentrada, hidrodlisis 0,03 Combustibie
anual
bagazo concentrada, hidrdolisis 0,1-0,3 Combustible

~estacional

marlo de maiz limitada, hidrolisis 0,13 -
estacional

cdscaras limitada, hidrélisis - Alimentacion
estacional animal
residuos concentrada, hidrdlisis - -
urbanos anual
ALCOHOLES
Metanol amplia, anual Nninguno 0,25-0,9 Industria
Quimica
Etanol amplia, anual ninguno 0,6-0,7 Combustible
Fropanol limitada, anual ninguno 0,4 Industria
quimica

(1) Amplia: disponible en amplias zonas en cantidades potencialmente
utilizables. Limitada: relativamente pequefias cantidades.
Concentrada: relativamente grandes cantidades disponibles en pocos
lugares.

(2) Expresado como Kg de biomasa seca por Kg de sustrato. Para
materiales celuldsicos se incluye su contenido de humedad.
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Es dable observar que en muchos de los casos mencionados los
sustratos son residuos industriales de los mAs variados origenes
qQue constituyen elementos contaminantes del medio ambiente si no son
sometidos a tratamientos de depuracién antes de su disposicioén
final. Es as{ que como alternativa a esto ultimo, la produccién
de biomasa con fines alimenticios puede constituir una interesante
Oopcion y llegar a ser econdmicamente aceptable. Sin embargo, en la
formulacion de los alimentos bal anceados destinados a animales se
incluye normalmente harina de soya como principal componente proteico,
por lo que necesariamente una biomasa microbiana destinada a tal fin
debe ser de menor costo que este producto.

El caso particular del orujo de manzana es un ejemplo tipico de
un residuo agroindustrial contaminante del medio ambiente que,
convenientemente manejado, puede constituir un sustrato apropiado para
la producciédn de biomasa destinada a la alimentacioén animal. La
estrategia a emplear, que es general para este tipo de situaciones, es
la siguiente: los microorganismos poseen la capacidad de metabolizar
los glucidos presentes en el orujo convenientemente suplementado con
sales minerales entre las cuales se debe incluir una fuente
inorganica de nitrogeno que va a dar origen a las proteinas
microbianas. Estas pueden ser consumidas por animales y éstos a su
vez por el hombre. En resumen, una fuente nitrogenada que no podria
ser empleada en alimentacidn humana en virtud de la i1ncapacidad
metabdlica del hombre para asimilarla puede transformarse en
proteinas animales de alto valor bioldgico.

Otro aspecto que hay que tener en cuenta es el hecho de que los
microorganismos poseen un contenido relativamente alto de acidos
nucleicos para su uso directo como alimento para humanos. Sin embargo,
si el producto final se utiliza como alimento de animales de cria,
el citado inconveniente se veria salvado ya que ellos pueden
ingerirlos y metabolizarlos sin problemas en virtud de que poseen una
enzima hepatica llamada urato-oxidasa que desdobla al a&cido

urico en alantoina de gran solubilidadad y fécilmente eliminable
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por via renal.

Por otra parte, el bajo tenor de proteinas del orujo de manzana
lo hace poco apropiado para su empleo directo previo secado en
alimentos balanceados a menos que se 10 suplemente convenientemente
con fuentes proteicas. O sea que, en ultima instancia, serian
éstas las que se reemplazarian mediante un enriquecimiento
proteico microbiano.

Al producto final obtenido de esta forma le cabe la reciente
denominacioén inglesa de "microbial biomass product® qQue se refiere a
una mezcla compleja de sustratos solidos y microorganismos crecidos
a expensas de ¢l1, a diferencia de la clasica biomasa microbiana en
la cual al final del proceso los microorganismos son separados del
medio de cultivo agotado (Da Silva, E.J., 1981).

Finalmente, debe plantearse el interés econdmico puesto en
juego en la produccion de proteinas destinadas a la alimentacion
animal en una zona marginal como es la productora de jugo de manzana.
La topografia del Alto y Medio valle del rio Negro que da lugar
a una gran cantidad de microclimas, las bajas precipitaciones
pluviales y su mala distribucidn, los fuertes vientos, la cobertura
de los campos por la nieve y los cortos periodos libres de heladas,
son factores fundamentales que limitan a esta zona en cuanto a la
produccion ganadera.

Debe mencionarse que la flora autdéctona es escasa y de bajo
poder alimenticio, 1o que hace necesario grandes extensiones de campo
para los rodeos. Todos estos factores danm a la ganaderia de la zona
su caracteristica particular de transhumancia, por lo cual los
productores arrean su ganado de los campos de invierno a los de verano
a fines de primavera retornando a los campos de invierno a fines del
otoffo. Asi se da el caso de arreos de mas de 200 km por ejemplo
de los productores del Departamento de Fehuenches, prov. de Neuquén,
qQue tardan 45 dias en llegar a la “veraneada" y 20 dias al volver
por estar mejor alimentado el ganado. Esta modalidad trae aparejada

una serie de problemas socio-econdmicos, no permitiendo entre otras
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cosas el arraigo de los pobladores.

Otro de los problemas que se presentan es la necesidad de
terminar el engorde del ganado fuera de la zona, en la pampa humeda,
Para después regresar para su consumo ya faenado (Anonimo, 1985)..

Uno de los objetivos regionales, maxime al tener en cuenta que
las carnes de la region se valorizan mas al estar en vigencia la
barrera sanitaria y considerarse al sur del rfo Colorado zona libre
de aftosa, es evitar el é#xodo del ganado fuera del territorio. Fara
ello resulta ineludible la solucién del problema de la
alimentacion del mismo. Una alternativa interesante la constituye la
cria de animales a corral mediante el uso de alimentos balanceados
(Mendel, V.E. y Clawson, W.J., 1977). Por lo tanto, la produccidn de
una proteina microbiana de costo accesible a partir de un residuo
abundante como el orujo de manzana constituye un proyecto mas que
atractivo desde el punto de vista econdmico y un desafio para la
Biotecnologia.

Fara la realizacidn del presente trabajo se utilizaron
microorganismos aerobios en virtud de su mayor capacidad para la
transformacion de las fuentes de carbono del orujo de manzana en
biomasa. A tal fin, se seleccionaron cepas de levaduras,'en una
primera etapa, en medios agarizados y luego en procesos en
erlenmeyers. Fosteriormente, se pasd a tanques agitados a los
efectos de estudiar su comportamiento en una escala de trabajo mayor.
En este caso, los problemas reoldgicos presentados hicieron
necesario el uso de un hongo con capacidad hidrolitica de los
biopolimeros responsables de la alta viscosidad del medio. Fara
finalizar, se realizaron experimentos con cultivos mixtos con
alimentacion control ada de sustrato fresco mediante un dispositivo
ideado y construido en nuestro laboratorio, a los efectos de
alcanzar la mayor concentracion posible de sdlidos en el medio de
cul tivo.

Como resultado de estos experimentos, se llegQd a un producto

final cuya composicion en base seca 10 haria recomendable para el



uso en dietas de animales bovinos. No se pudieron realizar ensayos en
mayor escala debido a la falta de la infraestructura y del apoyo
necesario por parte de la industria juguera, tal como se mencioné

anteriormente.

2.2. MATERIALES Y METODOS.

2.2.1. Microorganismos @ indculos.

Para el desarrollo de las experiencias se emplearon tres cepas
distintas de levaduras, a saber: Saccharomsycopsis lipolytica,
Candida utilis NRRL 1087 y Candida sp. aislada de un tanque de
melasa (Cabib, G. y col., 1983), y una fungica, Trichoderma
reeser QM 9414 (gentilmente cedida por el Dr. Cuevas, INIQUI, UN
Salta), todas aptas para la alimentaccion animal. Ellas fueron
mantenidas a 4 °C en el medio de cultivo 1 (agar orujo de
manzana) que demostro ser apto para tal fin.

Los indculos de lovgduras para los estudios en frascos agitados
fueron preparados a partir de cultivos de 48 h sobre agar orujo de
manzana y se sembraron en erlenmeyers de 250 mL conteniendo S0 mL de
medio de cultivo alcanzando una concentracion inicial de 1 x
107 ceélulas.mL—2,

En el caso de la cepa de Trichoderma, se utilizé una cantidad
suficiente de esporos obtenidos sobre agar orujo de manzana y
resuspendidos en soluciéon acuosa de Tween 80 al 0,01 % como para
alcanzar una concentracion inicial de 1 x 10* esporos.mL—?%,

El indculo de S. lipolytica para los experimentos en escala
de fermentador consistid en un cultivo empleando el medio 4 de 48 h
con un volumen igual al 10 X del del fermentador conteniendo 1 x
102 células.mi—*,

Para los cultivos con 7. reese: tanto sin o con alimentacion
de sustrato, los indculos fueron similares a aquellos descriptos
para los estudios en frascos agitados y los de los experimentos con

cultivos mixtos se describen mads adelante.
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En todos los casos, log cultivos se realizaron a 30 <=C,

2.2.2. Medios de cultivo.

Los medios empleados se basaron en el uso de orujo de manzana,
orujo de manzana pretratado a 100 =C durante 2 horas con el
agregado de HeS80s4 (0,54 % p/v) 0 jugo de orujo de manzana
que fue obtenido en nuestro laboratorio, mediante una prensa, hasta
lograr un rendimiento aproximado del 50 % (v/p), dependiendo del
propésito del experimento. El pH se ajustd en todos los casos a
4,1. Los medios generalmente no se esterilizaron y cuando se lo hizo
se efectud a 121 =C durante 20 minutos. La composicion final

de los medios de cultivo se muestra en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2t Composicién de los medios de cultivo (g.L"%).

Medio

Componentes 1 2 3 4
Orujo de manzana 100 384,6 - -
Orujo de manzana pretratado - - 384,6 -
(NHa ) 2604 7 7 - 7
KH=2F0Oa 2 2 2 2
MgS0a. 7H=20 1 0,5 0,5 0,59
CaCl= 1 0,95 0,5 0,5
Solucion de microelementos (mL.L™%') 1 1 1 1
Tween 80 - 2 2 ~
Agar 30 - - -
Jugo de orujo de manzana csp - - -~ 1000 mL
H=0 csp 1000 mL 1000 mL 1000 mbL -
Esterilizacion si no no si

La solucion de microelementos fue de la siguiente composicion (mg.L"%):

FeSOa.7H20 5,03 MNSOa.H20 1,63 ZINS04.7H20 1,4 vy CoCla.6Ha20 3,7 (Mandels,
A. and Weber, J., 1969)

El orujo de manzana empleado fue el mencionado en el capitulo 1|
y Que se le asignt el tipo 1. Este orujo fue transportado desde una
planta sidrera a temperatura ambiente durante alrededor de 1
dia, 10 que produjo un desarrollo parcial de la propia contaminacion
microbiana. Una vez llegado a nuestro laboratorio se lo fracciono

y congeld a -20 =C, manteniéndose en esa condicion hasta su empleo.
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2.2.3. Técnicas analiticas.

El pH de las muestras tanto de orujo de manzana como las de los
procesos fermentativos fue medido con un peachimetro Metrohm modelo
E 396 B empleando una dilucidn de 9 partes de agua y 1 del residuo.

La materia seca se determind a 60 =C hasta peso constante.

En los procesos realizados en erlenmeyers agitados se seco la
totalidadd del contenido de cada frasco. En el caso de los procesos
efectuados en fermentador se tomaron alficuotas que se pesaron antes
y después de secar, refiriéndose el contenido de materia seca a la
unidad de volumen ya que la densidad del medio de cultivo era
aproximadamente de 1 g.mL~*. No se midio® el volumen de la

muestra debido a que por sus caracter{sticas reoldgicas eran
retenidas gran cantidad de burbujas de aire originando valores en
defecto. Esta determinacidn se considera muy importante tomando en
cuenta que el propodsito principal de los procesos era arribar, al
final de ellos, al maximo valor posible de materia seca.

El contenido de proteinas fue determinado por el método de
kKoieldahl (ADAC, 1970) y calculado por diferencia entre el contenido
nitrogeno total y el de nitrdgeno amoniacal, multiplicado por
6,25. El término "proteina cruda” se aplica al contenido de
nitrégeno total multiplicado por 6,25.

El nitrogeno amoniacal fue evaluado por destilacion de las
muestras las cuales habfan sido alcalinizadas mediante el agregado
de suficiente cantidad de solucion de NaOH y posterior medida
volumétrica (Schaffeld, G. and Illanes, A., 1982).

LLos lipidos totales fueron determinados por extraccioéon con
éter de petroleo, fraccion 60-80 =C, en un extractor Soxhlet y los
carbohidratos totales por la teécnica de antrona (Herbert, D. y col.,
1971) empleando glucosa como patron.

Las cenizas se realizaron a 530 =C sobre muestras secadas vy
molidas.

La fibra cruda fue evaluada por gravimetria previo tratamiento

a ebullicion de la muestra con soluciones 1| N de HaS804 @ NaOH
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(Jenkins, G.L. y col., 1951),
En todos los casos, los recuentos de microorganismos (levaduras y
esporos fungicos) en medios sin sdlidos insolubles se realizaron

sobre una diluciédn adecuada en camara de Neubauer.

2.2.4. Desarrollo de procesos fermentativos.

Los experimentos preliminares se llevaron a cabo en agitador
rotatorio a 200 rpm con erlenmeyers de 250 mL de capacidad conteniendo
50 mL de medio de cultivo, cubiertos con una capa doble de Qasa, en
lugar del clasico tapédn de algodén, para facilitar la
aereacion. A fin de evitar problemas con el muestreo durante los
procesos se empled un numero suficiente de erlenmeyers que
permitiera tomar tres de ellos en los intervalos de tiempo prefi jados,
utilizandose como muestra el contenido total de los mismos pero
procesandolos por separado (los resultados mostrados son promedios
de triplicados). El pH fue ajustado periddicamente al valor inicial
mediante el agregado de solucidn 1 N de NaOH o de NHaOH al 7 % v/v.

Las experiencias en escala de fermentadores agitados se llevaron
a cabo en una unidad de fermentacioén LKB Ultroferm 1601 con un
volumen de trabajo de 2 a 4 L. E1 pH fue controlado automaticamente
en 4,1 mediante la adicion de NHLAOH al 7 % v/v. La agitacion
fue 1000 rpm v la aereaciodn fue fijada a 1 vvm. Ademas, la
tensidn de oxigeno disuelto fue medida y registrada automadticamente.

La potencia consumida por la agitacion fue indirectamente
medida por el consumo eléctrico del motor. Los valores dados se
expresan en unidades arbitrarias (Au) para facilitar la medida,
tomando como méximo el valor de la unidad y refiriendo los demas
como fracciones de ella.

FPara la adicion controlada del orujo de manzana en los procesos
discontinuos alimentados se empled un dosificador controlable de
sustratos pastosos que fuera disefNado y construido en nuestro
laboratorio. El sistema consta fundamentalmente de un soporte al cual

esté adosado un motor universal de 220 V, 1/2 HP, 1800 rpm y un
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cilindro de PVC de 100 mm de didmetro interno con un pistdn de PVC
soportado por una varilla roscada. Esta ultima estd interconectada

por un sistema de polea y correa con el motor (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1. Dosificador de sustratos pastosos.
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El sistema de control utiiizado, del cual se muestra un diagrama
en bloques (Fig. 2.2), se construyd aprovechando la sehal
originada en un electrodo Que mide el oxigeno disuelto del medio de
cultivo. Este valor es registrado, amplificado y comparado
electronicamente con un umbral de referencia previamente fijado por
el operador. Si la medida lo supera, se conecta un relay que acciona
el motor del dosificador durante un tiempo tambidén prefi jado.
Cumplido éste, @l control espera un determinado tiempo para que el
sistema evolucione Y vuelve a sensar el nivel de oxigeno disuelto,
adicionando o no mas sustrato segun si aquel no hawya o hase a
bajado del umbral de referencia respectivamente. Ademas existe la
posibilidad de variar las revoluciones del motor de modo tal que de
esta manera también se puede regular la cantidad de sustrato de cada
adicion.

El hecho de gue se pueda ajustar en forma continua, simultaAnea
e 1ndependiente el nivel de referencia del oxigeno disuelto, los
tiempos de adicidn Yy espera y la velocidad de adicioén del sustrato
permite un adecuado control de un Cultivo discontinuo alimentado con
un sustrato pastoso como es el caso del orujo de manzana que de otra

manera no ' podria llevarse a cabo.

g f
> Sensor
L]
registrador del motor

fermentador

Fig. 2.2. Sistema de control.
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Finalmente, los procesos discontinuos alimentados se comenzaron
con el medio de cultivo 3 dilufdo 1,5 veces con agua. El dosificador
Seé cargo con orujo de manzana pretratado con un pHi 1,6 que no se
varid después del pretratamiento a los efectos de evitar la
proliferacién de microorganismos debido a qQue @l diseflo no permite
evitar la contaminacién proveniente del medio ambiente. También se
incluyeron los demés componentes del medio de cultivo 3 a
excepcion del agua. El sistema se ajustd a una tension de
oxigeno disuelto del 25 %, con un tiempo de adicion de 1 s@g, un
tiempo de espera de 90 seg y una velocidad del motor de 1000 rpm,

condiciones que fueron seleccionadas en experimentos previos.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

2.3.1. Ensayos en sistema de cultivo discontinuo.

Los microorganismos mencionados precedentemente fueron sembrados
sobre el medio de cultivo 1| a fin de establecer su capacidad de
desarrollo utilizando orujo de manzana. Después de 24 h de
incubacion se observo un abundante desarrollo de S. lipoeolytica
y de Candida sp. v a las 48 h para 7. reesei, mientras que
Candida utilis mostrd un crecimiento pobre aun a los 7 dias,
motivo por el cual fue descartada.

Con las cepas de levaduras seleccionadas se condujeron
experimentos en escala de frascos agitados utilizando el medio de
cultivo 2 a fin de comparar su rendimiento proteico. Los resul tados de
estos ensayos se muestran en la Tabla 2.3. Como se puede' apreciar,
tanto los valores volumétricos de proteina como los de rendimientos
proteicos Y..e (Proteina producida/Glucidos solubles consumidos)
son mayores en @l caso de S. lipolytica, motivo por el cual fue
seleccionada para el resto de los ensayos. Al final del proceso se
alcanzd un tenor de proteinas del orden del 13 % en base seca que
s® considera adecuado para una dieta alimentaria de bovinos

(Andnimo, 1978).
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Tabla 2.3:; Resultados obtenidos en escala de erlenmeyer con levaduras.

Tiempo de Vol. de Feso seco Proteina Blucidos Yore
proceso NaOH 1IN (g.L—%) (g.L—%) solubles
(h) (mL.L—2) (g.L—12)
Cepa 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
- - es,5 68,9 2,9 3,0 33 32 - -
11,3 20 20 87,5 66,4 3,7 4,2 29 27 0,20 0,24
23,1 46 44 85,2 81,9 6,0 6,4 16 18 0,21 0,24
34,6 30 56 83,4 77,4 7,3 8,5 11 9 0,21 0,24
48,0 S50 56 B1,6 74,0 e,? 9,9 4 2 0,20 0,23

1: Candida sp.
23 S§. lipolytica.

En la Tabla 2.4 se muestran los resultados obtenidos en escala de
termentadores agitados utilizando el medio de cultivo 2. En este caso
se diluyd con 33 7% de agua debido a que originalmente no se
obtenia un buen mezclado en el reactor. Como se puede apreciar, los
valores de Ypo,o hallados son similares a los obtenidos en
erlenmeyers. Ademds, los niveles volumétricos de proteina
logrados, si bien son menores, guardan una relacion proporcional a
la dilucidn efectuada al medio de cultivo con un porcentaje de

proteina en base seca del orden del 12,5 7.

Tabla 2.4:1 Resultadogs de las experiencias en tanques agitados con 5.
lipolytica.

Tiempo de Vol. de Peso seco Proteina Glucidos Yora
proceso NHLOH (g.L—%) (g.L—?) solubles
h) (mL.L—2) (g.L—1%)
0 0 66,3 2,3 25 -
4,2 1,0 65,2 2,9 22 0,20
8,2 2,0 62,6 4,2 16 0,22
14,2 5,9 59,2 5,9 7 0,19
19,8 6,0 57,4 6,8 3 0,27
24,2 6,8 56,6 7,1 1 0,15

Los resul tados anteriores muestran una gran similitud entre ambos
procesos, pero en este uUltimo el tiempo empleado es del orden del 50
% del anterior. Puesto que la unica condicion distinta es el mayor
grado de aeracion en los fermentadores, es l16gico suponer que la

cinética del proceso, y no el rendimiento del mismo, esta
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gobernada por la velocidad de suministro de ox{geno al medio de
fermentacion. Este hecho indica 1la incapacidad de la cepa empleada
de utilizar anaerdbicamente los azucares presentes en el orujo.
Fara confirmar esta hipotesis, se incubd S. lipolytica en
condiciones anaerdbicas usando medios minimos gque contenian como
fuente de carbono glucosa, fructosa, sacarosa y jugo de orujo de
manzana, NO Oobservandose en ninguno de ellos la produccion de gas
Nni de etanol en coincidencia con los datos bibliograficos hallados
para esta cepa (Rose, A.A. and Harrison, J.H., 1970).

De este Uultimo experimento se concluye que para poder llevar a
cabo la transformacidn del orujo en escala de fermentadores de
laboratorio es necesaria una dilucion adicional del medio de
cultivo, que ocasiona un menor aprovechamiento del volumen util del
reactor y un incremento en los costos de secado a que deberia ser
sometido el producto final en caso de ser necesario para su
comercializacion. For ello se pensd en modificar las propiedades
recldgicas del medio de cultivo, principales causantes de los
problemas de agitacion, mediante una degradacion bioldgica de
los componentes del orujo de manzana responsables de su alta
viscosidad, fundamentalmente pectina y fibra. La utilizacion de
preparados enzimaticos comerciales (Miller, J.E. y col., 1982) fue
descartada en razon de su alta incidencia en el costo final del
producto. Como via alternativa se pensd en la produccion “in
situ" de un conjunto enzimatico con capacidad celulolitica y
pectolitica. A tal efecto se eligid al 7. reesei GM 9414 en
razéon de su probada capacidad en la produccion de este tipo de
enzimas (Montenecourt, B.8. y col., 1980 Haltmeier, T. y col., 1983)
y aptitud para la alimentacion animal, con el doble proposito de
disminuir la viscosidad y de aumentar la cantidad de glucidos
metabolizables.

Ensayos preliminares realizados con el medio de cultivo 2, en
frascos agitados, muestran una marcada competencia con predominio de

la flora natural presente en el orujo scbre el desarrollo del hongo,
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con la consecuente reduccion en el rendimiento del proceso. A fin de
evitar este inconveniente, debido a la carga microbiana inicial del
sustrato y a la mayor velocidad de crecimiento de los contaminantes,
se decidid efectuar un pretratamiento térmico del orujo de

manzana. La esterilizacion con vapor a sobrepresion fue descartada
en razon del alto costo industrial para este tipo de materiales
debido a las dificultades que presentan en cuanto a la transferencia
de calor (se efectua con una gran componente de conduccién Yy

escasa conveccion) y la necesaria utilizacidn de equipos con mayor
resistencia mecénica y, por lo tanto, mas costosos. Una de las
alternativas posibles es un tratamiento térmico a presion
atmosférica, previa adiciéon de una cantidad adecuada de écido,

con dos fines especificos: favorecer la disminucion de la
viscosidad del medio de cultivo y reducir el contenido de la flora
normal. Ademas, la combinacidn de acidez-temperatura puede actuar
también produciendo una hidrdélisis parcial de las sustancias
pécticas y de la fibra, incrementando la cantidad de sustratos
disponibles para el crecimiento de los microorganismos (Reese, E.T. vy
col., 1972y Fan, L.T. y col., 1982).

Las hipotesis anteriorez fueron confirmadas efectuando medidas
de viscosidad empleando un equipo ROTO-VISCO (HAKE Inc.) en el orujo
de manzana sin y con pretratamiento previo, observandose en este
ultimo caso una disminucidn a un tercio de la original. Ademas,
se encontrd un 20 % de incremento en la cantidad de azucares
solubles. For otra parte, los medios de cultivo 2 y 3 se incubaron
anaerobicamente sin sembrar durante 48 h a 30 =C observandose
una mayor produccion de gas y 10 veces mas de etanol (medido por
cromatografia gaseosa) cuando no se pretratéd el orujo que cuando
se lo hizo, con 1o cual se demuestra la efectividad del
pretratamiento.

Nuevas experiencias en escala de erlenmeyers agitados, utilizando
T. reesei en el medio de cultivo 3, arrojaron los resul tados que

se® indican en la Tabla 2.5 donde se puede observar que a las 48 h de
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proceso se@ alcanzan niveles de proteina similares a los de los
procesos conducidos con levaduras, correspondientes a un 15 7 del peso
seco. En las etapas posteriores de cultivo no se observa aumento de la
cantidad de proteina producida, aunque @l valor porcentual en peso
seco llega hasta el 19 % a las 90 h. Este efecto no se debe a un
incremento en la sintesis de proteinas sind, mas bien, es el

resultado de la disminucidn del peso seco debida a la hidrdlisis vy
posterior metabolizacidn de material insoluble con formacion de

CO=2, la cual va acompafiada por una licuefaccion en el medio

de cultivo pero no de sintesis de biomasa.

Tabla 2.51 Resultados obtenidos en escala de erlenmeyers agitados
empleando 7. reesei.

Tiempo de proceso Volumen de Feso seco Proteina
(h) NH4OH (g.L™%) (g.L™*)
(mL.L™%)
0 0o 87,0 2,9
25,95 2,4 67,4 4,7
48,0 3,6 60,7 9,1
72,0 4,8 54,4 9,2
90,8 4,8 48,0 ?,2

2.3.2. Ensayos en sistema de cultivo discontinuo con alimentacion
control ada.

En virtud de las anteriores observaciones, se penst en la
posibilidad de trabajar en un sistema con alimentacion de sustrato,
comenzando con un medio de cultivo diluido e ir adicionando, en
funcidon de algun parametro de proceso, porciones de uno mas
concentrado hasta llegar a una relacion final de solidos mayor que
la que se puede lograr en sistemas discontinuos por los problemas de
agitacion ya descriptos. Para tal fin se empled el dosificador de
sustratos pastosos ya mencionado con la alimentacion controlada
mediante la concentracién de oxigeno disuelto en el medio de
cultivo.

Para demostrar la factibilidad del sistema se efectuaron ensayos

con 7. reesel en el medio de cultivo 3 dilufdo 2,2 veces y se
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cargd al dosificador con el mismo medio sin adicion de agua y sin
neutralizar a los efectos de evitar el desarrollo de contaminantes.
evolucion de la concentraciédn de oxigeno disuelto durante la

etapa de alimentacion se grafica en la Fig. 2.3. El resto de los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.6 donde podemos
observar que los niveles volumétricos de proteina alcanzados no
difieren substancialmente al de los procesos anteriores,
observandose un descenso en la concentracion proteica durante la
etapa de adicidn, lo que indica que la velocidad de sintesis
proteica es inferior a la de alimentacion de sustrato. No obstante,

el rendimiento total del proceso se ve incrementado debido al me jor

aprovechamiento del volumen util del reactor puesto que el peso seco

se 1ncrementa en un 27 7% a lo largo del proceso.

Oxigeno disuelto (%)

100} {4
8ol ®
—9q3 5
- .—— :
60
42
40}
41
| L L 1 1 Ul } d 1 1 1 1
45 50 55 60

Tiempo de proceso (h)

Fig. 2.3. Oxigeno disuelto y volumen total de un proceso
discontinuo alimentado.
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Tabla 2.6: Resultados obtenidos en cultivo discontinuo alimentado en
termentadores agitados empleando 7. reesei.

Tiempo de proceso Volumen de Peso seco Proteina
th) NH4OH (g.L—1%) (g.L—2)
(mL.L—2)

0 0 39,0 1,4
8,0 1,0 35,0 1,6
22,5 2,0 30,9 1,9
31,0 4,5 29,1 2,9
47,0 9,5 33,3 2,7
52,5 16,7 42,5 5,1
60,0 22,0 49,5 7,3

La alimentacion de sustrato se realizd en el periodo
comprendido entre las horas 45 y 55 de proceso.

De los descripto anteriormente se puede inferir que en esas
condiciones de trabajo la cine¢tica limitante del proceso es la
velocidad de crecimiento del hongo. A fin de salvar este
inconveniente, se diseflaron experimentos con cultivos mixtos de
levadura y hongo en sistema discontinuo alimentado. En ellos se
intentd aprovechar la mayor eficacia de conversion de orujo a
proteina por parte de 5. lipenlytica (medida como Proteina
producida/Disminucion de peso seco) que determinada en los procesos
en erlenmeyers es el doble que los valores obtenidos para el hongo y
su mayor velocidad de crecimiento. For otra parte, la capacidad
hidrolitica de las enzimas producidas por 7. reeseil
tavoreceria la disminucion de la viscosidad del medio de cultivo.

Los indculos de estos procesos consistieron en 800 mL de un
cultivo en erlenmeyer de S. lipolytica de 12 h de desarrollo en el
medio de cultivo 4 vy 35300 mL de cultivo en erlenmeyer de 7. reesei:
de 72 h desarrollado en el medio 3, al cual se le agregd 300 g de
orujo pretratado y se completd a 2 L con agua y el resto de los
componentes del medio 3. El dosificador fue cargado como en el caso
anterior con el medio 3 sin adicion de agua y sin neutralizar. Los
resul tados obtenidos se muestran en la Fig. 2.4,

Como se puede observar, hasta aproximsadamente la hora 20 de
proceso desarrollado en forma discontinua, no existen variaciones

importantes de masa de caldo debido al efecto compensatorio del
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Fig.2.4. Cultivo mixto alimentado.
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La alimentacidn se realizo entre las horas 20 y 50 de proceso.
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agregado de dlcali. Consecuencia de esto es que se mantuvo una buena
proporcionalidad entre l1os valores volumétricos y totales de los
demds parametros. En este intervalo, el oxigeno disuelto

descendi® a valores del 40 7 para subir lentamente al valor de B0 %
al final del mismo, dandose asi‘inicio al cultivo alimentado.

Los azuicares solubles mostraron un comportamiento que no se
corresponde con los valores de proteina y 4lcali consumido. Esto
podria estar asociado a una disolucidn de pectinas presentes en el
orujo que interfieren cooperativamentte en la medida de azucares por
el método de antrona, siendo responsables, junto con la
desagregacion mecanica de los sédlidos en suspension, del
aumento de viscosidad del medio que se traduce en un aumento de la
potencia consumida. For otra parte debe tenerse en cuenta la actividad
hidrolitica presente en el indculo en la liberacién de
glucidos solubles y modificacion de las propiedades reologicas
del sistema.

La etapa de cultivo alimentado podria ser considerada como una
sucesion de estados transitorios debido al hecho de que se
efectuaron adiciones discretas en forma de pulsos controlados con una
velocidad de alimentacién de sustrato cambiante en funcion de la
respuesta del cultivo.

A excepcitn de las divergencias observadas entre las curvas
correspondientes al consumo de potencia, el resto de los parametros
muestran un comportamiento acorde al agregado de sustrato fresco. Los
valores de consumo de potencia por unidad de volumen observados
muestran la ventaja del empleo de cultivos mixtos en este tipo de
sistema puesto que se produce una importante disminucion en el valor
de este parametro.

Con respecto a la produccidn de proteinas se debe resal tar
que se alcanzan valores volumétricos del orden de 15 g.L™! que
duplican a los obtenidos en procesos anteriores con un 15,6 % de

proteina en pesoc seco.
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2.4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en las experiencias descriptas indican
la factibilidad técnica del enriquecimiento proteico del orujo de
manzana por via fermentativa, logréndose un producto de
composicidn apta para su utilizacion en la elaboraciéon de
alimentos balanceados para animales rumiantes. En la Tabla 2.7 se
muestra la composicién quimica del producto final seco comparada
con la de alfalfa, lo que sugiere que solamente se requeriria un

ajuste en el contenido de fibra.

Tabla 2.7t Composicié6tn quimica (7% es base seca) comparativa del
orujo de manzana fermentado y de la alfalfa (Medicagn sativa).

Orujo de manzana fermentado Alfalfa
Froteinas 15,6 16,1
Fibra cruda 9,1 30,0
Lipidos crudos 4,1 3,7
Carbohidratos totales 37,0 41,0
Cenizas 8,9 ?,0

For otra parte, debe resaltartse el hecho de que para estas
experiencias se ha empleado un orujo parcialmente degradado por la
flora natural con rendimientos interesantes, 10 que abre la
posibilidad de que con el uso de un material fresco se obtengan
mejores resultados. Una prueba de ello fueron los valores logrados
usando una pequeffa partida de orujo fresco (que fue congelado
inmediatamente a la salida de la prensa y mantenido es esa condicion
hasta su empleo para evitar la proliferacion microbiana) en los
medios de cultivo 2 y 3 en procesos en erlenmeyer con 7. reeseil,
donde se alcanzaron tenores del 19 al 22 7% de proteina en el
producto final seco. Estos valores permitirian el uso de este
producto en la alimentacion de animales monogaéstricos, que son
mds exigentes en cuanto al nivel proteico requerido en sus dietas.

Ademas se ha demostrado que el empleo de un sistema discontinuo

alimentado en forma controlada permite el establecimiento de una
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poblacidn mixta con mayores rendimientos en proteina por unidad de
volumen y buenos niveles en el producto final seco, al mismo tiempo
qQue reduce el consumo de potencia por unidad de volumen a valores
inferiores a los correspondientes a un sistema orujo de manzana-agua
doblemente diluido.

Nuevas experiencias en escala mayor con una posterior
evaluacidn del producto obtenido en animales de experimentaciodn
permitirdan determinar la utilidad y la rentabilidad del proceso. A
tal efecto se requirié la colaboracion de industriales jugueros,
ya que la infraestructura de nuestros laboratorios no lo permitia.
Sin embargo y como se di jo en la Introduccion de esta Tesis, la
mencionada colaboracidn que en un principio se nos habia prometido
no se logro, por 1o que lamentablemente no podemos aseverar que este
tipo de procesos pueda tener un redito econdmico significativo.

Es importante resaltar un problema que puede plantearse desde el
punto de vista econdmico y que se refiere al costo de secado del
producto final de la fermentacion. En este sentido es interesante
tener presente la posibilidad de consumir el alimento en fresco como
tal sin necesidad de secado, o bien complementando la fermentacion
con una etapa de anaerobiosis utilizando bacterias lacticas vy
consumirlo igualmente en fresco. Esta posibilidad fue demostrada en
nuestro pais en la produccidn de un alimento para animales que
contenia entre 75 y 80 % de agua, utilizado en alimentacion de
vacunos a corral y que podia conservarse durante 30 dias sin
alteraciones (Diaz Lozana, J. y Ertola, R., 1979).

Finalmente, debe resaltarse que la experiencia adquirida con
respecto al manejo de un sustrato con las peculiaridades del orujo de
manzana facilito el desarrollo de los trabajos que constituyen el
capitulo 4 de esta Tesis que se refiere a la produccion de enzimas

pectoliticas.
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CAFITULO 3: FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS

3.1. INTRODUCCION

Los trabajos correspondientes al capitulo 4, que se refiere a
la produccion de enzimas pectoliticas, fueron desarrollados
mediante una técnica de cultivo llamada fermentacién de sustratos
sOlidos. Este no es un procedimiento muy difundido en el campo de la
Hiotecnologia, por lo que creo conveniente la inclusion de un
capitulo previo donde se describan los aspectos mas importantes de
este tema. Entre ellos merecen citarse una referencia general a esta
metodologia, distintos ejemplos donde se pone en practica y una
comparacion final con los clasicos procesos en medios liquidos
agi tados.

La denominacion de fermentaciodn de sustratos sédlidos (FSS)
proviene de la traduccion del inglés de "solid substrate
termentation’, expresion empleada para designar a "toda
termentacion en la cual el sustrato no esta en estado liquido”
(Hesseltine, C.W., 1972). Mds precisamente se podria decir gque son
aquellos procesos donde el sustrato no estd ni solubilizado ni en
suspension en un gran volumen de agua.

Esta tecnologia no debe ser confundida con la antigua
denominacion de cultivo en superficie, ya sea sobre sustratos
liquidos o sdlidos, que se refiere fundamentalmente al tipo de
crecimiento del microorganismo empleado (Moo-Young, M. y col., 1983).
En la practica, las F5S se llevan a cabo sobre medios pastosos de
alta densidad en ausencia de liquido libre, originando los 1llamados
sistemas de cultivo semi sodlidos o sdlidos segun el caso.

Una diferencia substancial que existe entre el desarrollo de los
microorganismos @n un medio liquido con s6lidos en solucion
frente al que tiene lugar sobre un sustrato sélido es que en el
primer caso la totalidad de los nutrientes es igualmente accesible y

estd homegéeneamente distribuida, mientras que en el otro no lo
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es, al menos inicialmente. Aqui, la cantidad neta de sustratos
metabolizables puede aumentar, permanecer constante o disminuir
durante el proceso, en cambio en un medio liquido siempre disminuye
(Knapp, J.S. and Howell, J.A., 1980).

Los sustratos normalmente empleados en las FSS son solidos
porosos, granos de cereales, productos vegetales o minerales
granulados o fragmentados. En ellos el agua se encuentra bajo la forma
de agua de constitucidn o ligada a los sélidos mediante diferentes
tipos de fuerzas (covalentes, idnicas, higroscédpicas o capilares).

EP ningun caso el agua puede ocupar la totalidad de los espacios
libres y no debe de escurrir libremente (Raimbault, M., 1980).

No es facil establecer un rango exacto de humedad entre los
cuales tiene lugar este tipo de fermentaciones. El limite inferior
esta dado por un 12 % por debajo del cual cesa toda actividad
bioldgica (Golueke, C.G., 1977). El limite superior depende de la
capacidad de absorcidn de liquido del sustrato empleado que, por
ejemplo, en el caso de la corteza de arce es del 40 %Z y en la paja de
trigo del 75 % (Cannel, E. and Moo-Young, M., 1980 a). En la mayoria
de los sustratos empleados empieza a aparecer liquido libre por
encima del 80 % de humedad.

Existen muchos microorganismos capaces de desarrollar sobre
sustratos sélidos pero los que mejor se adaptan son los hongos
filamentosos. Esto es 10gico ya que ellos crecen en el medio
ambiente sobre materiales tales como madera, hojas y restos vegetales
con baja humedad. Un caso extremo lo encontramos en £furotiums
halophilicum capaz de crecer sobre granos de trigo con una humedad
de s6lo el 13-14 7%. Las bacterias y levaduras pueden hacerlo con
niveles de humedad entre el 40 v 70 %Z como en el caso del compost y el
ensil ado.

Los Streptomyces no han sido ensayados en FS55 aunque es probable
que 1o hagan satisfactoriamente. Una referencia cita la elaboracion
de un preparado destinado a alimentacion animal a partir del cultivo

de Streptomyces aureofaciens sobre granos de mijo (Hesseltine,
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C.W., 1977 a).

Entre los hongos existen varios géneros que se han empl eado en
mayor extension en las FSS. Ellos son los Mucor y Rhizopus
dentro de los Phycomycetes, los Aspergillus y los Penicillum
en los Ascomycetes y los llamados "white rot fungi” en los
BRasidiomycetes.

La utilizacion de sustratos solidos no es reciente y existen
numerosas fermentaciones alimentarias basadas en este tipo de procesos
que han sido practicadas con técnicas tradicionales desde hace
muchos affos. Por otra parte, sus aplicaciones han contribuido al
desarrollo de la microbiologia industrial y de la biotecnologia
debido a que, en algunos casos dan caminos alternativos de
produccion y, en otros, son la unica via de elaboracion de un

determinado producto.

3.2. DISTINTOS EJEMPLOS DE FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS

En la naturaleza 1os sustratos solidos tales como residuos
animales y vegetales, madera, restos de cultivos, frutos, etc., sufren
una serie de procesos microbianos que los degradan y transforman.
Normalmente, los ciclos bioldgicos incluyen una sucesion de
colonizaciones de microorganismos que finalizan con la eliminacion
de la materia organica. Desde un punto de vista industrial, esta
clase de procesos puede ser aprovechada controlando su evolucion de
diversos modos como, por ejemplo, mediante el empleo de un tipo
especifico de microorganismo cuando se desea obtener un determinado
producto o variando las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo el
proceso. A continuacion se resumen las principales caracteristicas
de distintos ejemplos de FSS.

Las F686 pueden clasificarse de acuerdo a los microorganismos
empleados si éstos son propios del sustrato a ser fermentado o, si
por el contrario, se los agrega exprofeso. Dentro del primer tipo se

encuentra el ensilado cuyo objetivo es la conservacion de alimentos
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Para animales por larqos periodos de tiempo. Para ello se forman
monticulos (parvas) de materiales de origen vegetal que se dejan
fermentar libremente con un desarrollo predominante de lactobacilos.
Durante el proceso se produce &cido lactico que baja el pH a
valores que impiden el desarrollo de otros microorganismos con lo que
se logra la estabilizacion del material (Prescott, S.C. and Dunn,
C.G., 1949).

Otro proceso con flora nativa es el compost en el cual, a la
inversa del caso anterior, lo que se busca es la mayor degradacion
posible del sustrato. Fara ello se emplean diversos sustratos tales
como materiales vegetales, estiércol, residuos urbanos, etc., que
sufren un ataque por la flora terméfila con formacién de un
producto destinado generalmente al uso como fertilizante.

Dentro de las F8S con cultivos puros de microorganismos
encontramos a la produccion de quesos fermentados cuyo ejemplo
tipico es el roquefort. Otro caso es el cultivo de hongos
comestibles tales como Agaricus bisporus y Volvariella
volvacea sobre compost especiales (Hayes, W.A. and Nair, N.G.,
1975). Sin embargo, el ejemplo mas importante lo constituyen las
fermentaciones alimentarias orientales ya que han constituido la
base sobre la cual se han desarrollado la mayoria de las FSS en
escala industrial. Existe una cantidad de ellas que son practicadas en
China, Corea, Japtn y el sudeste de Asia, en numero superior al de
80 (Hesseltine, C.W., 1965). En la mayoria de estos casos, el
proceso no implica un aumento en la cantidad del alimento sino mas
bien en su calidad, particularmente en las posibilidades de
conservacion, sus propiedades fisicas, color, aroma y sabor. Por
otra parte, estas fermentaciones permiten eliminar factores
antinutricionales como los presentes en los granos de soja.

Una caracteristica comun de estas fermentaciones es que
generalmente poseen al menos una etapa realizada en sustrato soélido
y que los microorganismos empleados son hongos.

Desde un punto de vista bromatoldgico podemos decir que en



ellas se producen enzimas con propiedades digestivas (amilasas,
celul asas, proteasas, lipasas, etc.), se destruyen gustos y aromas
desagradables que son reemplazados por otros agradables, se agregan
vitaminas y se aumenta la digestibilidad del alimento.

Uno de los ejemplos mas representativos es la elaboracion del
koji qQue es un preparado enzimadtico producido mediante el cultivo de
Aspergillus oryzae o Aspergillus soyae sObre arroz cocido u
otros cereales. S5u uso es similar al de la malta en los paises
occidentales ya que es un intermediario en la elaboracion de otros
alimentos como son la salsa de soja, @l sake (una bebida alcohdlica
tradicional) y el miso (una pasta para untar usada en los desayunos o
como base para sopas).

Finalmente, el tempeh es una comida indonesia obtenida mediante
la fermentacion de granos de soja con Rhizopus aligospaorous
durante 24 h, constituyendo una fraccion importante en la dieta
diaria de los habitantes de aquel pais (Martinelli, A. and

Hesseltine, C.W., 1964).

3.3. APLICACIONES INDUSTRIALES DE LA FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS

Mas alla de la fabricacion de alimentos fermentados, que en
ciertos casos son producidos en gran escala (koji, miso, salsa de
soja, tempeh) fundamentalmente en el Japon, las FSS han dado lugar a
diferentes aplicaciones industriales para la produccidn de enzimas Yy
metabolitos. La mayor parte de estas aplicaciones derivan directamente
de los procedimientos tradicionales y han sido optimizadas sobre todo
por cientificos japoneses. A continuacién se resumen algunos de

los ejemplos més representativos de estos procesos.

Z.3.1. Produccion de enzimas.

3.3.1.1. Amilasas. A principios de siglo tuvo lugar en occidente la

introduccion de un procedimiento similar a la @l aboracion del koii
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(Takamine, J., 1914). Este se basa en el desarrollo de A. oryzae
sobre una mezcla de afrecho de trigo y de almidon de trigo, arroz o
maiz, humidificada con una solucién con sales minerales. La masa

se coloca sobre bandejas metalicas perforadas en una camara donde
son esterilizadas por vapor y luego inoculadas con una suspension de
esporos. El proceso se desarrolla a 30 °C con humedad controlada
durante varios dias en los cuales se produce un abundante micelio Yy
una esporulacion intensa. La masa fermentada es finalmente secada,
molida y mezclada con inertes hasta llevar la actividad amilolitica
a los valores deseados. En el caso de necesitar enzimas con mayor
Qrado de pureza se puede llevar a cabo una extraccion, filtracien

y precipitacion con solventes o sales. Este proceso de produccion

se conoce como "mouldy bran process'. Una alternativa es reemplazar
las bandejas de cultivo por cilindros rotatorios que giran lentamente
(1 vuelta por min) alrededor de un eje horizontal a los efectos de
exponer todo el sustrato al aire y de homogeneizar el medio de

cultivo.

d.3.1.2. Celulasas. Las celulasas son empleadas como suplementos en
raciones para animales, como componente en medicamentos digestivos,
para el aislamiento de proteinas vegetales, en la elaboracidn de
productos alimenticios y en la degradacioén de residuos celulédsicos
(Toyama, N., 1969).

Una metodologia cldsica para la produccion de estas enzimas
consiste en el cultivo de Trichoderma reesei sobre un medio
sdlido compuesto por afrecho de arroz y germen de trigo o de arro:z
en una relacion de 4 a 1. 5@ incuba la masa a 25-30 °C durante
4 dias obteniéndose una actividad de alrededor de 1300
FPU.mg~* (filter paper units) (Toyama, N., 1976).

En nuestro pais se han desarrollado estudios relativos a la
produccion de estas enzimas mediante FSES con distintas especies del
género Trichoderma, utilizando bagazo de cafa de azucar y

afrecho de trigo en diferentes modelos de reactores a escala de



laboratorio. Se ha encontrado que la cinética de formacion de los
distintos componentes del complejo enzimatico producido se encuentra
desplazada con respecto a la hallada en cultivos sumergidos

(Alurralde, J.L. y col., 1987).

3.3.1.3. Otras enzimas. Industrialmente se producen otras enzimas en
cultivos sédlidos entre las que se pueden mencionar las proteasas,
pectinasas y lipasas. En la Tabla 3.1. se detallan las enzimas

producidas, los microorganismo productores y el uso a que se destinan.

Tabla JI.1: Diferentes enzimas producidas en cultivos sdlidos
(adaptada de Simon, P. & Meunier, ., 1970).

Enzima Microorganismos Utilizacion
productores
Amil asas Aspergillus oryzae Sacarificacion del almidon.
Aspergillus flavus Panificacidn. Industrias textil,
Aspergillus niger papelera y alimenticia.
Rhizopus

Bacillus subtilis

Invertasas &. carlbergensis Elaboracion de azucar invertido.
Froteasas Aspergillus oryrae Hidrélisis de proteinas.
Aspergillus flavus Clarificacion de cerveza.
Mucor Curtiembres. Detergentes.

Clostridium
Bacillus zubtilis
Pseudomona putida

Celul asas Trichoderma konigii Degradacidn de celulosa.
Trichoderma reesel Industria farmacéutica.
Aspergillus niger Tratamiento de residuos.
FPectinasas Aspergillus sp. Clarificacion de juqos
Penicillum sp. de frutas y vinos.
Botrytis sp. Industria alimenticia.
Lactasas Candida pseudotropicalis Industria lactea.
Lipasas Candida lipolytica Industria lactea.

3.3.2. Produccion de metabolitos.

Existen distintos casos de FS6 para la produccion de
metabolitos. Uno de ellos es la extraccion de acido galico para

lo cual se hace desarrollar un Aspergillus niger sobre las agallas
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de roble. Esto conduce a la hidrdlisis de los eésteres Yy
glucdsidos del vegetal con liberacidn del citado aAcido que puede
separarse por lixiviacion (Ikeda, Y. y col., 1972).

Otro ejemplo es @l acido citrico para lo cual se utilizan
Cepas de A. niger que se hacen desarrollar sobre residuos fibrosos
amilaceos (papa con paja de trigo). Completado el proceso, la masa
fermentada se extrae con agua y el adcido se purifica (Hisanaga, W.
and Nakamura, S., 1966).

En los ultimos affos se han producido micotoxinas tales como
aflatoxina y ocratoxina por FSS sobre granos de arroz o trigo. Los
rendimientos fueron muy superiores a los obtenidos en medios

Ifquidos tradicionales (Lindenfelser, L.A. and Ciegler, A., 1975).

Z.4. CARACTERISTICAS DEL CRECIMIENTO FUNGICO SOBRE SUSTRATOS SOLIDOS

Los hongos filamentoscs desarrollan en cultivos sobre sustratos
s0lidos de distinto modo que como lo hacen en medios liquidos
agitados. En un tipico tanque de fermentaciodn el micelio crece en
tres dimensiones, tanto en la forma de desarrollo filamentosa como en
pellets. Sobre una superficie bidimensional como una placa de agar,
los hongos crecen mediante un desarrollo apical en forma radial,
predominantemente hacia la zona de mayor gradiente de concentracién
de nutrientes. La velocidad global de crecimiento es lineal y depende
del diametro de la periferia de la colonia en donde el desarrollo de
las hifas es exponencial y la velocidad especifica de crecimiento es
similar a las encontradas en cultivos liquidos (Trinci, A.FP., 1971).

Los materiales empleados en la mayoria de las FSS tales como
paja, pasto, trozos de madera y granos de cereales tienen una
superficie compleja que dificulta la realizacion de un modelo de
crecimiento apropiado. El desarrollo se hace por extension apical de
las hifas sobre la superficie del solido, pero la direccidn y la
velocidad con que 10 hacen depende de la disponibilidad de los

nutrientes vy de las caracteristicas geométricas del sustrato.
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Una causa importante debido a la cual los hongos son capaces de
crecer sobre sustratos solidos en ausencia de agua es su capacidad
de adhesion a las superficies., Muchos hongos pueden producir
polisacaridos extracelulares con propiedades adhesivas (Corpe, W.A.,
1980). Ademés, otros poseen estructuras de sostén tales como
rizoides y haustorios que proveen medios mecanicos de union .a los
sodlidos. Por otra parfo, la capacidad hidrolitica debida a la
liberacién de enzimas al medio contribuye al crecimiento del
micelio. Estas no sdlo proveen sustancias metabolizables sino que
también producen la perforacion de los sustratos solidos
abriendo el camino por el cual las hifas pueden penetrar.

Esta particular forma de crecimiento fungico sobre sustratos
sdlidos hace dificultosa la correcta evaluacion de la biomasa en
este tipo de cultivos. Muchas de las técnicas empleadas en cultivos
sumergidos son inservibles en estos casos. En general se puede decir
que es imposible la separacion de la biomasa del resto del medio de
cultivo por 1o que para su medida se hace necesario la determinacion
de un componente de aquella y referirse al total en funcidn de
distintas correlaciones. Al respecto hay que tener en cuenta gue estas
correlaciones han sido obtenidos de cultivos en medios liquidos por
lo que no siempre son vdlidas y su aplicacion es limitada. Algunos
de ios componentes celulares que pueden emplearse son @1 ADN, el ARN,
el ATF, las proteinas totales (Wang, D.I.C. y col., 1979) y el
contenido de glucosamina (Swift, M.J., 1973; Nandi, E., 1978).
También se pueden hacer medidas indirectas del crecimiento como lo
son el consumo de Ox (Harris, D., 19793 Rajracharya, R. and
Mudget, R., 1980) o de fuente de nitrégeno (Schaffeld, G. and
Illanes, A., 1982), la produccion de COz (Carrizalez, V. vy
col., 1981; Ramstack, J.M. y col., 1979) o la actividad de una

determinada enzima como es el caso de la lacasa (Wood, D.A., 1979).
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3.5. PROBLEMAS DIFUSIONALES EN LA FERMENTACION DE SUSTRATOS SOLIDOS

3.5.1. Transferencia de materia.

3.5.1.1. Transferencia de materia entre particulas. La transferencia
de materia, particularmente de 02 y de CO=», desde los

espacios vacios hasta el microorganismo es un proceso de qran
importancia en las FSS que depende de las caracteristicas del
sustrato y de su contenido de agua. Si la humedad es muy alta se
disminuye la porosidad y tiende a inundarse el medio, por lo que la
circulacidon de los gases se ve dificultada. Por el contrario, si los
niveles de humedad son bajos se produce inhibicidn en el crecimiento
de los microorganiamos.

La transferencia de materia para una dada porosidad se ve
facilitada por medio de un mezclado periddico del sustrato y por el
pasaje forzado de aire a traveés de él. Si la fraccion de
espacios vacios es alta esto wltimo no es necesario ya que
aquellos contienen suficiente volumen como para una adecuada
oxigenacion, aunque a veces es conveniente para facilitar la

liberacidn del CO= producido.

Z.5.1.2. Transferencia de materia dentro de las particulas. Al
respecto hay que considerar dos aspectos: la difusidn de nutrientes
dentro del sustrato y la degradacién del particulas sdlidas por
medio de las enzimas liberadas al medio. En relacion al primer
punto, se puede hacer una comparacion con la situacidon que tiene
lugar dentro de los pellets en una fermentacidn en medios
liquidos. 8in embargo, debe hacerse la salvedad de que en las FSS
también hay que tener en cuenta las barreras difusionales que
agregan los sdlidos presentes por lo que en la actualidad no existen
modelos que puedan predecir el comportamiento de estos sistemas.

En cuanto al segundo aspecto hay que tener en cuenta que el

crecimiento de los microorganismos se hace a expensas de sustratos
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solubilizados por la accidn de sus enzimas. Si el medio es
suficientemente poroso, las enzimas pueden difundir con mayor
facilidad y la degradacion ocurre dentro de la masa solida. Luego,
los productos de su accion catalitica deben difundir hasta la
biomasa para poder ser asimilados. Para sustratos de menor porosidad}
la actividad enzimatica tiene lugar en las adyacencias de los
microorganismos por lo que cobran importancia las enzimas unidas a su
pared celular.

En muchos casos, los aspectos difusionales mencionados
constituyen las etapas limitantes en el desarrollo de la biomasa, lo

que obliga a su mejoramiento en condiciones de proceso.

2.5.2. Transferencia de calor.

La transferencia de calor en las FSE estad intimamente
relacionada con la aereacion del sustrato ya que la mayoria de los
reactores empleados no tienen diseflos que permitan su control por
otros medios. Los niveles bajos de humedad crean condiciones
destavorables para la eliminacidn del calor producido en este tipo
de sistemas, sobre todo en reactores de grandes dimensiones. Este
aspecto constituye uno de los problemas mds dificultosos de las FSS
que han hecho retrasar su desarrollo con respecto a los clasicos
sistemas liquidos agitados.

Si durante el curso de una fermentacidn es necesario bajar la
temperatura se debe aumentar la aereacion ya sea incrementando el
caudal de aire en los sistemas estadticos o, en el caso de ser
posible, la agitacion. Por el contrario, si la temperatura es baja
la aereacion debe disminuirse con lo que el calor liberado por la
respiracion de los microorganismos se encarga de su elevacion. Si
es necesaria una disminucion en la aereacion, ésta no debe
llevarse a valores inferiores a niveles criticos, en los cuales
pueden tener lugar cambios metabdlicos indeseables en los
microorganismos. Si esto tiene lugar, se debe tomar una decision

intermedia en la cual ambos efectos negativos tengan una influencia
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minima sobre el rendimiento del proceso.

En algunos casos es necesario precalentar el medio de cultivo al
inicio de la fermentacidn a los efectos de alcanzar la temperatura
optima de proceso. Fara tal fin, existen distintos procedimientos de

acuerdo al tipo de fermentador empleado.

3.6. REACTORES EMPLEADOS EN LA FERMENTACION DE BSUSTRATOS SOLIDOS

El diseffo de reactores para las FSS ha sido en su mayor parte
empirico. La ausencia de datos experimentales precisos y confiables
es la causa mas importante de la falta de un conocimiento profundo
en esta drea. Esto se debe a que la instrumentacidn disponible
comunmente usada para el monitoreo de las procesos en medios
liquidos, tales como electrodos de pH, oxigeno disuelto o los ion
selectivos, no funcionan adecuadamente por los bajos niveles de
humedad. Ademds, la heterogeneidad de los sustratos empleados junto
con los bajos o nulos niveles de agitacion de estos sistemas
originan una gran diferencia de condiciones entre distintos puntos del
medio de cultivo. Todas estas circunstancias resultan en una falta de
conocimientos en cuanto a las cineticas del crecimiento de la
biomasa y la iarmacion de productos, a los requerimientos
nutricionales y al control y regulacion de las actividades
microbianas, que no necesariamente deben ser similares a los
encontrados en 1os medios liquidos.

Existen diferentes tipos de reactores usados en la FS55 que se
pueden clasificar del siguiente modo:

a.— bandejas

b.— parvas

C.—- columnas

d.- tambores rotatorios

e.—- tanques agitados

Los tres primeros son sistemas discontinuos, en cambio en los

demas se pueden hacer procesos continuos. Los procesos en bandejas
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O en parvas se caracterizan por ser los de menor inversion y costo
operativo, sin embargo en ellos no es posible efectuar casi ningun
tipo de control. For el contrario, en los ultimos 3 sistemas se
puede lograr un mejor control a costa de una mayor inversion.

Las bandejas empleadas para la FSS poseen marcos metalicos Que
sostienen mallas de alambre sobre las cuales se coloca una capa de
sustrato de entre 2,5 y 5 cm de espesor. Normalmente el sustrato se
esteriliza por separado, se inocula y luego se carga asépticamente,
aunque existen equipos automatizados que hacen esto dentro de las
camaras de cultivo. Durante el proceso se controla la humedad y la
temperatura mediante el pasaje de una corriente de aire acondicionado
por dentro del fermentador.

Existen distintos tamafilos de equipos que van desde la escala de
laboratorio pasando por modelos de planta piloto hasta llegar a los
comerciales capaces de procesar hasta una 10 ton de sustrato (afrecho
de trigo para la producciodn de amilasas) por dia. Una desventaja
de estos sistemas es la gran 4rea necesaria para los procesos en
escala industrial. Por ejemplo, para el caso anterior son necesarias
uras 340 bandejas de 1,8 m de lado (1100 mZ totales) que se deben
cargar y descargar cada 36 h, con lo que se incrementa el costo
operativo del proceso.

FPara la realizacidn de procesos en escala de laboratorio pueden
emplearse en una etapa inicial cajas de petri a semejanza de las
bandejas tal como se describe en el capitulo siguiente. Estas
presentan ventajas en su manipuleo y mediante su uso en bateria se
pueden ensayar distintas variables en un mismo proceso con una gran
economia de tiempo.

Las parvas (del inglés windrow) se emplean exclusivamente para
procesos de compost. Fara ello el residuo sédlido se amontona a la
intemperie en filas de unos 2 m de alto vy 4 m de ancho que son
removidas cada 2 dias mediante el uso de topadoras. Con esto se
logra una mejor aereacion y se acorta el proceso que dura, de

acuerdo al sustrato empleado, entre 15 y 30 dias (Cannel, E. and
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Moo-Young, M., 1980 b).

Los fermentadores en columnas consisten en tubos de vidrio o
plastico que se rellenan con el sustrato a fermentar con la
condicion de que quede la suficiente cantidad de espacios libres
como para permitir una adecuada aereacion del lecho. El aire
humidificado se introduce por la parte inferior Yy la temperatura del
proceso se rngula‘mediante la inmersidn de las columnas en un bafio
termostatico (Raimbault, M. and Alazard, D., 1980). Este tipo de
termentadores esta4 destinado solamente a estudios fisioldgicos en
escala de laboratorio (Rodriguez, J.A. y col., 1986) Gonzalez, E. y
col., 1985) ya que parece improbable su escalamiento.

Los tambores rotatorios estan disefados a similitud de los
rollers empleados en cultivo; de tejidos. Existen unidades de
laboratorio de 2 L de capacidad hasta las plantas piloto capaces de
fermentar 100 kg de sustrato que rotan desde 0,15 a 15 veces por min
segun su tamafio (Silman, R.W., 1980). La preparacion del
sustrato, esterilizacion, incubaciton y secado del producto final
se hace dentro mismo del tambor. También existen disefos en los
cuales se han adicionado deflectores a los efectos de lograr un me)or
mezclado, o bien agitadores de paletas similares a los empleados en
las amasadoras de panaderia (Meyer, F. and Deschamps, F., 1979).

El desarrollo microbiano en los tambores es, en general, rapido
y uniforme. Sin embargo, aparecen dificultades cuando se intenta
escalar el proceso vya que el micelio se rompe debido al efecto
mecanico de la agitacion cuanto mayor es la escala de trabaj)o.
También se presentan otros problemas como son el control de la
temperatura, la contaminacion y la formacion de masas esféricas
de sustrato.

Los tanques agitados son similares a los tambores rotatorios con
la diferencia que el eje estd en posicion horizontal. Pueden tener
secciones internas y deflectores y en lugar de girar el tambor, como
en el caso anterior, 1o que gira es el eje central provisto de paletas

que remueven al sustrato. En ambas cabeceras estidn colocadas la
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entrada vy la salida del aire y todo el ®quipo puede desarmarse para su
limpieza (Lindenfelser, L.A. and Ciegler, A.,‘1975). No se han
Publicado unidades de mayor tamafo que las de laboratorio Y sSu uso
estd restringido a la produccidn de pequeflas cantidades de

metabolitos.
J.7. CONCLUSIONES

Para finalizar este capitulo se puede hacer un. resumen de las
principales ventajas y desventajas de la FSS en comparacion con los
clasicos procesos fermentativos con medios liquidos en tanques
agitados (Hesseltine, C.W., 1977 b).

Dentro de los aspectos positivos que se deben resaltar en la FSS
esta el hecho de que debido a la ausencia de agua libre el volumen
de medio de cultivo por gramo de sustrato fermentado es mucho menor.
Esto produce ciertos beneficios:

a.- El espacio ocupado por los fermentadores es mucho menor en
relacion al rendimiento en producto que en muchos casos es muy
superior a los obtenidos en medios liquidos.

b.- Se evita el tratamiento de enormes volumenes de liquidos
residuales.

c.— En muchos casos8 no hace falta separar el producto del resto
del medio de cultivo (por ejemplo: comidas orientales y preparados
enzimaticos crudos) que con un simple secado se logra estabilizar.

d.—- Si es necesaria una extraccion del producto, los
volumenes de solvente a emplear son mucho menores debido a la menor
cantidad de material a tratar y su mayor concentracion.

@.— LOosS lugares de almacenamiento del producto recién
fermentado son mucho mids chicos.

f.- Ya que las bacterias necesitan valores mids altos de humedad
para poder crecer y desarrollarse, los problemas de contaminacion se
ven dréasticamente reducidos hasta el punto de no ser necesaria una

esterilizacion convencional del medio. A veces es suficiente un
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simple cocimiento & presion atmosférica, sobre todo como
pretratamiento del sustrato.

Por otra parte, los medios de cultivo son relativamente simples,
con componentes naturales generalmente de costo bajo o nulo. La
aereacion se logra por un simple pasaje de aire a traves del
sustrato, no siendo necesario en muchos casos el empleo de agitadores.
Normalmente, los productos son mds estables que los sustratos
originales, lo que facilita su conservacion.

Como desventajas, las FSS presentan los siguientes problemas:

a.- Los tipos de microorganismos que se pueden emplear estan
restrigidos a aquellos capaces de crecer con bajos tenores de humedad,
fundamentalmente hongos. Si es necesario la presencia de agua libre
para su desarrollo se debe recurrir inevitablemente a los medios
ligquidos convencionales.

b.- Los niveles de calor producidos por la respiracion de los
microorganismos en escala industrial son muy importantes y es mas
tdcil remover ese calor en un fermentador convencional que en uno
para sustratos sdlidos.

c.— Una etapa generalmente limitante en los procesos en medios
liquidos es la transferencia de oxigeno al medio de cultivo. Esta
se puede favorecer incrementando, entre otras variables, la velocidad
del agitador o el caudal de aire. 5in embargo, en la FSS el paso
limitante es la transferencia de oxigeno dentro de las particulas
s0lidas. La unica solucion para poder aumentar este parametro
para un determinado tipo de sustrato es disminuir el tamaffio de las
particulas para aumentar su superficie especifica. Pero esto
también tiene un limite ya que si se muele demasiado al sustrato
se produce una compactacion excesiva del medio de cultivo que trae
aparejada una limitacion en la transferencia de materia entre
particul as.

d.- En la FSS la medida automatica de los niveles de humedad,
pH, pOa, PCOs y producto es més dificil y en muchos casos

imposible.
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e.~ Generalmente se necesitan grandes cantidades de esporos como

indculos, 10 que suele crear problemas para su produccioén.
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CAPLITULO 43 PRODUCCION DE ENZIMAS PECTOLITICAS

4.1. INTRODUCCION

En virtud de la experiencia adquirida durante la realizacioén de
los trabajos correspondientes a la primera parte de esta Tesis en
cuanto al manejo del orujo de manzana en procesos fermentativos es que
se busco alguna otra alternativa tendiente a su aprovechamiento por
medios biotecnoldgicos. A tal efecto, y como ya se ha mencionado en
la Introduccion de esta Tesis, se estudid la produccion de
enzimas pectoliticas a partir de aquel sustrato.

En el pais existe un mercado en expansion de pectinasas
constituido por las industrias productoras de jugos (manzana, pera vy
citricos) y vitivinicolas, que es satisfecho en un 75 % con
productos importados (Novo, Biocon y Gist Brocades) y el resto con
produccion local bajo patente estadounidense (Milar) (Katz, J. vy
Bercovich, N., 1987). Dentro de este mercado, la zona del valle del
rio Negro ocupa una lugar importante. Como se dijo en el capitulo
1, las pectinasas se emplean tanto durante la maceracidn previa a la
molienda de la fruta, a los efectos de incrementar la eficiencia de la
misma, v en la etapa de clarificacion del jugo. En el primero de los
casos, los preparados comerciales se dosifican a razon de 7-10 g por
ton de fruta (manzanas y peras) y en el segundo, alrededor de 10 g por
cada 1000 L de jugo. Con estos datos se puede estimar un consumo para
el afo 1987 de aproximadamente unos 2800 y 2000 kg de enzima para
cada caso, lo que significa, a los costos actuales, un mercado de
alrededor de 400.000 dodlares anuales. A esto debe adicionarsele el
consumo por parte de la industria de los jugos citricos y la
vitivinicola, con 1o que el mercado nacional puede superar
holgadamente el medio millon de dolares por aho.

Teniendo en cuenta esto ultimo, se hace atractiva la idea del
desarrollo de una tecnologia original para la produccion local de

este insumo, mas aun pensando que para tal fin la materia prima de
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mayor volumen es un residuo gque las mismas industrias jugueras
eliminan.

Es de mencionar que en la bibliografia existen referencias
acerca de que en la actualidad se producen enzimas pectoliticas
A anto en medios lfquidos como en sustrato sélido empleando orujo
de manzana, pero los procesos fermentativos estan protegidos por
patentes.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que el costo de estas
enzimas ha disminuido ultimamente en términos reales. For ello
es que para e] desarrollo de una tecnologia adecuada de produccion
se hace necesario considerar, entre otros factores, el uso de medios
de cultivo econédmicos. En este sentido, el orujo de manzana resulta
una materia prima atractiva en razon de su costo nulo y por poseer
una composicién tanto en azucares como en pectina que se ajusta
dentro de ciertos limites a 108 recomendados como optimos por la
bibliografi{a para este tipo de procesos.

Otro aspecto a tener en cuenta es que con el orujo de manzana se
pueden realizar fermentaciones en sustrato solido. Empleando este
sistema de cultivo se ha descripto la obtencion de mayores
rendimientos y de complejos enzimdticos més apropiados para su
aplicacién industrial que los obtenidos en medios liquidos.

Ademds, se sabe que tiempo atras una empresa juguera de
capitales extranjeros radicada en la provincia de Rio Negro
desarrolld una tecnologia para la produccion de pectinasas en
sustrato sdlido mediante el uso del orujo de manzana, para luego
instalar en su casa matriz una planta de produccion en gran escala,
la cual es abastecida desde nuestro pais con orujo secado (de bajo
valor comercial) y sus enzimas son vendidas, entre otras, en el
mercado nacional.

Todas estas razones justificaron el estudio de la produccion de
pectinasas pensando @n la posibilidad futura de llegar a proveer la
tecnologia necesaria para la instalacion de una planta que pudiera

competir econtmicamente con los productos que actualsente se
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encuentran en el mercado.

En este capitulo del trabajo de Tesis se hace referencia a los
estudios realizados en escala de laboratorio, en cajas de petri, como
etapa inicial de un proceso de fermentaciodn de sustratos sélidos
destinado a la produccidn de pectinasas. Antes de describir los
trabajos realizados es conveniente hacer mencion a las
caracteristicas generales de las sustancias pécticas como asi
también a las de las enzimas pectoliticas. Para finalizar, se
hacen alqunas proyecciones basadas en los rendimientos obtenidos a fin

de poder extrapolar la utilidad de los resultados alcanzados.

4.2. SUSTANCIAS PECTICAS

4.2.1. Generalidades y definiciones.

Las sustancias pécticas fueron identificadas por primera ve:z
como "le principe gelatineaux des fruits" (Braconnot, H., 1825) y su
nombre proviene del griego "pectos" que significa congelar o
solidificar. Se las puede definir como polisacdridos estructurales
presentes principalmente en la lamina media vy en la pared celular
primaria de las plantas superiores. Aunque se hallan en cantidades que
generalmente no superan el 1 % del peso fresco, son responsables de la
integridad y la coherencia de 108 tejidos de los vegetales (Glicksman,
M., 1969). La léamina media es la capa cementante que se encuentra
entre las células vegetales y contiene principalmente sustancias
pécticas y hemicelulosas, siendo todavia desconocida su
composicion quimica detallada. Las microfibrillas de celulosa de
la pared celular primaria estéan unidas entre s{ mediante una red
mds o menos rigida compuesta esencialmente por hemicelulosa y
pectina. La degradacion de las mencionadas estructuras mediante el
uso de las enzimas especificas de cada caso conduce a la
desintegracion de los tejidos con separacion de las células,
proceso denominado maceracion (Vanbelle, M. y col., 1983).

Para una mejor comprension de la nomeclatura empleada a lo
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largo del presente capftulo, es conveniente aclarar algunos
términos relativos a las sustancias pecticas de acuerdo a las
definiciones dadas por un comité¢ de la American Chemical Society
(Commitee for the Revision of the Nomeclature of Pectic Substances,
1944),

a) Sustancias pécticas: es la designacion de un grupo de
carbohidratos poliméricos, coloidales y complejos presentes en los
vegetales, que contienen una gran proporcidn de unidades de acido
anhidrogalacturonico. Los grupos carboxilicos a su vez pueden
estar parcialmente esterificados por Qrupos metilicos o parcial o
totalmente neutralizados por una o més bases.

b) Protopectinas es el nombre dado a las sustancias pécticas
insolubles en agua y que estd4n fijas en el tejido vegetal. Se las
puede considerar como un derivado del acido poligalacturdnico de
alto peso molecular que estd quimicamente unido y mecanicamente
inmerso dentro de otros constituyentes de la pared celular vegetal.

€c) Acidos pectinicos: es la denominacidn empleada para
designar a acidos poligalacturdnicos coloidales que estan
parcial o totalmente esterificados con grupos metilicos. Son capaces
de formar, en determinadas condiciones, geles con azucares Yy, si el
contenido de metoxilos es bajo, la gelificacion también puede
tener lugar en presencia de determinados iones. Sus sales pueden ser
tanto neutras como acidas.

d) FPectina o pectinas) as{ son designadas aquellos acidos
pectinicos solubles en agua, de variado contenido en é¢steres
metilicos y Qrado de neutralizacion, capaces de formar geles con
azucares Yy 4cidos bajo condiciones adecuadas.

e) Acido peécticos es el nombre aplicado a las sustancias
pécticas compuestas por d4cidos poligalacturonicos coloidales que
estdn totalmente libres de esterificacion con grupos metilicos.

Sus sales se denominan pectatos o poligalacturonatos y pueden ser

tanto aAcidas como neutras.
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4.2.2, Estructura y composicion.

Las sustancias pécticas son poligalacturdnidos lineales que
poseen otras moléculas de no urdnidos unidas a la cadena principal
de residuos de dcido alfa-1,4-galactorodnico (Fig. 4.1). Se supone
que el 4cido galactorodnico tiene una conformacién tipo silla
(Fig. 4.2) lo qQue significa que las uniones entre las unidades son del
tipo axial—-axial y, por lo tanto, el polimero tiene un eje

helicoidal con cierta tendencia al enrollamiento.

Fig. 4.1. Cadena de acido poli-D-galacturdnico
parcialmente esterificada.

H

Fig.4.2. Conformacidn tipo silla del dcido ot-D galacturonico
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Se ha sugerido que las sustancias pécticas consisten en una
triada de biopolimeros integrada por un alfa—l,4—D-poliga1actur¢nido,
un L-arabano altamente ramificado y un beta-1i,4-D-galactano (Whistler,
R.L. and Smart, C.L., 1953). Ademas de ellos, se han encontrado otros
azucares como ramnosa, xilosa, fucosa, glucosa y manosa (Barret, A.J.
and Northcote, D.H., 196%5),

Los grupos carboxilicos de las unidades de acido galacturoénico
estan parcialmente esterificadas con metanol, siendo el grado de
esterificacion variable en funcion de, entre otros aspectos, el
vegetal de origen.

Algunos de los grupos oxhidrilos de los carbonos de las
posiciones 2 y 3 pueden estas acetilados en un rango que va del 0,2 al
4 %, valores extremos que corresponden a pectina de manzana Yy
citrica respectivamente. La presencia de grupos acetilos reviste
1mportancia ya que afecta a las propiedades de gelacidn de la
pectina y por lo tanto, a su uso industrial.

£l peso molecular de las sustancias pécticas ha sido motivo de
numnerosos estudios, encontrandose valores comprendidos entre 23.000
para la de origen citrico (Owens, H.S. y col., 1946) y 3I60.000 para

la de manzana (Saverborn, S., 1947).

4.,2.3. Propiedades y caracteristicas.

Las sustancias pécticas son solubles en agua, formamida,
glicerol caliente y dimetilsul foxido, siendo insolubles en la
mayoria de los solventes orgénicos. La solubilidad en agua
disminuye con el aumento en el peso molecular de la pectina ensayada y
las soluciones acuosas al 1-2 % (p/v) presentan una alta viscosidad.
Esta propiedad depende también del peso molecular de la pectina y es
influenciada por el grado de esterificacion, la fuerza iodnica, el
pH, 1la temperatura y la concentracion.

Las sustancias pécticas pueden ser precipitadas de sus
soluciones acuosas mediante el agregado de solventes miscibles con el

agua tales como el etanol y la acetona, y tambiéen por cationes
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polivalentes (Dewel, H. and Stutz, E., 1958) dependiendo del grado de
esterificacion. Ademas, son precipitadas por detergentes
cuaternarios (Scott, J.E., 196%) y por proteinas (Doesburg, J.J.,
1965).

Los acidos hidrolizan las uniones éster y/o glicosidicas en
funcion de la temperatura. A bajos valores predomina la
desesterificacion con una pequefia degradacion del polimero, en
cambio a altas temperaturas se acelera la depolimerizacidn. Este
comportamiento se utiliza en la preparacidn de pectinas de bajo
contenido en metoxilos. También el tratamento écido disminuye la
cantidad de glucidos no-urdnidos encontrados en las pectinas, e.qg.
arabanos, debido a su mayor sensibilidad a los bajos pH (Pedersen,
J.K., 1980).

Los grupos éster metilicos son rédpidamente saponificados
por alcalis diluidos a bajas temperaturas sin depolimerizacion,
incrementandose la degradacion del polimero con el aumento de
aquella. Como consecuencia de la hidrdlisis, no se obtienen los
monomeros constituyentes del polimero inicial sind que se
originan sustancias insaturadas provenientes de una ruptura
glicosidica producto de una beta eliminacién (Fig. 4.3). Esta
reaccion solo ocurre en el enlace glicosidico adyacente a un
grupo carboxilo esterificado, siendo éstas las unicas uniones
quimicas que se hidrolizan. De esto se concluye que los pectatos son
mucho mas estables a la degradacion a altas temperaturas en medio
alcalino que los pectinatos. Este tipo de reaccidn tambieén ocurre
a pH: 7,0 lo que origina que las soluciones de pectina no pueden ser
esterilizadas a pH neutros sin una considerable degradacion (Pigman,

W. and Rizvi, 6., 1939).

4.2.4. Cambios en la composicioéon quimica de las sustancias

pécticas en los vegetales.
La protopectina es en general abundante en los tejidos de los

frutos inmaduros. El proceso normal de maduracion involucra cambios
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Fig.4.3.Degradacion alcalina de la pectina.

hidroliticos que conducen a la formacion de pectinas que a su ve:,
en los primeros estadios de crecimiento, estan completamente
metiladas y tienen un muy alto peso molecular. A medida que el
crecimiento avanza y la fruta madura, aumenta la concentracion de
las enzimas pectoliticas del vegetal produciéndose una
degradacion de la pectina que es hidrolizada a polimeros menores
con menor contenido en metoxilos y mayor contenido en carboxilos vy
eventualmente, en los estadioe finales, se llega a los acidos vy
los azucares libres (kKertesz, Z.1., 1960).

Toda esta serie de cambios en las sustancias peécticas
continuan luegqo de la cosecha de la fruta, originando que sus
propiedades var{en en funcion del tiempo. Como se dijo en el
capitulo 1, la composicion quimica del orujo de manzana
evoluciona durante el transcurso del affo, factor este a tener en

cuenta para su empleo como materia prima para la produccidn de
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pectinasas, mds aun si la cepa microbiana empleada necesita de la

presencia del inductor natural de aquellas enzimas.

4.3. ENZIMAS PECTOLITICAS.

4.3.1. Generalidades.

Debido a la amplia distribucion de las sustancias pécticas
dentro del reino vegetal, es que existen variados sistemas
enzimaticos capaces de degradarles. Es as{ que la pectélisis
juega un importante papel asociada a muchos procesos bioldgicos en
los cuales estan involucrados materiales de origen vegetal,
incluyendo la elongacion de las células y el crecimiento de las
plantas, la maduracion de los frutos, la absicién de las hojas,
etc. (Fogarty, W.W. and Ward, O.F., 1972).

Las enzimas pectoliticas son también producidas por
bacterias, hongos, levaduras, insectos, nematodes y protozoarios. La
pectdlisis microbiana es un importante fendmeno vinculado a la
patogenesis vegetal, a las simbiosis entre microorganismos y
plantas, a la descomposicion de restos veqgetales, a los procesos
digestivos en animales incluyendo al hombre, ciertas fermentaciones vy
alteraciones en frutas y vegetales, etc. Mas alla de todos estos
casos, las pectinasas son importantes desde el punto de vista
industrial, fundamentalmente por su uso en la elaboraciton de vinos,
juQos y preparados de frutas, en la extraccion de aceites vegetales
y en ciertos procesos de enriamiento de fibras textiles tales como el

lino, el yute vy el cafamo (Rombouts, F.M. and Pilnik, W., 1980).

4.3.2. Clasificacion.

Las pectinasas han sido clasificadas en dos grandes grupos a
saber, enzimas desesterificantes (pectinesterasas) y enzimas
depolimerizantes que cortan la cadena principal en subunidades
menores.

i.as pectinesterasas (pectin metilesterasas, pectasas) son
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Clasificadas como hidrol asas éster carboxilicas que desesterifican
pectina produciendo metanol y acido péctico.

Las depolimerasas cortan enlaces glicosidicos vya sea por
hidrolisis (hidrolasas) O por beta eliminacion (liasas). Antes de
1959 se pensaba que la depolimerizacion de las sustancias pecticas
era debida solamente a una ruptura hidrolitica. Sin embargo, en
aquel affo se descubrid una enzima que degradaba el enlace 1-4 por
transeliminacion (Albersheim, F. vy col., 1960). A la luz de esta
informacion se clasificod a la pectinasas del modo mostrado en 1a
Tabla 4.1., en la cual, para ordenar las enzimas depolimerizantes, se
han seguido los siguientes criterios:

a) Si1i hidrolizan pectina o d4cido peéctico.

b) Si actuan mediante un mecanismo de hidrdlisis o de
transeliminacion.

c) 51 la ruptura es al azar (endo) o a partir de un extremo
(exo).

El criterio a) puede establecerse comparando la actividad de la
enzima problema tanto con una pectina de alto grado de metoxilacion
como con acidq péctico. Bin embargo, cuando se afirma que la
pectina es el sustrato preferido, se debe estar seguro que la accidn
catalitica no sea debida a la presencia contaminante de pectin
ecterasa en el preparado enzimatico.

Con respecto al punto b) debe aclararse que ambos tipos de
ruptura originan la produccion de grupos reductores. Sin embargo, el
doble enlace formado en los productos originados en la ruptura
transeliminativa tiene un pico de absorcion maxima a 235 nm, lo
qQue posibilita el empleo de medidas espectrofotométricas para su
evaluacion. Cuando la aparicion de poder reductor no es
acompaffada por un incremento en la absorbancia a 235 nm, se debe
adjudicar la actividad catalitica a una accidn hidrolitica no
transeliminativa. Ademids, todas las liasas estudiadas hasta el
presente son activadas por calcio, ion no requerido por las otras

hidrolasas, 10 cual puede ser utilizado como criterio para la
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discriminacion.

Tabla 4.1: Clasificacion de las enzimas pectoliticas. La
nomeclatura ha sido tomada de Enzyme Nomeclature (1973).

ESTERASASG

Fectin esterasas (PE)r Transforman pectina en acido péctico
mediante desesterificacién de los restos metoxilos (EC 3.1.1.11).

DEPOL IMERASAS

A) Actuan sobre pectina.
1.~ Polimetilgalacturonasas (FMG)

a) Endo-PMG (EC 3.2.1.41): producen ruptura al azar de las
uniones alfa 1,4 glicosidicas de la pectina (preferentemente con
alto grado de esterificacion).

b) E»xo-PMG: producen ruptura secuencial de las uniones alfa 1,4
glicosidicas a partir del extremo no reductor de la cadena de
pectina.

2.—- Polimetilgal acturonatoliasas (PMGL)

a) Endo-PMGL (EC 4.2.2.3): producen ruptura al azar de los
enlaces alfa 1,4 glicosidicos de la pectina mediante un proceso de
transeliminacion que origina ésteres galacturdnicos con uniones
insaturadas entre los carbonos 4 vy S en el extremo terminal del
fragmento formado.

b) Exo-PMGLs producen la eliminacioén secuencial del resto
terminal de la cadena de pectina por ruptura transeliminativa.

E) Actuan sobre acido péctico.
1.- Poligalacturonasas (PG).
a) Endo PG (EC 3.2.1.15): producen hidrdlisis al azar de las
uniones alfa 1-4 glicosidicas del acido peéctico.
b) Exo-FG (EC 3.2.1.40): producen una hidrdlisis secuencial de
las uniones alfa 1,4 glicos{dicas del acido péctico.

2.—- Poligalacturonatoliasas (PGL).

a) Endo-PGL (EC 4.2.2.1): producen ruptura al azar de las uniones
alfa 1,4 glicosidicas del acido péctico mediante un proceso de
transeliminacion.

b) Exo-PGL (EC 4.2.2.2)1 producen ruptura secuencial de las
uniones alfa 1,4 glicosidicas del adcido pe#ctico mediante un
proceso de transeliminacidn.

En cuanto al punto c) se puede relacionar la disminucion de la

viscosidad de la mezcla de reaccion con la produccion del poder

reductor para as{ discriminar entre un mecanismo de ataque al azar o
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en un extremo de la molécula del sustrato. Cuando un 350 7% de

disminucion de la viscosidad se produce con sdlo un 2-3 7% de las
uniones glicosidicas hidrolizadas se debe pensar en un ataque al
azar. Para un ataque terminal, la velocidad de disminucidn de la

viscosidad es mucho menor.

4,3.3., Distribucioéon en la naturaleza.

Como se menciond precedentemente, las enzimas pectoliticas se
hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza, por lo que a fin
de sistematizar su estudio se han clasificado en dos grandes grupos:
a) las provenientes de vegetales y b) las producidas por
microorganismos.

Con respecto a las primeras, se ha descripto la presencia de
tanto exo como endo-PG en plantas superiores con propiedades similares
a las de origen fungico. En particular, se han hecho estudios de
caracterizacion de las PG provenientes de palta, rabanito, pepino,
zanahoria y tomate (Patel, D.S. and Phaff, H.J., 1960). También se
ha detectado la presencia de FE en frutas citricas y en tomates, con
un pH dptimo de alrededor de 7,5. En cambio, una PE de manzana
poseia uno de 6,6 (Pollard, A. and Kieser, M.E., 1939) y una de uva
uno de 5,46, con una temperatura optima de 40 =C (Marteau, G.,

1959) .

Dentro de las pectinasas de origen microbiano, encontramos a las
bacterianas y a las fungicas, habiendo ejemplos en ambos grupos de
microorganismos capaces de producir mids de una de tales enzimas. En
la Tabla 4.2 se mencionan algunos microorganismos productores de

pectinasas.
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Tabla 4.2. Microorganismos productores de enzimas pectoliticas.

Microorganismo PE FMG PMGL FG

PGL
AReromonas sp. +
Bacillus sp. +
Bacteroides ruminicola + +
Clostridium multifermentans + +
Cytophaga deprimata +
Erwinia aroideae + + +
Pseudomonas sp. + +
Xanthomonas campestris + +
Asperqgillus niger + + + +
Acrocylindrium sp. + +
Botrytis cinerea + +
Colletotrichum trifolii + + +
Coniothyrium diplodiella + +
Corticium rolfsii + +
Gloeosporium kake +
Fusarium oxysporum + + +
Kluyveromyces fTragilis +
Fenicillium sp. + + +
Rhizoctonia solani + + +
Rhizopus tritici +
Sclerotinia fructigina + + +
Thielaviopsis basicola +
Verticillium albo—-atrum + + +

4.3.4. Propiedades de los distintos tipos de pectinasas.

4.%.4.1. Pectin esterasas. Las PE son producidas por plantas
superiores, numerosos hongos y algunas levaduras y bacterias. Los
estudios mas detallados se han realizado sobre FPE de origen vegetal,
en cambio el conocimiento de las propiedades bioquimicas de las
demas es bastante escaso. S5e han encontrado diversas formas
moleculares o isocenzimas de PE en diversas frutas y en ciertos hongos.
Las principales caracteristicas de los casos mejor conocidos se
detallan en la Tabla 4.3.

La actividad de las PE puede ser evaluada por diferentes
métodos (Rexova—-Benkova, L. and Markovic, 0., 1976). Usualmente
se realiza una titulacion simulatanea a la liberacidn de los
grupos carboxilicos por accion de la enzima sobre el sustrato.
Existen otros métodos basados en la valoracion del metanol
liberado que son particuarmente Utiles cuando se desea medir la

actividad enzimatica a un pH muy bajo, en sistemas buferados o en

83



tejidos vegetales. En ellos, el metanol puede ser destilado y medido
por oxidacion a formaldehido (Holden, M., 1943) o bien, se puede
aumentar la sensibilidad transformado el metanol en un nitrito
metilico volétil que se determina por medio de cromatografia
gas—-liquido (Bartolome, L.G. and Hoff, J.J., 1972). Otra alternativa
implica la digestion de la pectina en presencia de un buffer de
bicarbonato en un respirdmetro de Warburg de modo tal que los grupos
carboxilicos liberados desplacen cantidades equivalentes de CO=>

(kiermeier, F., 1948).

Tabla 4.3: Principales propiedades de algunas PE de origen vegetal vy
fingico (Rombouts, F.M. and Pilnik, W., 1980)

Fuente de Punto Peso Actividad pH

enzima isoeléctrico molecular especifica aptimo
(1)
Frutos
Ranana I#* (2) 8,9 30. 000 437 6,0
II% 9,4 30,000 S29 6,0
Naranja (3) 2,200 8,0
Naranija I#* (4) 10,0 36. 200 694 7,6
I1I% 11,0 J36. 200 762 8,0
Ciruela (35) 25 7.5
Tomate I* (6) 27 .500 1.150 6-9
IIx 724 8,0
I1I% 27 .800
Hongos
Acrocylindrium sp. 74,8
Coniothyrium diploidea 1% 4,8
II% 4,8
Corticium rolfsii 37.000 3,5
Fusarlum OXYSpOrum 35. 000 203 7,0
Bacterias
Clostridiums multifermentans 400.000 48 9,0

(1) Unidades.m@Q™~* de proteina.

(%) Citrus natsudaidai.

(5) Prunus salicina.

# Una de las miltiples isoenzimas.

(2) MHusa paradisiaca.
(4) Citrus sinensis.

(6) Lycopersicon esculentum
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Las FE de naranja muestran una disminucion en la velocidad de
hidrolisis del sustrato con un grado de polimerizacioén por debajo
de alrededor de 10, haciéndose nula con el trimetil éster del
trimero (McCready, R.M. and Seegmiller, C.G., 1934). Los puntos
preferidos de ataque sobre la molécula de pectina son probablemente
aquellos grupos metil éster adyacentes a grupos carboxilicos
libres (Solms, J. and Deuel. H., 1955). Sin embargo, en pectinas
altamente metiladas, alrededor de la mitad de la actividad de FE
podria iniciarse sobre el extremo reductor de las moleécul as (Lee,

M. and Macmillan, J.D., 1970). La PE de C. multifermentans, que
estd complejada con una exo—-PGL, solamente ataca el sustrato desde
el extremo reductor de la molécula (Sheiman, M.I. y col., 1976).

La desesterificacion enzimdtica de la pectina avanza
linealmente a lo largo de la molécula mediante el mecanismo 11amado
de la simple cadena (Heri, W. y col., 1961). De este modo se forman
trozos de la molécula con grupos carboxilicos libres gque aumentan
notablemente la sensibilidad de la pectina a la precipitacion por
calcio (Kohn, K. y col., 1968). Normalmente, la desesterificacion no
es completa, quedando un resto de alrededor del 10 7 de los enlaces
éster intactos (Solms, J. and Deuel, H., 19355).

La actividad de PE es muy influenciada por la presencia de
cationes mono y divalentes (Mac Donnell, L.R. y col., 1945). También
es inhibida por pectatos (inhibicidn por producto final). De acuerdo
con una teorlia (Lineweaver, H. and Rallou, G.A., 1945) las PE
podrian formar un complejo inactivo con el pectato lo que
explicaria el efecto activante de los cationes debido a que ellos
podrian liberar a la enzima aumentando su actividad.

Especificamente ae ha estudiado la accién activante de distintas
concentraciones de sodio, 10 qQue debe tenerse en cuenta en estudios
del efecto del pH sobre la actividad enzima&tica cuando los buferes

usados contienen a este cation (McColloch, R.J. and Kertesz, Z.lI.,

1947).
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4.35.4.2. Polimetilgalacturonasas. Se han aislado dos fracciones de
endo-PMG de A. rniger a partir de un preparado comercial de
pectinasas (Pectinex). La primera tiene un pH 6ptimo de 4,0 e
hidroliza a la pectina altamente esterificada originando una serie de
productos que van del monomero al pentamero. En cambio, la segunda
muestra un pH o6ptimo de 7,0 con productos que van del dimero al
pentamero (Albersheim, P. and Killias, U., 1962). Sin embargo, es
extrafa la ausencia de mas informacion acerca de este tipo de

enzima, por 1o que se duda de su verdadera existencia (Edstrom, R.D.

and Phaff, H.J., 1964).

4,3.4.3. Polimetilgalacturonatoliasas. Las endo-PMGL son producidas
casi con exclusividad por hongos, siendo las unicas excepciones
descriptas una cepa de E£. carotovoera (Almengor—-Hecht, M.L. and
Bull, A.T., 1978), otra de E. arcideae (Kamimiya, S. y col., 197Z)
y una pseudomona aislada de raices (Obuchi, A. and Tominaga, T.,
1974). En la Tabla 4.4 se detallan las principales propiedades de

algunas endo-PMGL.

Tabla 4.4y Principales propiedades de algunas endo-PMGL (Rombouts,
F.M. and Pilnik, W., 1980).

Fuente de Punto Feso Actividad pH
enzima isoeléctrico molecular espTT:fica 6ptimo
Hongos
Aspergillus Tonsecaeus 19 O,2
Aspergillus japonicus 7,7 32.000 355 6,0
Aspergillus niger 3,5 24 5,2
Asperglillus niger 3,9 5,9
Aspergillus niger 1% 3,65 35.400 17 6,0
Il 3,75 33.100 44 6,0
Bacterias
Erwinia aroideae 30.000 400 8,1

(1) Unidades.mg~* de proteina. # Una de las multiples isoenzimas.
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Las endo-PMGL causan una radpida caida de la viscosidad de las
soluciones de pectina y su accion disminuye rapidamente con la
disminucion de la longitud de la cadena de oligogalacturonatos
(Edstrom, R.D. and Phaff, H.J., 1964). Los sustratos de menor peso
molecul ar que pueden ser degradados son el tetragalaecturonato y el
trigalacturonato totalmente metilados para las enzimas de A.
fonsecaeus y A. niger respectivamente.

Se ha demostrado mediante estudios cindéticos realizados con dos
isoenzimas sobre oligogalacturonatos totalmente metilados que el
numero de subsitios del sitio de unién del sustrato era de 8 y 9 o
10 v que en la unidn participaban restos de tirosina y grupos
carboxilicos (Van Houdenhoven, F.E.A., 1975).

Esta enzima ha adquirido gran importancia en virtud de que su
accion catalitica no produce metanol, con lo cual su uso es mas
apropiado en la degradacién de sustancia pécticas de vegetales
destinados a la alimentacion (Ishii, 8. and Yokotsuda, T., 1972;

Szajer, 1. and Szajer, C., 1982).

4.3.4.4. Poligalacturonasas. Las endo-PG son producidas por numerosos
hongos y bacterias, tanto saprofiticos como patégenos vegetales, v
también por algunas levaduras. Ademas se las encuentra en plantas
superiores, especialmente en frutos maduros. Algunas de las
principales caracteristicas de las endo-PG de distintos origenes

ce muestran en la Tabla 4.5. De igual modo que con las PE, aquil
también se presentan isoenzimas con distintas propiedades producidas

por el mismo organismo.
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Tabla 4.5: Propiedades de algunas endo-PG de origen veqetal vy
microbiano (Rombouts, F.M. and Pilnik, W., 1980).

Fuente de FPunto Peso Actividad pH
enzima isoeléctrico molecular especifica 6ptimo
(1)
Frutos
Tomate I+ (2) 84. 000 4,5
IIw 44,000 s,0
Hongos
Aszpergillus niger I« 3,8 4,0
II® 4,5
IIIx 4,5 5,5
Aspergillus niger I 35.000 81 4,1
Il 85.000 44 3,8
Aspergillus niger 46. 000 73 5,0
Aspergillus japonicus 35.500 1.362 4,5
Botrytis clinerea 692.000 2.049 4,0
Fusarium oxyspoum I 7,0 37 . 000 194 5,0
II#» 7,0 37.000 148 5,0
Rhizopus arrhizus 30. 300 92 5,0
Trichoderma koninglii I* 6,4 32.000 5,0
II+ 6,6 32,000 5,0
Verticillium albo—-atrum 30, Q00 2.079 6,9
Levaduras
Kluyveromyces fragilis 168 4,4
Bacterias
Erwinia carotovora 362 Dy 3
Pseudomonas capacila 125 4,5

* Una de las miultiples isoenzimas.
(1) Unidades.mg™?.
(2) Lycopersicon esculentun.

En el caso de Aspergillus niger son datos de diferentes autores.

La mayoria de las endo-FPG tienen un peso molecular comprendido

entre 30.000 y 35.000 y son de naturaleza glicoproteica. Su actividad



se desarrolla especificamente sobre poligalacturonato, mostrando una
gran disminucion en su capacidad hidrolitica sobre pectinas con el
aumento en el grado de esterificacion de éstas. La actividad sobre
oligogalacturonatos disminuye con la disminucidn en el grado de
polimerizacion, llegando a que el digalacturonato no es hidrolizado
Yy, ©n algunas de las enzimas, tampoco el trigalacturonato. Los
pectatos con grupos acetilos esterificando a los oxhidrilos de los
carbonos 2 y 3 son también degradados a2 la misma velocidad, pero los
valores de las constantes de Michaelis se incrementan y no se llega
hasta el mismo grado de hidrdélisis final que en el caso anterior.

Las endo-PG pueden ser medidas evaluando el aumento del poder
reductor o la dieminucidn de l1a viscosidad de la solucion del
sustrato. Se han descripto distintos métodos de medida del
incremento del poder reductor (Rexova-Benkova, L. and Markovic,
0., 1976), pero los preferidos son 1los test colorimétricos de
Somogyi—-Nelson (Spiro, R.G., 1966) y el de Milner (Milner, Y. and
Avigad, G., 1967). Ambos métodos son convenientes ya que evitan el
uso de condiciones de reaccion fuertemente alcalinas bajo las cuales
los sustratos con un alto grado de esterificacidn son degradados por
una beta-eliminacion incrementando la aparicidn de grupos
reductores con 1o que se obtienen valores de actividad enzimatica
CON error en eXxceso.

Los métodos viscosimétricos son muy sensibles para el ensayo
de las endo-PG. Estas enzimas producen un 50 7 de calida en la
viscosidad de una solucidn de pectato con un bajo porcentaje de
hidrdlisis de las uniones glicosidicas (Rombouts, F.M. and Filnik,
W., 1972). Debido a diferencias en su modo de accion, las enzimas de
di ferente origen pueden variar este porcentaje, aun bajo condiciones
de ensayo cuidadosamente estandartizadas, situacion similar a la que
ocurre con las alfa—-amilasas (Robyt, J.F. and French, D., 1967). Al
respecto, se han descripto dos mecanismos de accion diferentes. En
uno de ellos, en el complejo enzima-sustrato se hidroliza al azar una

unioén glicosidica, siguiendo una completa disociacion en enzima
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y productos. En el otro caso, la hidrdlisis al azar de una unioén
glicosidica es sequida por una hidrélisis secuencial en uno de los
productos, originando la liberacién de oligogalacturonatos. El
primer mecanismo tiene lugar con la enzima de Kluyveromyces
fragilis, la cual hidroliza pectato mediante la producciédn de una
serie de oligogalacturonatos de alto peso molecular, que son
subsecuentemente hidrolizados hasta llegar finalmente al di y al
monogalacturonato (Fhaff, H.J., 1966). Un ejemplo del segundo
mecanismo se encuentra en la enzima producida por Colletotrichum
Iindemuthianum, la cual a pesar de ser del tipo endo origina
predominantemente tri y digalacturonatos durante todo el curso de la
reaccion (English, P.D. y col., 1972).

Las endo-FG también muestran diferencias considerables en los
modos de accion sobre los oligogalacturonatos. Estas diferencias son
determinadas tanto por la naturaleza del sitio activo de las enzimas
como por el tamafo y la posicion de los grupos cataliticos. For
ejemplo, una hiptdtesis (Rexova-BEenkova, L., 1973) sostiene que
el sitio activo de la enzima de A. niger esta compuesto por
cuatro subsitios y que el grupo que cataliza la hidrdlisis esta
situado entre los subsitios 1 vy 2 (Fig. 4.4). Otro caso es el de las
enzimas de tomate y de Erwinia carotovora en las cuales los sitios
activos estdn formados por un numero menor de subsitios,
postul dndose que habria otros sectores de la molécula de la
enzima encargados de orientar a los sustratos con alto grado de
polimerizacion (Koller, A. and Neukom, H., 1969).

Los grupos cataliticos de la endo-FG de A. niger son
histidina y uno con un resto carboxilico (Rexova—-Renkova, L. and
Slezarik, A., 1970), en tanto se presume que existen grupos
carboxilicos y algunos alcohdlicos secundarios del sustrato
involucrados en las interacciones con la enzima (Rexovd-Benkova,

L. y col., 1977).
En cuanto a las exo-PG podemos decir que se encuentran en plantas

superiores, en el tracto intestinal de numerosos insectos, en hongos Yy
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en algunas bacterias. Existen una serie de trabajos acerca de esta
enzima de origen vegetal, entre las que se incluyen a las de zanahoria
y durazno (Pressey, R. and Avants, J.K., 1975 a), frutas citricas
(Riov, J., 197%), pepino (Pressey, R. and Avants, J.K., 1975 b), pera
(Pressey, R. and Avants, J.K., 1976), manzana (Bartley, I.M., 1978) y
avena (FPressey, R. and Avants, J.kK., 1977). En todos estos casos, las
enzimas presentan mayor actividad con pectatos de no muy alto peso
molecular, los cuales son atacados desde el extremo no reductor con
produccién de monogal acturonato. El pH optimo es de alrededor de

5,0 v son estimuladas por la presencia de calcio.

Fig. 4.4. Modelo de clivaje de oligogalacturonatos
y del sitio activo de endo-PG de A. niger.

O Residuo de galacturonato.
@® Grupo reductor terminal.
— Unidn glicosidica.

1, 2 y 3: subsitios de uniédn.
a Sitio catalitico

La actividad de las exo-FG de insectos es propor;ional al largo
de la cadena de pectato del cual liberan monogal acturonato y como
caracteristica distintiva se puede decir que el sustrato es atacado

por el extremo reductor (Courtois, J.E. y col., 1968).

En cuanto a las exo-PG microbianas, muchas de ellas tienen
preferencia por oligogalacturonatos en tanto que, desde el punto de

vista de su lugar de accitn, las hay extracelulares como una de A.
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niger (Heinrichova, K. and Rexovad-Eenkova, L., 1976) Yy

también unidas a la pared celular como la de Acrocylindrius sp.
(Kimura, H. and Mizushima, S., 1973). Las ex0-PG de €rwinia

arcideae y la de una pseudomona prefieren substratos de alto peso
molecular que es hidrolizado desde el extremo no reductor (Hatanaka,

C. and Imamaura, T., 1974).

4.3.4.5. Poligalacturonatoliasas. Las endo-PGL son producidas por
varios grupos de bacterias y por algunos hongos patégenos de
vegetales. En la Tabla 4.6 se detallan algQunas caracteristicas

generalees de las endo-PGL mids recientemente descriptas.

Tabla 4.61 Principales propiedades de algunas endo-PGL de origen
microbiano (Rombouts, F.M. and Pilnik, W., 1980).

Fuente de Punto Peso Actividad pH
enzima isoeléctrico molecular especifica bptimo
(1)

Bacterias

Bacillus polymyxa 8,3-9,6
Bacillus subtilis 9,85 33. 000 8,5
Erwinia arnideae 37 . 000 9,1
Erwinlia carotovora 90 8,5
Pseudomona fTluorescens 10,3 42.300 936 9,4
Streptomyces fradiae 176 9,1
Xanthomsonas campestris 1.050 ?2,5
Hongos
Cephalosporium sp. <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>