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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue obtener mediante biocatalisis fungica vy
caracterizar los pigmentos de tipo carotenoide presentes en los pétalos de la flor de
cempoalxochitl como un proceso alternativo para la extraccion de pigmentos. La
biocatalisis se llevo a cabo utilizando preparados fungicos con capacidad para degradar
celulosa. Se obtuvo una coleccion de 7 preparados. Seleccionandolos en base a dicho
atributo se eligieron dos, las cuales fueron caracterizadas encontrandose que pertenecen
al género Aspergillus.

Cada cepa fungica fue inoculada en medio acuoso formulado con micronutrientes y
pétalos como unica fuente de carbono. Los valores de pH bajo los que se trabajo fueron
de 3, 5 y 7 con temperaturas de 25, 30 y 35 °C para cada uno. Se monitored la
produccion de azucares totales y reductores como parametro indicativo de la actividad
fungica durante un periodo de 0 a 144 hr, al término del cual se procedié a la
recuperacion de los carotenoides liberados obteniéndose un extracto en el que se

encontré al compuesto luteina, caracteristico de esta flor.

Se realizé un analisis de varianza (P<0.1) entre los factores cepa, pH y temperatura
para conocer el efecto de estos sobre la cantidad de extracto recuperado. Se obtuvieron
27 tratamientos estableciendo tres repeticiones para cada uno, por lo que se analizaron

un total 81 muestras de extracto recuperado.

En el analisis de varianza no se detecté como significativa ninguna de las interacciones
entre los factores estudiados; sin embargo, los efectos de la cepa y el pH fueron

significativos, siendo la cepa 7 y el pH 5 los que mostraron la mayor diferencia estadistica

En cuanto al porcentaje de extraccion, con el método propuesto se obtuvo 77% el cual
es inferior al reportado por Barzana, 2002 con un método combinando (enzima-solvente),
mas sin embargo la ventaja que este método representa es la reduccion de los residuos
téxicos en la pasta obtenida, asi como el impacto ambiental, por un lado, ademas del

impacto en los costos que generan la compra de las enzimas y los solventes.



1. INTRODUCCION

Los alimentos, tanto en su forma natural como procesada, presentan un color
caracteristico el cual se debe a distintos compuestos, algunos que se producen durante
su manejo y procesamiento y otros que son afiadidos. De acuerdo a su origen, los
colorantes utilizados en los alimentos se clasifican en naturales y sintéticos. Los
naturales son obtenidos mediante procesos de extraccion, ya sean solido-solido, sélido-
liquido o liquido-liquido basados en el uso de solventes, y los sintéticos, incluyendo los
idénticos a los naturales, se obtienen mediante sintesis quimica.

Debido a la toxicidad de los colorantes sintéticos, asi como a los residuos
provenientes de los solventes empleados en los procesos de extraccién de los
colorantes naturales, una alternativa para la obtencién de estos compuestos esta
constituida por los procesos biotecnolégicos empleando para ello bacterias, levaduras,
algas y hongos, asi como el uso de enzimas extraidas de estos microorganismos
(Garcia y col., 1999), ya que los microorganismos pueden ser dirigidos hacia la
biosintesis o a la liberacion de compuestos mediante la degradacion del material que los
limita para que sean extraidos.

Los hongos contienen un complejo enzimatico que puede ser utilizado para
transformar hasta compuestos simples a los sustratos con que hacen contacto (Deacon,
1998), por lo cual pueden ser utilizados para la degradacién de sustratos complejos
presentes en fuentes de origen vegetal.

La flor de cempoalxochitl (Tagetes erecta L.) contiene en sus pétalos una alta
proporcion de pigmentos de la clase carotenoide. Debido a su naturaleza, estos
compuestos pueden ser extraidos mediante el empleo de solventes no polares excepto
cuando forman complejos con azucares o proteinas (Delgado, 1997). Estos compuestos
son utilizados en la industria alimenticia como colorantes proporcionando tonalidades
que van del color amarillo al rojo.

El presente trabajo de investigacion se realizO como una alternativa para la
extraccion de colorantes de origen natural usados por la industria de los alimentos. El
objetivo del presente estudio fue el de obtener mediante biocatalisis fungica y
caracterizar los pigmentos carotenoides presentes en los pétalos de la flor de

cempasuchil, concibiendo a la biocatalisis como el fendbmeno mediante el cual se llevan



a cabo las reacciones quimicas en los seres vivos utilizando para ello enzimas
(Chamizo, 2004).

Para lograr el propdsito del presente estudio se establecieron los siguientes

objetivos especificos:

Determinar los componentes quimicos de interés presentes en los pétalos de la
flor.
Obtener, seleccionar y caracterizar microorganismos fungicos capaces de

degradar celulosa.

Determinar la cepa fungica que mejor se adapte al proceso biocatalitico en base

a las condiciones de pH y temperatura proporcionados.

Recuperar, caracterizar el extracto y calcular el porcentaje de extraccion

obtenido.



2. REVISION DE LITERATURA

21. Pigmentos

21.1. Definicion

Se les llama pigmentos a las sustancias capaces de absorber energia luminosa en las
distintas longitudes de onda que forman el espectro visible, lo cual sirve de base para su
identificacién, en especial si ocurre en cantidades relativamente pequefias en otra
sustancia o cuerpo cuyo color afectan (Greulach,1980; Cronquist,1991). La abundancia
de estos compuestos en la naturaleza requiere que sean clasificados para su

identificacion, aislamiento y utilizacion.

2.1.2. Clasificacion

Los pigmentos pueden ser agrupados en funciéon a su origen (sintético y natural),
fuente (animal o vegetal), naturaleza quimica (organicos e inorganicos), o por el color que
presentan en los organismos que los contienen. De acuerdo a su estructura quimica
pueden ser agrupados de la siguiente forma (Delgado, 1997):

1. Derivados de tetrapirrroles: clorofila, mioglobina y hemoglobina.

2. Carotenoides.

3. Compuestos N-heterociclicos distintos de tetrapirroles: purinas, uterinas,
flavinas, fenanzinas y betalainas.

4. Derivados de benzopirano (compuestos heterociclicos nitrogenados):
antocianinas y otros pigmentos flavoniodes.

5. Quinonas, benzoquinonas, naftoquinonas y antraquinonas.

6. Melaninas.

2.1.3. Fuentes

Los pigmentos procedentes de fuentes vegetales se encuentran principalmente en
hojas, frutos y flores. Los que provienen de fuentes animales son localizados

fundamentalmente en sangre, musculo, piel y ojos.

Ademas de estas fuentes, los pigmentos también estan presentes en microorganismos

tales como bacterias y hongos (Delgado, 1997).



De todos los pigmentos presentes en la naturaleza, los que se encuentran en los

alimentos clasificados por fuente se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Pigmentos relacionados con los alimentos (Badui, 1993).

Pigmento Fuente Animal |Fuente Vegeta

Mioglobina y hemoglobina X

Clorofilas

Antocianinas

Flavonoides

Betalainas

Taninos

Carotenoides

X| X| X| X| X| X| X

Otros (quinonas, xantonas, etc X

La relevancia de los pigmentos radica principalmente en las funciones que realizan, en

el organismo donde se encuentran o al ser consumidos por otros organismos.

21.4. Importancia

Los pigmentos desempefian importantes funciones, algunas de ellas son (Delgado,
1997; Raven y col., 1991):

a) Fotosintesis en las plantas y transporte de oxigeno y diéxido de carbono en

animales.
b) Pantalla protectora en humanos y otros vertebrados.

c) Algunos actuan de atrayentes para los insectos y otros animales con los que han

evolucionado.

d) Actividad farmacolégica en padecimientos tales como el cancer y enfermedades

vasculares.

Ademas de estas funciones, los pigmentos poseen la propiedad de impartir color a los
materiales con que hacen contacto, por lo cual son utilizados como materia prima para

colorear en las industrias farmacéutica, perfumeria y alimentaria.



2.2. Colorantes

Desde tiempos inmemoriales los colorantes se usan para darle color a algunos
alimentos. El color y la apariencia son los principales atributos de calidad que son

utilizados por el consumidor durante la eleccidn de los alimentos.

Los colorantes empleados en la industria alimentaria son considerados como aditivos

0 auxiliares en la elaboracién de los alimentos.

2.21. Definicion

En Estados Unidos, la Food and Drug Administration define a los aditivos de color
como “cualquier colorante, pigmento u otra sustancia obtenida por sintesis o artificio
similar o extraida, aislada o derivada, con o sin intermediarios del cambio final de
identidad a partir de un vegetal, animal o mineral u otra fuente y que cuando es anadida o
aplicada a los alimentos, medicamentos o cosméticos, al cuerpo humano o a cualquier
parte, por si misma es capaz (sola o a través de una reaccion con otra sustancia) de

impartir color”.

En México, la Secretaria de Salud los define basandose en su origen, determinando
que deben ser obtenidos a partir de los vegetales, animales, minerales o por sintesis
quimica, y que son empleados para impartir o acentuar el color, sin especificar su uso o

aplicacién (Garcia y col., 1999).

La demanda en la utilizacion de los colorantes les ha conferido vital importancia en la

manufactura de los alimentos.

2.2.2. Importancia de los colorantes en la industria alimentaria

El color en los alimentos es un elemento inmediatamente accesible para la evaluacion
de la calidad, ya que en ocasiones los alimentos que han sido procesados pueden
presentar defectos generados u ocasionados ya sea por la calidad de la materia prima,
con lo apropiado o defectuoso de la aplicacion de un tratamiento tecnoldgico y/o con el
desarrollo de procesos posteriores a su procesamiento (Multon, 2000), lo cual incide
directamente en las propiedades tanto sensoriales como funcionales del alimento,

afectando asi a la calidad final que éste presenta.
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Los colorantes de la misma forma que diversos aditivos alimenticios, pueden ser
aplicados intencionalmente con la finalidad de mejorar o corregir, pero no para

enmascarar, defectos o alteraciones presentes en los alimentos.

Actualmente existe gran cantidad de colorantes que son usados en la industria
alimentaria, la clasificacion de estos compuestos puede servir de base para delimitar su

uso o aplicacién.

2.2.3. Clasificacion

Los colorantes utilizados en alimentos para consumo humano pueden ser agrupados
de diferentes formas: por naturaleza quimica (en funcién a su solubilidad o de su
reactividad), origen (naturales y sintéticos asi como los idénticos a los naturales),
certificacion, o por su grupo croméforo (Multon, 2000; Garcia y col., 1999). En la Figura 1

se muestra un ejemplo de la clasificacion de estos compuestos.

Antocianinas
Carotenoides
4 Vegetales Flavonoides
Clorofila
4 Organicos < Otros

_ Acido carminico
Animales Acido kermésico
f Naturales < Otros

Dioxido de titanio

< - Inorgénicos{ Minerales

Colorantes Azul ultravioleta

K Azo
Sintéticos { Organicos Antraquinonas

Figura 1. Clasificacion de los colorantes utilizados en alimentos para consumo humano
(Garcia y col., 1999).
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Existe mucha controversia sobre el uso o aplicacion de los colorantes. Para tratar de
aclarar tal situacion es necesario conocer diversos aspectos tales como: origen, forma de

obtencidn, fuentes, toxicidad, normatividad, etc.

2.2.31. Colorantes sintéticos

Este grupo de colorantes son los de mayor empleo en la fabricacién de alimentos
ya que presenta mejores propiedades quimicas que los naturales, tales como la
solubilidad y estabilidad, sin embargo la utilizacion de estos ha disminuido en los

ultimos afios debido a los problemas pueden ocasionar en la salud.

2.2.31.1. Definicion

Los colorantes sintéticos son aquellos que se obtienen mediante sintesis quimica.
La estructura y pureza de estos compuestos estan perfectamente definidos (Multon,
2000).

El grupo de los colorantes sintéticos esta formado por compuestos que contienen
estructuras moleculares parecidas, las cuales forman diversas series quimicas que

son utilizadas como referencia para su clasificacion y/o distribucion.

2.2.3.1.2. Distribucion

La mayoria de los colorantes sintéticos pertenecen a las siguientes series quimicas
(Multon, 2000):

a) Colorantes azoicos: tartrazina, amarillo anaranjado, azorrubina, rojo allura AL,

negro brillante BN, pardo FK, etc.
b) Derivados quinoles: amarillo de quinoloeina.
c) Derivados de trifenilmetano; azul patentado V.

d) Diversos: eritrosina, indigotina, verde acido brillante.
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De las series quimicas mencionadas anteriormente, algunas contienen compuestos
que, al ser absorbidos, pueden ser precursores de la formacién de ciertos compuestos
toxicos, por lo cual se ha relacionado a los colorantes sintéticos con problemas de

toxicidad.

2.2.3.1.3. Toxicidad

Normalmente, la toxicidad de un colorante esta relacionada con su absorcion por el
tracto gastrointestinal (Rodriguez, 2002). Algunos efectos que pueden producir los

colorantes sintéticos son (Multon, 2000):

a) Accion de la flora bacteriana:

Los colorantes de tipo azoico, conjuntamente con la flora bacteriana, presentan
actividad azorreductasica, lo cual genera aminas ciclicas las cuales pueden ser

absorbidas y metabolizadas.
b) Absorcién intestinal-reexcresién biliar:

Los colorantes sintéticos altamente polares son débilmente absorbidos en el tubo
digestivo; sin embargo, después de la absorcion, la bilis puede representar una via para

Su excrecion.
c) Catabolismo hepatico:

Cuando el colorante sintético llega al higado puede sufrir degradaciones, las cuales
seran especialmente reducciones, N-desalquilaciones, hidroxilaciones o conjugaciones,

por lo cual consecuentemente puede generar aminas simples o conjugadas.

Cabe senalar que los colorantes sintéticos autorizados para alimentos de consumo

humano no presentan riesgos sin llegar a la dosis diaria admisible (DDA) (Multon, 2000).

Debido a lo mencionado anteriormente, existe una tendencia actual en la industria
alimentaria internacional de encontrar colorantes naturales que sustituyan a los colorantes

obtenidos por sintesis quimica (Salas, 2003; Gallego, 2004).
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2.2.3.2. Colorantes naturales

En los ultimos afos, los colorantes naturales han cobrado mayor importancia, sobre
todo en paises desarrollados, ya que actualmente existe una tendencia de consumo de
productos de origen natural, ademas de prohibir ciertos colorantes de origen sintético

debido a que se han encontrado indicios de efectos nocivos para la salud.

2.2.3.21. Definicion

Los colorantes naturales son todos de origen vegetal, excepto el acido carminico y el
acido kermésico, los cuales pueden ser obtenidos como compuestos puros o como
productos de extraccién. Los compuestos puros estan bien definidos quimicamente y
pueden ser de origen natural o haber sido obtenidos por sintesis; son siempre de calidad
igual y responden a especificaciones precisas. Los productos de extraccion proceden de
materias primas alimenticias pudiendo estar asociados a numerosas impurezas; los
compuestos obtenidos no tienen composicion ni propiedades colorantes constantes; lo
que hace que la obtencion de estas substancias en forma practica sea mas facil por

sintesis que por procedimientos de extraccion (Multon, 2000).

2.2.3.2.2. Fuentes

La mayoria de los vegetales contiene este tipo de colorantes, sobre todo en estado
maduro. Sin embargo, debido a las caracteristicas fisicoquimicas y disponibilidad de estos
compuestos, pocas son las fuentes empleadas por la industria alimentaria. Algunas de las
fuentes de este tipo que son empleadas como materia prima para colorear se muestran

en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Materias primas vegetales utilizadas para colorear alimentos (Badui, 1993).

Fuente Agente activo
Achiote, annato (Bixa orellana) Bixina (carotenoide)
Azafran (Crocus sativus) Crocetina (carotenoide).
Cuarcuma (Curcuma longa) Cucurmina
Cochinilla (Dactylopius coccus) Acido carminico

Pimiento rojo (Capsicum annuun|  Capsantina (carotenoide|

Enocianina Polimeros de antocianin

Zanahoria (Daucus carota) B- caroteno (carotenoide

Cempoalxochitl (Tagetes erecta)] Luteina (carotenoide)

Plantas verdes Clorofila

Betabel (Beta vulgaris) Betalainas

Los colorantes naturales son considerados en general como inocuos y
consecuentemente las limitaciones especificas en su utilizacién son menores que las que
afectan a los colorantes sintéticos (Gallego, 2004), no obstante, también deben ser
aprobados para su empleo en cada pais en base al cumplimiento de la normatividad

correspondiente.

2.2.3.2.3. Normatividad en funcioén al uso

Los colorantes naturales, al ser considerados como aditivos, tienen que someterse a
severas reglamentaciones para su aprobacion. De acuerdo con la Comision Codex
Alimentarius (Codex Alimentarius Commission, 1995), deben ser usados conforme a

especificaciones aprobadas, algunas de éstas incluyen por ejemplo la identidad y pureza.

En México la regulacion de los colorantes es delimitada por la norma “NOM-119-SSA1-
1994 bienes y servicios. Materias primas para alimentos, productos de perfumeria y
belleza. Colorantes organicos naturales. Especificaciones sanitarias”, asi como la norma
‘NOM-038-SSA1-1993 Colorantes organicos sintéticos. Especificaciones sanitarias

generales” (Secretaria de Economia, 2000).
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Sin embargo, la Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios
determindé que las normas mencionadas se consideran como obsoletas ya que no
eliminan ningun riesgo para la salud de los consumidores y se contraponen a otros
ordenamientos legales e inhiben el desarrollo tecnolégico, por lo cual fueron canceladas
(Diario Oficial de la Federacién, 2004).

Como se ha mencionado anteriormente, los vegetales son las principales fuentes de
colorantes naturales, sobresaliendo las frutas y hortalizas. Sin embargo, existe gran
diversidad de plantas que contienen estos compuestos y que también pueden ser

utilizadas, ejemplo de esto es la planta conocida como flor de cempoalxochil.

2.3. Flor de cempoalxochitl como fuente potencial de colorantes naturales

El nombre de la planta conocida como cempoalxochitl proviene del nahuatl, en el
idioma Inglés se conoce como marigold, también es llamada caléndula (Badui, 1997). La

clasificacion taxondmica de esta planta muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Clasificacion taxondmica de la flor de cempoalxochitl (USDA, 2005).

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Superdivisién Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae
Género Tagetes L. marigold
Especie| Tagetes erecta L. — Aztec marigold
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http://plants.usda.gov/classification/output_report.cgi?3|S|TAGET|u|140|+63
http://plants.usda.gov/classification/output_report.cgi?3|S|TAER|u|140|+63

2.31. Componentes

Leung y Foster (1996) mencionan como principales componentes encontrados en

los pétalos de la flor de Cempoalxochitl a los siguientes:

a) Glucésidos.

b) Aceites esenciales y aceites volatiles.
c) Flavonoides.

d) Resinas.

e) Esteroides.

f) Carotenoides.

De todos los componentes mencionados, los que presentan un uso potencial en la
industria alimenticia son los carotenoides. Valadon y Mummery citados por Delgado
(1997), estudiaron los carotenoides presentes en esta flor, particularmente en los pétalos,
y encontraron como principales a los epoxidos de B-caroteno seguidos por la luteina,
como se muestra en el Cuadro 4. La luteina encontrada estaba presente en forma de

esteres de acido palmitico y miristico, la Figura 2 muestra su estructura.
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Cuadro 4. Porcentaje de carotenoides totales encontrados en pétalos de la flor de

cempoalxochitl (Valadon y Mummery 1976, citados por Delgado, 1997).

AMARILLO NARANJA
Carotenoide 1.15 nug/100g 2.23 ng/100g
% de clu % de clu
Fitoeno 4.7 0.9
Fitoflueno 114
a-Caroteno 0.5
B-Caroteno 1.1 1.0
-Zeacaroteno 0.9 0.2
¢-Caroteno 0.5 0.2
Isémeros del 5,6-monoepdxi-p-Carote 0.3 5.0
5,6-Monoepdxi-B-Caroteno 55.4 39.8
5,6-Diepoxi-p-Caroteno 4.4 20.8
Mutatocromo 0.4 0.5
Flavocromo 0.8
Criptoxantina 2.8 14
Zeaxantina 24
Luteina 7.6 3.7
Epodxido de luteina 2.2 2.0
Crisantemaxantina 1.2 2.2
Flavoxantina 5.8 24
Anteraxantina 2.2
Auroxantina 12.7 1.2
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luteina

Figura 2. Estructura de la luteina (FAO, 1995).

Debido a la diversidad de los componentes presentes, la planta se ha utilizado de
formas diversas, pero es importante enfatizar que, debido al contenido en colorantes
naturales de la clase carotenoide en sus pétalos, la planta puede ser considerada como

materia prima para colorear los alimentos (Sanchez, 1998.

2.3.2. Usos en general

Los principales usos a los que se destina la flor son: ceremonial y religioso, decorativo,

forrajero, medicina, veterinario y colorante (SEMARNAT, 2005).

La presencia de carotenoides, tanto en la flor deshidratada como en el extracto
obtenido a partir de esta parte de la planta, hace posible que sea utilizada en los
alimentos. En forma deshidratada, es destinada basicamente a la alimentacién de las
aves de corral para realzar el color amarillo de la carne y de la yema del huevo. Como
extracto, hay un uso de menor importancia en productos para consumo humano, sin
embargo, en algunas regiones del mundo, por ejemplo Europa Occidental, se utiliza en
productos en donde se requiere un color amarillo tales como: ensaladas, helados,

bebidas y productos de la panaderia y confiteria (FAO, 1995).

En México, a pesar de la legislacion existente, el extracto fue permitido como aditivo o
coadyuvante en la elaboracién de alimentos y bebidas (Secretaria de Salubridad y
Asistencia, 1999).

Los carotenoides son los compuestos que han sido utilizados por la industria
alimenticia para colorear tanto en su forma natural como sintética. De forma natural,
especialmente debido los colores que proporcionan y a las funciones bioldgicas que

desarrollan cuando son asimilados.
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2.4. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales que se encuentran mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza, imparten tonalidades que van desde amarillo, naranja, hasta
el rojo (Badui, 1993).

La definicién de estos compuestos se basa en su estructura quimica, la cual sirve

de fundamento para las funciones que realizan.

24.1. Definicion

Los carotenoides se definen como terpenoides con 40 atomos de carbono, los cuales
consisten en ocho unidades de isopreno con enlaces conjugados (Robinson, 1991), cuyo
arreglo se hace inverso en el centro de la molécula y pueden ser de cadena lineal o tener
anillo en los extremos. El isopreno, como se muestra en la Figura 3, presenta cinco

atomos de carbono dispuestos espacialmente.

CH.
I
+C “:;‘)CH;E
H,C (o
isopreno

Figura 3. Estructura del isopreno (Anénimo, 2005).

Estos compuestos existen en forma libre disueltos en la fraccion lipidica del tejido
vegetal, unidos a carbohidratos, o como ésteres de acidos grasos (Badui, 1993). En el
tejido vegetal hacen su aparicion cuando los pigmentos mas abundantes, principalmente
las clorofilas, desaparecen. La Figura 4 muestra un ejemplo de la localizacion de los

carotenoides.

24.2. Localizacion
Los carotenoides se localizan en el tejido fotosintético, particularmente en los

organelos celulares llamados plastidios, cloroplastos y cromoplastos (Gross, 1987).

20



GOTAS LIPIDICAS

ENVOLTURA DEL PLASTO

Figura 4. Localizacién de los carotenoides en el interior de un cloroplasto (Raven y col,
1991).

2.4.3. Clasificacion

De acuerdo con Mayer (1950). Los carotenoides se pueden dividir en dos grupos:
1.- Carotenoides.

2.- Xantofilas, compuestos oxigenados derivados de los carotenoides y pueden

contener grupos hidroxilicos, aldehidicos, cetdénicos o carboxilicos.

Los compuestos definidos en esta clasificacién le deben su color a la conjugacion en la
molécula, de dobles enlaces asi como a la presencia de anillos en los extremos, las
funciones de estos compuestos se basan en las modificaciones de su estructura (Badui,
1993).

2.4.4. Funciones

Algunos carotenoides presentan actividad pro-vitaminica A, lo cual les confiere ser
sustancias precursoras del retinal, componente no protéico del pigmento visual de la

retina. También cumplen una funcidon protectora contra la formacién y accion de radicales
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libres los cuales pueden danar las células, ocasionar enfermedades cronicas del corazén

y pulmones, asi como artritis y hasta cancer (Coultate, 1986; Badui, 1993).

Para que estos compuestos desarrollen las funciones mencionadas se requiere que,
tanto los métodos utilizados para su obtencion o aislamiento como los tratamientos a los

que es sometido el alimento durante su procesamiento, no afecten su estabilidad quimica.

2.4.5. Métodos de obtencion

El aislamiento de carotenoides implica procedimientos de extraccion, saponificacion y
separacion (Gross, 1987). Para la extraccidon se deben tener en cuenta algunas
caracteristicas fisicoquimicas como las siguientes:

a) Son solubles en lipidos o en solventes no polares, excepto cuando forman
complejos con proteinas o azucares, es por esto que se utilizan solventes no
polares para su extraccion (Delgado, 1997).

b) Son sensibles a la luz, calor, oxigeno, acidos y, en algunos casos, a las bases
(Goodwin, 1976).

Existen diversos métodos de extraccion o aislamiento de carotenoides, algunos de

ellos son mediados por el uso de solventes y fluidos supercriticos.

2451.1. Extraccion con solventes

Este proceso consiste en la extraccidon de un compuesto presente en la muestra o
sustrato a partir del contacto con un solvente mediante recirculacion. La eleccién del
solvente mas apropiado para un proceso de extraccion depende de la naturaleza y
composiciéon de la muestra. Los procesos utilizados tradicionalmente se basan en el
estado fisico de la muestra y el solvente, pudiendo ser sélido-sélido, soélido-liquido o
liquido-liquido.

Cabe senalar que el empleo de este método proporciona al producto final gran
cantidad de residuos provenientes de los solventes utilizados, ademas, también provoca

efectos adversos al medio ambiente (Garcia y col.1999).
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2.4.5.1.2. Extraccidn con fluido supercritico

La extraccién con fluido supercritico consiste en la utilizacion de sustancias que bajo
condiciones normales de temperatura (NPT) son gases, pero que al aplicarles altas
presiones se convierten en liquidos. Implicando que si después de la extraccién se
retorna a las NPT, se eliminan los solventes de la extraccion sin la aplicacién de
condiciones extremas (Cerpa, 2005). Con el empleo de esta tecnologia los residuos son
minimizados, pero presenta el inconveniente de que su implementaciéon es

econodmicamente muy elevada.

Posterior a la extraccion de los carotenoides se requiere el empleo, en forma continua,

de los procesos de saponificacion y separacion.

24.513. Saponificacion

La saponificacién es un procedimiento de purificacion que sirve para remover las
clorofilas y los lipidos indeseados, los cuales pueden ser extraidos junto con los
carotenoides (Gross, 1987). Al final de este proceso se obtiene unicamente carotenoides,

los cuales deben ser fraccionados durante la separacion.

2451.4. Separacion

La cromatografia es la técnica mas importante para la separacion y purificacion de
carotenoides. Las técnicas cromatograficas utilizadas para la separacion de carotenoides
son principalmente las mencionadas a continuacion (Martinez, 2005):

1.- Cromatografia en papel.
2.- Cromatografia de capa delgada (TLC).
2.- Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Cuando ya se tiene a los carotenoides aislados y purificados se procede a su

caracterizacion.
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2.4.51.5. Caracterizacion

Los carotenoides se pueden identificar en base de su comportamiento cromatografico
y espectrofotométrico debido a que absorben cierta longitud de onda del espectro visible,
la cual es determinada por el tamano del croméforo presente en la molécula, es decir el
radical que les confiere color, y por la polaridad de los grupos funcionales que lo

conforman (Gross, 1987).

2.4.51.6. Cuantificacion

Los carotenoides pueden ser cuantificados mediante espectofotometria cuando estan
en solucién, donde en base a la ley de Lambert-Beer se dice que su absorbancia en el
solvente deseado es directamente proporcional a su concentracion, requiriendo para esto
el coeficiente extincion molar del carotenoide en el solvente en estudio (Rodriguez y
Kimura, 2004).

Ademas de los procesos mencionados anteriormente para la extraccion de los
carotenoides, existen procesos biotecnoldgicos, los cuales son adaptados mediante el
empleo de técnicas conjuntas de bioquimica, microbiologia e ingenieria para la obtencion

de estos compuestos.

2451.7. Otras formas de obtencion (biocatalisis como prototipo)

La obtencién de productos naturales a partir de fuentes vegetales se puede realizar a
partir de la utilizacion de microorganismos mediante procesos que implican biosintesis,

transformacion y/o degradacion de un sustrato (Garcia y col, 1999).

La biocatalisis puede ser adaptada mediante el empleo de diversas técnicas
pertenecientes a las areas mencionadas anteriormente para la degradacidon de diversos
sustratos, pudiendo estar presentes ya sea en materias primas, subproductos o en
desechos (Gotor, 2002).
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2.5. Biocatalisis

2.5.1. Definicion

La biocatalisis es el fendbmeno por medio del cual se llevan a cabo las reacciones
quimicas en los seres vivos, se le llama asi porque son reacciones llevadas a cabo por
catalizadores especiales, de origen organico, es decir, enzimas (Chamizo, 2004). Con la
produccion de enzimas endogenas como exodgenas, los microorganismos pueden
tranformar los sustratos con los que hacen contacto para obtener los nutrientes

requeridos para su crecimiento y multiplicacion.

Cabe senalar que algunos microorganismos desarrollan esta capacidad de forma
natural y otros cuando son forzados por las condiciones del medio donde estan presentes
(Barzana, 2002).

2.5.2. Microorganismos implicados

Los microorganismos de mayor aplicacion para llevar a cabo la biocatalisis utilizando

biotecnologia son bacterias, levaduras y hongos (Barzana, 2002).

Los hongos al ser cosmopolitas juegan un papel importante en la degradacion de la
materia organica por lo cual algunos de ellos son empleados en procesos
agroindustriales. De acuerdo con Agrios (1997), las condiciones fisicoquimicas requeridas
para el crecimiento y/o desarrollo de los hongos son temperatura (minimas 5 —10 °C,

Optimas 20-40 °C y maximas 35-45 °C), oxigenacion y pH (3.5-6.5).

2.5.3. Biocatalisis utilizando hongos celuloliticos

Los hongos celuloliticos, producen enzimas extracelulares al medio circundante para
degradar sustratos complejos (Lechenvalier, 1974) hasta compuestos que se puedan
asimilar facilmente, por ejemplo, la degradacién de celulosa hasta azucares cuando éstos

no estan disponibles directamente (Deacon, 1988).

Algunas enzimas del complejo celulolitico producidas por los hongos son:
endoglucanasas, celobiohidrolasas, p-glucosidasa y celobiasas. Estas enzimas son

eficientes para la industria en funcion a su alta temperatura de operacién, actividad o por
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su capacidad de producir otras enzimas paralelamente, algunos hongos productores son:

Trichoderma reseei, Chaetomium termophilus, Sporotrichum termophilus, Aspergillus

awamori, Aspergillus niger, y Aspergillus phoenicis (Garcia y col, 1999).

La degradacién de celulosa utilizando hongos, como se muestra en la Figura 5, se

lleva a cabo por dos enzimas producidas comunmente: exo-B-glucanasa, endo-j-

glucanasa y pB-glucosidasa.

CELULOSA

f3 1,4 Glucano,

cadenas compuestas de 3000
a 10,000 unidades de glucosa.
Las cadenas se agrupan

en microfibrillas.

Celulosa

| Exo-31,4-glucanasa

Celohiosa

|

l
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Figura 5. Degradacion de celulosa mediante enzimas de origen fungico (Deacon, 1988).

Como se muestra en la Figura 5, para la degradacion de la celulosa las enzimas endo

y exo-B-glucanasas rompen las cadenas de celulosa para formar varias moléculas como

el dimero celobiosa y el trimero celotriosa; luego, la B-glucosidasa rompe a la celobiosa

para formar glucosa, la cual es asimilada por la pared celular del hongo.
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Cuando se presentan juntas las enzimas mencionadas anteriormente, actuan en forma
sinérgica, por lo que las tasas de degradacién de celulosa son mayores que cuando las
mismas enzimas actuan por separado. En su conjunto, estas enzimas se conocen como

celulasas o celuloliticas (Mandels, 1981 citado por Deacon, 1988).

254. Oportunidades de accion sobre la extraccidon de pigmentos (expectativas
a futuro)

Los hongos, debido a su capacidad para degradar sustratos complejos, pueden ser
utilizados para la extraccion de compuestos de interés alimenticio procedentes de fuentes
vegetales tales como los pigmentos. Para esto, se requiere proporcionar las condiciones
fisicoquimicas requeridas para su crecimiento, asi como el disefio de un proceso
biotecnolégico el cual dirija las rutas metabdlicas de estos microorganismos hacia la
degradacion de las materias primas para la liberacion de los pigmentos existentes en

éstas.

Se han utilizado con éxito diversas cepas fungicas para la produccion de carotenoides,
donde la base de los procesos microbianos es la biosintesis. Sin embargo, no se ha
obtenido informacidén concerniente a la extraccion de estos compuestos basandose en la
degradacion de sustratos con esta finalidad, lo cual representa una oportunidad para ser

experimentada.

Tomando como referencia la informacidon recabada en la revision de literatura la

hipotesis planteada para el desarrollo del presente estudio fue la siguiente:

“Es posible la obtencion de los carotenoides presentes en los pétalos de la flor de

Cempoalxochitl (Tagetes erecta L.) mediante biocatalisis fungica”.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la presente investigacion se plantearon las siguientes
etapas:

3.1. Etapa 1. Obtencion y manejo de la materia prima

La materia prima utilizada en la presente investigacion fue constituida por pétalos de la
flor de cempoalxochitl, la cual fue cultivada en las instalaciones de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro bajo apropiadas practicas culturales de siembra, riego y
fertilizacion.

Los pétalos fueron sometidos a un proceso de secado natural hasta obtener una
humedad considerable para su manejo durante el desarrollo de la investigacion.
Finalmente, fueron envasados en una bolsa de papel y se almacenaron en condiciones

de oscuridad.

3.2. Etapa 2. Caracterizacion de los pétalos empleados

Para los objetivos de la investigacion, se procedié a realizar analisis de humedad vy
carotenoides totales en base a los métodos establecidos por la AOAC (1980), asi como el
analisis de fibra cruda, celulosa y lignina de acuerdo a lo establecido por Van Soest y
Wine (1968).

3.3. Etapa 3. Obtencion, seleccion y caracterizacion de microorganismos
fungicos utilizados

Se obtuvo una coleccion de 7 preparados fungicos los cuales fueron proporcionados

por la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de Coahuila.

3.3.1. Seleccion de las cepas fungicas con mayor actividad sobre la celulosa

La seleccién de los preparados fungicos se realizd con el objetivo de evaluar la
actividad degradativa sobre la celulosa mediante la capacidad para producir enzimas

celuloliticas.
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Para realizar lo anterior, los preparados fungicos fueron viabilizados en un medio
liquido y posteriormente inoculados en placas de agar carboximelticelulosa (CMC).
Después de 7 dias de incubacion a 28 °C, se evalu6 su actividad degradativa sobre la
celulosa aplicando la técnica del rojo congo en base a los lineamientos descritos por Ilina,
2002 (citado por Tirado, 2005). Los resultados obtenidos de esta técnica (diametro de aro

descolorido) fueron sometidos a un andlisis de varianza (P < 0.05).

3.3.2. Caracterizacion de los microorganismos fungicos seleccionados

Los hongos que presentaron la mayor actividad celulolitica fueron analizados tanto
macroscopica como microscopicamente, mediante analisis de morfologia, esporulacién y
asimilacion de nutrientes de acuerdo a los lineamientos propuestos por Barnett y Hunter
(1987), y Romero (1993), lo cual se realizd con el apoyo del Centro de Investigacion para
los Recursos Naturales (CIRENA), dependiente de la Direccion General de Educacion

Tecnoldgica Agropecuaria, ubicado en Salaices, Mpio. de Villa Lopez, en Chihuahua.

3.4. Etapa 4. Establecimiento del proceso de biocatalisis

En esta etapa, el proceso biocatalitico se fundamento6 en la degradacion de los pétalos
en medio acuoso para liberar los carotenoides presentes en ellos mediante la produccion
de enzimas celuloliticas, bajo las condiciones de variacion de los parametros
fisicoquimicos requeridos para el crecimiento y desarrollo fungico tales como aerobiosis,
pH y temperatura. Ademas, se emple6 un medio de cultivo como fuente de
microelementos, el cual consisti6 en una preparacion modificada del agar
Carboximetilcelulosa (CMC), donde se sustituy6 la celulosa artificial (como unica fuente
de carbono utilizable) del medio original por la celulosa presente en los pétalos. Este
medio fue formulado en base a la técnica de la Etapa 2. La composicién del medio se

muestra en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Composicion del medio de cultivo formulado para la biocatalisis.

Pétalos 20g

NaNO; | 06 g

KH.PO, 0.1g

MgSO.| 01g

KCI 01g

K;SOs, | 0029

Buffer 200 ml

El medio de cultivo formulado fue disuelto tanto en buffer fosfatos (pH 7.0) como buffer
acetatos (pH 5.0 y 3.0) amortiguandolos con HCI 0.2 N y NaOH 0.2 N, lo cual se preparo

de acuerdo con los lineamientos propuestos por Lynch y col. (1987).

Posteriormente se inoculé a cada envase una cantidad de 2, 000,000 de esporas/ml.,
para lo cual previamente se aplicé la técnica de conteo de estas a cada hongo
seleccionado, utilizando para ello los lineamientos propuestos or Ilina, 2002 (citado por
Tirado, 2005).

Finalmente, cada unidad experimental fue colocada en Bafo Maria para el control de
la temperatura a 25, 30 y 35 °C, durante un tiempo comprendido de 0 a 144 horas. Con el
objetivo de conocer el comportamiento de la actividad fungica sobre los pétalos, se
monitored durante el tiempo mencionado la formacion de azucares totales utilizando la
técnica del fenol-sulfurico en base a la metodologia propuesta por Dubois y col. (1956) asi
como la formacién de azucares reductores, de acuerdo a la técnica del DNS establecida
por Miller (1959).

3.5. Etapa 5. Recuperacion de los carotenoides liberados, caracterizacion del
extracto obtenido y calculo del porcentaje de extraccion
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3.5.1. Recuperacion de los carotenoides liberados

Una vez terminado el proceso biocatalitico, cada unidad experimental fue esterilizada

en una autoclave a 120 °C durante 15 min., para detener la actividad fungica.

Después de la esterilizacién los carotenoides liberados (tras la degradacién de los
pétalos, para favorecer su liberacién) fueron recuperados mediante tratamientos de

calentamiento, prensado y filtrado, hasta obtener la mayor cantidad posible.

Finalmente, el extracto obtenido en las operaciones antes citadas, fue sometido a
evaporacion a una temperatura entre 60-65 °C hasta la eliminacion completa de la
humedad residual. Los pesos de los extractos se obtuvieron mediante analisis
gravimétrico los cuales posteriormente fueron sometidos a aun analisis de varianza
(P<0.01).

3.5.2. Caracterizacion del extracto obtenido

Cabe senalar que los datos obtenidos del analisis gravimétrico soélo ofrecen
informacion sobre la cantidad de materia bruta extraida a partir de los pétalos. Sin
embrago, no revelan la naturaleza de los compuestos presentes en el extracto obtenido, y
para conocer esto, se procedié a aplicar un analisis de espectroscopia infrarroja (IR), el
cual se realizé tomando como referencia un estandar (quimicamente puro) de la misma

naturaleza.

3.5.3. Calculo del porcentaje de extraccion

La eficiencia de la extraccion del proceso biocatalitico se realizé en base al contenido
de carotenoides totales presentes en el extracto que presentd la mayor cantidad de masa
bruta procedente del analisis gravimétrico realizado en la etapa 3.5.1. Los pesos
obtenidos en tal analisis fueron sometidos a un analisis de varianza factorial (P< 0.1), con
el objetivo de conocer las condiciones de temperatura y pH que ofrecen una mayor
liberacion de los carotenoides. El analisis de varianza se elabor6 de tercer orden tomando
como factores a cepa fungica, pH y temperatura cada uno con tres niveles. Se obtuvieron
81 observaciones, ya que se trabajo con 27 tratamientos los cuales se corrieron por

triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Etapa 1. Obtencion de la materia prima

La materia prima, presentd una textura quebradiza producida durante el transcurso del
almacenamiento lo cual se debe una lenta pérdida de humedad ya que el método de
secado no la eliminé en su totalidad ademas de que las condiciones de almacenamiento
no fueron las adecuadas. Delgado (1997) reporta que debido a la sensibilidad de los
pigmentos carotenoides a la luz, temperatura y oxigeno, el método de secado puede
favorecer la oxidacion, por lo cual durante el almacenamiento se pueden favorecer
pérdidas en la cantidad de carotenoides, de acuerdo con este autor, el secado por
liofilizacion, envasado a vacio y almacenamiento a 4°C son las condiciones adecuadas
para la conservacion de estos compuestos antes de su extraccion, sin embargo esta
metodologia econdmicamente no es favorable ya que requiere equipos especiales a nivel

industrial lo cual incrementa el precio del producto final.

Debido a que la materia prima no presentoé signos de alteracién importantes tales como

la oxidacion, se decidid su empleo para la presente investigacion.

4.2. Etapa 2. Caracterizacion de los pétalos empleados

Los resultados obtenidos de los analisis quimicos realizados a los pétalos se muestran
en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Analisis quimicos realizados a los pétalos.

Componente (%) (ng/100g)
Humedad 26
Fibra cruda 10.93
Lignina 292
Celulosa 4.17
Carotenoides totales 4.03
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Cabe senalar que no se encontrd informacion en la revision de literatura sobre la
composicién quimica, excepto del contenido de carotenoides totales, de los pétalos de la
flor de cempoalxochitl.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis quimicos realizados, es posible
decir que los pétalos presentaron un considerable contenido de humedad y deduciendo
de ello, un elevado contenido de materia seca (alrededor del 74%) y que esta constituida
por una proporcion de fibra cruda, de la cual el componente mayoritario es la celulosa.

Esta informacion demuestra que los pétalos pueden ser empleados para el proceso de
biocatalisis, debido al elevado contenido en fibra y celulosa utilizando a estos
componentes como fuente de carbono, por ser este elemento indispensable para el

crecimiento y desarrollo fungico.

4.3. Etapa 3. Obtencion, seleccion y caracterizacién de microorganismos
fungicos utilizados

4.3.1. Seleccion de las cepas fungicas con mayor actividad sobre la celulosa

En funcion al diametro de la coloracién producida al aplicar la técnica del rojo congo,
lo cual expresa cualitativamente la hidrdlisis de la celulosa en beta-(1-4) glicanos con
siete 0 menos unidades de glucosa por cadena, los datos obtenidos de esta técnica
fueron sometidos a un analisis de varianza (P < 0.05). De los resultados de este analisis,
solo se reportan en el Cuadro 7 una comparacion de medias realizada a partir del analisis
de t-Student (P< 0.05) elaborado después de observar la significancia del precedente

analisis de varianza.
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Cuadro 7. Resultados de la comparacion de medias de los datos obtenidos al realizar la

técnica del rojo congo.

PREPARADO PROMEDIOS DE MiNIMOS
FUNGICO CUADRADOS
Cepa7 A 3,90 cm.
Cepa s B 3,40 cm.
Cepa 2 Bl C 3,23 cm.
Cepa 8 C D 3,10 cm.
Cepa 1 C D 3,05 cm.
Cepa 4 D 2,91 cm.
Cepa 3 E 2,63 cm.

Promedios con la misma literal no son estadisticamente diferentes (P>0.05)

Los resultados arrojados por el anadlisis estadistico de medias muestran que existen
diferencias significativas entre las cepas fungicas analizadas, correspondiendo a la cepa
7 los mejores resultados, seguida por la 5 y 2 que son inferiores a la primera pero iguales
entre si, y mayores y diferentes que el resto de las cepas en estudio.

Las diferencias producidas se deben a que las cepas fungicas 7, 5 y 2 presentan
mayor capacidad para degradar la celulosa. La Figura 5 muestra los cultivos de la cepa 7

al efectuar la técnica del rojo congo.
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Figura 6.Comportamiento de los cultivos de la cepa 7 durante la aplicacion de la
técnica de rojo congo. Figura A: placa con crecimiento fungico en agar
Carboximetilcelulosa. Figura B: placa con rojo congo. Figura C: placa después de lavado
con solucién salina

En la Figura 6A se puede apreciar el crecimiento fungico sobre la periferia de los
circulos presente en la placa, una vez que se aplica la solucion de rojo congo que se
presenta en la Figura 6B; se procede al lavado con solucion salina y las zonas
decoloradas observadas en la figura 6C ponen de manifiesto la actividad celulolitica de la

cepa’.

4.3.2. Caracterizacion de los microorganismos fungicos seleccionados

Los resultados de la caracterizacién de las cepas seleccionadas se muestran en el

Cuadro 8.

Cuadro 8. Resultados de la caracterizaciéon de las cepas seleccionadas.

PREPARADO GENEROS FUNGICOS
FUNGICO
7 Aspergillus
5 Aspergillus
2 Peniciullum y Aspergillus

Se observa que en las muestras estudiadas predomina el género Aspergillus, presente
en los preparados fungicos 7 y 5 asi como en el 2 donde estd mezclado con hongos del

género Penicillium.
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La predominancia del hongo Aspergillus indica que tiene una buena capacidad para
producir enzimas celuloliticas, con lo cual es capaz de degradar la celulosa, siendo esto

corroborado con lo postulado por Garcia y col. (1999) y Gretty y col. (2003).

Es importante sefalar que en el caso del preparado fungico 2 se presentarén
dificultades para su crecimiento en medio sdlido (requerido para formacion de esporas,
utilizadas en la Etapa 4) lo cual obedece a que no es un cultivo puro, motivo por el cual no

fue utilizada para realizar el proceso biocatalitico.

4.4. Etapa 4. Establecimiento del proceso de biocatalisis

En esta etapa se realiz6 el monitoreo de la formacion y consumo de azucares totales y
reductores como un indicador de la actividad fungica, por lo cual los datos arrojados de tal

monitoreo son analizados graficamente.

44.1. Monitoreo de azuiicares totales

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestra el comportamiento de los niveles de azucares
totales. Se observa que durante las primeras horas se produjo la mayor cantidad de éstos
para posteriormente dejar ver un comportamiento inestable observandose incrementos y

decrementos.

En la Figura 7 se observa que durante las primeras horas del monitoreo a temperatura
de 25 °C,lacepaS5apHde7y3 ylacepa7apHdeb5y 3 son las mayores productoras

de azucares totales.

La cepa 7 a pH 7 mostré6 un comportamiento en forma de campana produciendo la
mayor cantidad de azucares totales en un tiempo cercano a las 80 horas, para su
posterior consumo. La misma cepa pero a pH 5 también tuvo una alta produccion, pero su

consumo no fue tan pronunciado como el anterior.
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Comportamiento de azicares totales a 25 °C

——C5pH7
---=-- C5pH5
C5 pH3
C7 pH7
—o—C7 pH5

—e—C7 pH3

Azucares totales (g/l)

Tiempo (hrs.)

Figura 7. Cinética de cambio en la concentracion de azucares totales durante la
fermentacion de las cepas 5y 7 en los reactores con diferente pH inicial a temperatura de
25 °C.

En la Figura 8 se observa un comportamiento similar al anterior, durante las primeras
horas del monitoreo a temperatura de 30°C. La cepa 7 a pH de 5y 3 fue la que produjo la
mayor cantidad de azucares totales en las primeras horas y en el tiempo restante se
mostré el consumo de los mismos, incrementandose ligeramente después de las 120 hr
de tratamiento. La cepa 5 a pH 7 y 3 se comporté de forma similar sin embargo, produjo
menor cantidad de azucares totales que la cepa 7 a pH 5y 3. La cepa 7 a pH 7,
comparada con las cepas en las condiciones mencionadas anteriormente, mostro
lentamente incrementos y decrementos, ademas fue la que produjo durante todo el
monitoreo la menor cantidad de azucares totales. La cepa 5 a pH 5 mostré6 un
comportamiento inestable de incrementos y decrementos diferenciando a este de los

mencionados anteriormente.

Comportamiento de azucares totales a 30 °C

Tiempo (hrs.)
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Figura 8. Cinética de cambio en la concentracion de azucares totales durante la

fermentacion de las cepas 5y 7 en los reactores con diferente pH inicial a temperatura de

30 °C.
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En la Figura 9, correspondiente a la fermentacion a temperatura de 35 °C se observa
un comportamiento semejante a los monitoreos en las temperaturas de 25°C y 30 °C. Sin
embargo, en este monitoreo la cepa que sobresale inicialmente por la mayor produccion
de azucares totales fue la cepa 5 a pH 3. La cepa 7 a pH de 5 y 3 fue la que produjo
mayores cantidades en las primeras 24 hr para su posterior consumo. La cepa 5 en el pH
5 mostro inicialmente un incremento para su posterior descenso y ascenso a lo largo del
proceso. Finalmente, la cepa 7 a pH 7 fue la que produjo la menor cantidad de azucares
totales el cual tuvo un ligero incremento en las horas iniciales y posteriormente presento

una disminucion en forma lineal.

Comportamiento de azucares totales a 35 °C

10 —e—C5pH7
—m—C5pH5
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——C7 pH5
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Azucares totales (g/l)

160
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Figura 9. Cinética de cambio en la concentracion de azucares totales durante la
fermentacion de las cepas 5y 7 en los reactores con diferente pH inicial a temperatura de
35°C.

El comportamiento observado en las graficas anteriores indica que existe una
produccion y consumo de azucares totales. Durante las primeras horas la cantidad de
estos se dispara debido a la degradacion de polimeros complejos presentes en la pared
celular de los pétalos de la flor, tales como la celulosa. Esto sucede debido a la
produccion de enzimas extracelulares que son liberados al medio circundante. Para los
nutrientes simples y solubles son metabolizados, en este caso azucares. Ello sucede de
forma continua a fin de suplementar al medio el azucar necesario ya que una vez
consumido se requiere su generacién a partir de los polimeros antes citados, esto aunado
a la presencia de los demas nutrientes y a las condiciones de pH, temperatura y aeracion,

permite el desarrollo fungico, observandose fisicamente una gran cantidad de micelio
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flotando en el medio. Todo lo anterior coincide con lo establecido por Deacon (1988),

pudiendo ademas que la flora microbioldgica nativa ejercer cierto efecto.

442, Monitoreo de aztlicares reductores

En las Figuras 10, 11 y 12 se presenta el resultado del monitoreo de azucares
reductores, el cual muestra el comportamiento parecido al observado en el monitoreo de
azucares totales aunque de forma mas lenta ya que inicialmente se produjo un

incremento y en el tiempo restante fue estabilizandose y disminuyendo lentamente.

El monitoreo en las tres temperaturas analizadas mostrado en las Figuras 10, 11y 12
presenta un comportamiento similar. En el cual se observa que la cepa 7 apH 5y 3 fue la
que produjo la mayor cantidad de azucares reductores. Inicialmente se produjo un
incremento que fue disminuyendo en forma lenta y estable durante el tiempo restante. La
cepa 7 a pH 7 se comportd de forma similar, pero la disminucion fue mayor. La cepa 5 a
los tres pH analizados produjo menor cantidad comparada con la cepa 7 en los pH’s

mencionados.

En el monitoreo a 25°C (Figura 10) la cepa 5 a pH 5 también mostré un

comportamiento de incrementos y decrementos en la produccion de azucares reductores.

Comportamiento de aztlicares reductores a 25 °C
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6
/ —A—C5 pH5
4 -
Ak He— K —X C5 pH3

Azucares reductores
(9/)

2 ——— % . C7 pH7
0 /T T T T ¢ T ¥ T T ‘ —¥—C7 pH5
0 20 40 60 80 100 120 140 160 |——C7pH3

Tiempo (hrs.)

Figura 10. Cinética de cambio en la concentracion de azucares reductores durante la
fermentacion de las cepas 5y 7 en los reactores con diferente pH inicial a temperatura de
25 °C.

En la Figura 11 se muestra el comportamiento del nivel de azucares reductores a 30°C,
similar al presentado en las Figuras 10 y 12. En los tres casos no se observé cambio en el

nivel de azucares reductores en la fermentacion de las cepas a pH 7.
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Comportamiento de aztcares reductores a 30 °C
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Figura 11. Cinética de cambio en la concentracion de azucares reductores durante la
fermentacion de las cepas 5y 7 en los reactores con diferente pH inicial a temperatura de
30°C.

Comportamiento de aztcares reductores a 35 °C
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Figura 12. Cinética de cambio en la concentracion de azucares reductores durante la
fermentacion de las cepas 5y 7 en los reactores con diferente pH inicial a temperatura de
35°C.

Es importante sefalar que el tratamiento del testigo presenté niveles de azucares
sumamente bajos, es decir en [IIGNGOMEE los cuales se presentan muy ligeras

variaciones a lo largo del proceso debido a la presencia de flora banal.
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4.5. Etapa 5. Recuperacion, caracterizacion del extracto y calculo del porcentaje
de extraccion

El estudio realizado demuestra la presencia de actividad celulolitica durante el proceso
de fermentacion, asi como el crecimiento de los microorganismos y aprovechamiento de

la materia prima en el metabolismos fungico.

4.51. Recuperacion de los carotenoides liberados

La Figura 13 muestra la fotografia que demuestra los extractos de los carotenoides

recuperados después del proceso de biocatalisis realizado con la cepa 7.

Figura 13. Recuperacion de los carotenoides liberados. Tratamiento testigo
(a),carotenoides liberados a partir de la biocatalisis de los pétalos en los tratamientos con
cepa fangica: (b) C7 pH 3, (c)C7pH 5y (d) C7 pH 7.

En la Figura anterior se observa que existe similitud en la intensidad de la coloracion

entre el tratamiento testigo (Fig. 13a) y en los tratamientos con cepa fungicaapH de 5y 3
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(Figs. 13 b y c), siendo muy diferente a observada para el tratamiento con cepa fungica a

pH de 7 la cual mostré una coloracion mas intensa.

4.5.2. Caracterizaciéon de la pasta obtenida

En la Figura 14 se muestra una comparacion del espectro infrarrojo obtenido al
realizar la caracterizacion de la pasta procedente de la biocatalisis de los pétalos en el
tratamiento con la cepa 7 a pH 3 y temperatura de 25 °C (Muestra b) contra un estandar

quimicamente puro (Testigo Q. P.).

-l'estigo Q.P.

%T 4

Muestra 'b'

T T T T |
4000.0 3000 2000 1500 1000 600.0
cm-1

Figura 14. Caracterizacion del extracto obtenido, mediante espectrometria

infrarroja.

El espectro infrarrojo muestra que existe mucha similitud entre el estandar
quimicamente puro y el obtenido tras la biocatalisis. EI mayor pico de absorcion en la
muestra obtenida por el tratamiento con cepa flngica fue detectado a 3291.001 cm™ el
cual es caracteristico para los grupos OH, los cuales presentan bandas de absorcion
cercanas a los 3300 cm™. La presencia de grupos OH es impostarte caracteristica de las
xantofilas. Ademas se muestra una banda fuerte a 1742.36 cm™ lo cual indica la
presencia de dobles enlaces, caracteristicos de la luteina (Martinez 2001, citado por
Devia 2005).
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Los resultados arrojados en este estudio verifican la presencia de las sustancias de

interés en los extractos obtenidos.

4.5.3. Calculo del porcentaje de extraccion

En la Figura 15 se muestran los pesos de los extractos obtenidos en el proceso
biocatalitico de los pétalos, comparados contra el testigo, procedentes de la Etapa 3.5. Se
hace énfasis en el efecto de cada tratamiento sobre el peso del extracto liberado. Se
observa que la cepa 5 en condiciones de pH 5, y temperatura de 35°C, asi como
condiciones de pH 5 y temperatura de 30°C, subsecuentemente, fue con la cual se obtuvo
la mayor cantidad. También se observa que en el caso de la cepa 7, la mayor cantidad se

produjo en las condiciones de pH 5 y temperatura de 30°C.

Efecto cada tratamiento sobre el extracto liberado
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Figura 15. Efecto de cada tratamiento sobre el extracto liberado.

En la misma figura se observa que los tratamientos con ambas cepas fungicas
permitié obtener mayores cantidades en comparacion con el tratamiento testigo del cual

se obtuvo la menor cantidad de extracto.

En cuanto al porcentaje de extraccion, partiendo de que para 100gr de pétalos se
espera tener 4.03 ug de carotenoides totales (resultado obtenido en la Etapa 2) y que en
los tratamientos antes propuestos se parte de 2 gr de pétalos, se esperarian obtener

0.0806 ng de carotenoides totales. Por lo tanto, en el tratamiento con cepa fungica 5y a
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pH 5 se produjo un 77.77% ya que en la determinacion de dicho factor a la pasta obtenida
se encontraron 0.0668 ng de carotenoides totales, siendo que en el testigo al mismo pH
se encontraron 0.0297 pg de carotenoides totales lo cual representa el 36.90% de
eficiencia en la extraccion. Esto corresponde a menos de la mitad a lo obtenido mediante
la biocatalisis fungica.

Cabe mencionar que el valor de 77.77% obtenido mediante el tratamiento propuesto
es inferior al reportado por Barzana (2002) del 97%, con un método que combina pre-
tratamiento enzimatico y extraccién con solventes. Mas, sin embargo, la ventaja que
representa el método propuesto en el presente trabajo es la reduccion de los residuos
téxicos en la pasta obtenida, asi como el impacto ambiental, por un lado, ademas del

impacto en los costos que generan la compra de las enzimas y los solventes.

En el Cuadro 9 se puede observar el analisis de varianza realizado a los datos pesos
de los extractos. Se observa que el modelo resulto ser altamente significativo lo que

indica que el efecto producido por los factores fue diferente.

Cuadro 9. Analisis de varianza realizado a los datos procedentes de la

recuperacion del extracto.

Fuentes de variacion Grac?os Suma Cuad.rados Fc.
de libertad [cuadrados | medios

Modelo 26 12.30016 0.473083 10.1305

Error 54 2.52174( 0.046699 Prob. > F

Total corregido 80 14.82190 <.0001

En el Cuadro 10 se muestra el resultado del analisis de varianza para cada factor, asi
como para cada una de las interacciones. En dicho cuadro, se observa que los factores
cepa fungica y pH produjeron un efecto altamente significativo en el proceso de
biocatalisis, donde la probabilidad de ocurrencia mostrada por el primero indica que la
mayoria de los pesos obtenidos en la recuperacién se encuentran dentro del nivel de

significancia analizado.
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Cuadro 10. Analisis de varianza para cada factor.

F.V. Gl SC F.. |F(P<0.1) |F(P<0.1) |Prob >F
Cepa fungica 2 10.342981 [(110.7412 [3.23 5.18 <.0001
PH 2 0.557947 |5.9739 3.23 5.18 0.0045
Cepa fungica *pH 4 0.235054 |1.2583 2.61 3.83 0.2977
Temperatura 2 0.232302 |2.4872 3.23 5.18 0.0926
Cepa fungica *Temperatura 4 0.419657 |2.2466 2.61 3.83 0.0760
pH*Temperatura 4 0.319550 |1.7107 2.61 3.83 0.1611
Cepa fungica *pH*Temperatura |8 0.192679 |0.5157 2.18 2.99 0.8394

FV = fuente de variacion, gl = grados de libertad, Fc = F calculada, Fi=valor tabular,
Prob > F = Probabilidad

Fc < F tedrica

Para conocer el efecto de los factores altamente significativos se realizdé un analisis de

t-Student (P<0.05) cuyos resultados se muestran a continuacion:

4.5.3.1.

Efecto de la cepa fungica sobre el extracto obtenido

El cuadro 11 muestra el analisis de t-Student realizado para definir el efecto de la cepa

sobre el extracto obtenido. Este arrojo que la cepa fungica 7 fue la que produjo la mayor

diferencia estadistica, aunque también se observd que ambas cepas produjeron

diferencia estadistica semejante entre si, las cuales son mayores que la producida por el

testigo.

Cuadro 11. Efecto de la cepa fungica sobre el rendimiento final obtenido.

Level Least Sq Mean
C7 A 1.3604815
C5 A 1.3042222
sl/c B ]0.5758889

Promedios con la misma literal no son estadisticamente diferentes (P>0.05)

4.5.3.2.

Efecto del pH sobre el extracto obtenido

En el Cuadro 12 se muestra el resultado del analisis de t-Studen realizado

considerando como factor el pH. Se observa que el pH 5 produjo la mayor diferencia
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estadistica que el resto. El pH 7 y 3 resultaron ser estadisticamente semejantes entre si

pero la diferencia producida fue menor a la arrojada por el pH 5.

Cuadro 12. Efecto del pH sobre el rendimiento final obtenido.

Level Least Sq Mean
5 A 1.1961481
7 B [1.0380000
3 B |1.0064444

Promedios con la misma literal no son estadisticamente diferentes (P>0.05)

El cuadro anterior muestra que la acidez es un factor que influye sobre el proceso de
biocatalisis, lo cual detalla que las cepas fungicas empleadas se desarrollan y/o
presentan actividad en esta caracteristica, lo cual es corroborado por lo propuesto por
Agrios en 1997.

454, Recomendaciones

En caso de extraccion acuosa a partir de tratamiento fungico, durante la recuperacién
de los carotenoides no deben de usarse temperaturas superiores a 60°C ya que debido a
la inestabilidad de estos compuestos se favorece su oxidacion reduciendo asi la cantidad

obtenida.

Para verificar la influencia del pH sobre la actividad fungica asi como para la actividad
enzimatica en la biocatalisis se recomienda monitorear este parametro durante el

transcurso de dicho proceso.
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5. CONCLUSIONES

Los analisis quimicos realizados a los pétalos de la flor de cempoalxochitl (Tagetes

erecta L.) arrojaron que la materia prima presenta un alto porcentaje de fibra y celulosa.

De los preparados fungicos evaluados, la cepa que presentd mayor actividad

celulolitica fue la designada como 7, identificada con el género Aspergillus.

El monitoreo de azucares totales y reductores en la cepa 5 a pH 5, puso de manifiesto
la actividad fungica sobre los polisacaridos presentes en los pétalos de la flor, o que esta
relacionado con la produccién de enzimas extracelulares del tipo celulolitico con lo que

se facilité la extraccion de los carotenoides presentes.

El extracto obtenido resulté ser similar al testigo quimicamente puro. En dicho extracto
existe el compuesto luteina, xantofila que ocupa el mayor porcentaje del contenido de

carotenoides presentes en los pétalos.

Aunque el anadlisis de varianza realizado resultd ser altamente significativo, no se
produjo el efecto conjunto de los factores analizados. La cepa y el pH presentaron un
efecto altamente significativo el cual fue estadisticamente mayor en la cepa 7 y en el pH
5.

El factor de mayor influencia para el proceso de biocatalisis fungica fue el pH, siendo la
acidez donde se ejerce la mayor actividad microbiana. Contrario a esto, la temperatura no
es un factor de influencia sobre la biocatalisis fungica realizada por lo cual dicho proceso
puede ser llevado a cabo sin el control estricto de este factor pudiéndose utilizar la

temperatura ambiente para reducir los costos de operacion.

Con la metodologia propuesta se obtuvo 77 % de extraccion, aunque es inferior al
mostrado por Barzana (2002) con un método combinado enzima-solventes, elimina los
efectos toxicologicos tanto en el producto como en el medio ambiente reduciendo ademas

los costos que generan la compra de las enzimas y los solventes.
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