UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DISENO DE UN SISTEMA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO
FERULICO PRESENTE EN EL PERICARPIO DE MAIZ

Por:

ROSALIA SIMONA SANDOVAL GONZALEZ

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRIA EN CIENCIAS con Orientacién en Procesos Sustentables

SEPTIEMBRE, 2009



DISENO DE UN SISTEMA PARA LA HIDROLISIS DEL ACIDO
FERULICO PRESENTE EN EL PERICARPIO DE MAIZ

Aprobacién de la Tesis:

Dra. Ménica Noel Sdnchez Gonzdlez
Asesor de Tesis

-Nombre-
Evaluador de la Tesis

-Nombre-
Evaluador de la Tesis

Dra. Ma. Teresa Garza Gonzdlez
Sub-directora de Estudios de Posgrado



RESUMEN

Rosalia Simona Sandoval Gonzdlez Fecha de Graduacion:
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: DISENO DE UN SISTEMA PARA LA HIQROLISIS DEL ACIDO FERULICO
PRESENTE EN EL PERICARPIO DE MAIZ

NUmero de pdginas: 55 Candidata para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacidn en Procesos
Sustentables

Area de Estudio: Procesos Sustentables

Propésito y Método del Estudio: El 4cido ferllico (AF) es un potente antioxidante natural
presente en cereales, principalmente en el pericarpio de maiz. Se encuentra unido por enlaces
éster a cadenas de arabinoxilanos, los cuales son hidrolizados al ser expuestos a pH's extremos.
Sin embargo, estos tratamientos quimicos necesitan altas concentraciones de dicalis lo que
ocasiona cambios quimicos indeseados alrededor de la membrana celular de la planta ademds
de que son contaminantes para el medio ambiente. Un método mds especifico y eficaz es la
hidrélisis enzimdtica. Las feruloil esterasas son enzimas capaces de hidrolizar el enlace éster del AF
en el pericarpio de maiz; sin embargo, existen escasas preparaciones comerciales. Se diseid un
sistema para la liberacion del AF utilizando el microorganismo alcaléfilo productor de feruloil
esterasas, Bacillus megaterium MS2. Se evaluaron y seleccionaron los componentes importantes
del medio de cultivo y se determind la concentracién éptima del mismo para la liberacién de AF
del pericarpio de maiz. Para determinar los factores que impactan la hidrdlisis microbiana del AF
se realizaron pruebas experimentales en un fermentador de 3L.

Conclusiones:

e Bacillus megaterium MS2 es una herramienta para la liberacién de AF presente en el
pericarpio de maiz, esta liberacién de AF es afectada por los componentes del medio de
cultivo. Los componentes importantes son el pericarpio de maiz como fuente de carbono,
extracto de levadura como fuete de nitrégeno y carbonato de calcio como solucién
amortiguadora para el control de pH. El calcio, favorece la hidrdlisis microbiana, debido a
gue es necesario para la expresion de enzimas alcaldfilas.

e El crecimiento de B. megaterium MS2 no esta ligado a la liberacién de AF, debido a que la
cantidad de AF liberada es mayor en la etapa de muerte del microorganismo.

e La composicion éptima del medio de cultivo para la liberacién de AF presente en el
pericarpio de maiz por B. megaterium MS2 es 20g/L de pericarpio de maiz, 5g/L de extracto
de levadura, 15g/L de carbonato de calcio. Alcanzando un rendimiento entre el 10-15% de
AF liberado con respecto al AF liberado quimicamente.

e En un reactor de 3L es posible aumentar la cantidad de AF liberado del pericarpio de maiz
por B. megaterium MS2 al controlar el pH en 10, aireando las primeras 24h de la
fermentacién, con una agitacién de 210 rom a 28°C. Se obtuvo un rendimiento del 50% de
liberacion de AF con respecto a la cantidad liberada por una hidrdlisis quimica.
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CAPiITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Acido Fertlico

El d&cido ferllico (4- hidroxi-3-metoxi dcido cindmico) (Figura 1), es un
compuesto fendlico abundante en la naturaleza, perteneciente a la familia del dcido
cindmico. El dcido ferdlico (AF) es una sustancia encontrada abundantemente en el

pericarpio de cereales como el frigo, arroz, avena y maiz.!

CO0OH

T

B
™~ 00H,
CH
Figura 1. Formula estructural del dcido ferUlico

La cantidad de AF presente en los cereales varia extensamente dependiendo

de la especie y de las condiciones de crecimiento.2
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Una de las funciones principales del dcido ferllico es proporcionar rigidez
estructural y fuerza a la pared celular de los granos, debido a que se encuentra
enfrecruzando cadenas de pentosanos, arabinoxilanos y hemicelulosa haciendo estos
compuestos menos susceptibles a la accidén de enzimas hidroliticas durante la
germinacioén. Asimismo, le confiere proteccién a las plantas contra el ataque de aves,

insectos, virus y hongos.!

El dcido ferdlico es de baja toxicidad, LDso de 2445 mg/kg peso corporal en
ratas® y puede ser absorbido y facilmente metabolizado en el cuerpo humano. Este

compuesto es muy abundante en cereales como el maiz (1g/kg) y el trigo (0.5 g/kg).!
1.2 Importancia comercial del AF

Produccion de vainillina
El &cido ferdlico puede ser utilizado como un intermediario en la produccién de
vainillina y como medio de control para la decoloracién de las frutas y los vegetales

durante su procesamiento.4

La vainillina es un saborizante importante usado en alimentos, bebidas,
perfumes y productos farmacéuticos. La vainilla de origen natural se obtiene de las
vainas de la planta Vainilla planifolia, sin embargo, esta fuente es limitada ocasionando
un alto precio del saborizante en el mercado, actualmente se produce a escala
industrial mediante sintesis quimica.4 Debido a que la tendencia actual son los
productos naturales, la biotransformacién del dcido ferllico es una de las alternativas

gue han sido estudiadas para la produccion de vainillina.?

Antioxidante

Los radicales libres son moléculas quimicamente reactivas producidas en
células como subproductos de procesos bioguimicos normales, particularmente del
metabolismo de azicares y de las grasas. Una vez que se han producido, los radicales
libres pueden danar casi cualquier estructura bioldgica que esté en contacto con ellos.

Las membranas de las células contienen muchos componentes que son propensos al

2
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dano del radical libre. Nosotros percibimos los resultados del dano como el

envejecimiento.?

El AF es un anfioxidante, neutfraliza los radicales libres conocidos como
superdxido, radical hidroxilo y oxido nitrico. ActUa en sinergismo con otros antioxidantes
ddndoles potencia adicional. El AF puede incrementar su actividad por la exposicion a

la luz UV, sugiriendo que puede ayudar a proteger la piel contra dano del sol.2

En Japdn se ha aprobado el uso del dcido ferllico como antioxidante natural
en alimentos, bebidas y cosméticos. En Estados Unidos de América y la gran mayoria
de paises europeos, numerosos extractos naturales y esencias medicinales de hierbas,
café, vainilla, especias y ofras sustancias botdnicas, son seleccionados por su alto
contenido de dcido ferdlico para ser anadidos a los alimentos como antioxidantes
(aprobados por FDA).3 Debido al poder anfioxidante del AF, actualmente las
investigaciones se orientan hacia el disefo de tratamientos para su extraccion de

fuentes naturales.

Terapéutico

Diversos estudios en la literatura sugieren el uso del dcido ferdlico como
terapéutico pues es auxiliar en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
diabetes, cdncer, entre otras. Sin embargo, muchas de estas propiedades estdn

actualmente en estudio.s
1.3 Industria de la tortilla

El maiz es el cereal con mayor contenido de dcido ferdlico; sin embargo, a nivel
mundial el 70% de la produccidn de este grano se destina a la ganaderia. A diferencia
del resto de los principales paises productores y consumidores de maiz, en México y
Centroamérica el uso del cereal es predominantemente para consumo humano. A
nivel Nacional ocupa el primer lugar entre los cultivos bdsicos seguido del frijol y el
sorgo.t La SAGARPA ha registrado que la produccidén de los principales cultivos

agricolas en México, fue de 106.9 millones de toneladas, al término del primer semestre
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del 2009, destacando la siembra del maiz que participa con el 80% del total de este

rubro.”

Desde tiempos prehispdnicos la tortilla ha sido parte fundamental de la dieta de
los mexicanos. En México, se producen alrededor de 3.0 millones de toneladas de

harina nixtamalizada al ano.8
1.3.1 Nixtamalizacién

Las tortillas son producidas a partir de masa o de harina de maiz, mediante el
proceso de nixtamalizacién (palabra del ndhuatl, derivada de nextil que significa
cenizas o cenizas de cal y tamalli, masa de maiz). En su forma tradicional, este proceso
consiste en hervir el maiz en agua en presencia de Ca(OH)2 1-3% (p/v) durante 20 a 40
minutos. Al finalizar esta etapa el liquido de coccién, llamado nejayote, se elimina. El
maiz nixtamalizado se lava con agua para eliminar el exceso de cal y se muele para
obtener una masa que sirve para preparar un gran numero de alimentos entre los que

destaca notablemente la tortilla.?

Durante la nixtamalizacién se gelatiniza el almiddn, se hidroliza una porcién de
la hemicelulosa del pericarpio, por lo que se desprende del grano y es obfenido en el

nejayote como subproducto del proceso.?
1.4 Justificacion

Del proceso de nixtamalizacién se obtienen dos diferentes corrientes: el nixtamall
y el nejayote. El nejayote contiene de 1-3% (p/v) de sdlidos, entre los que se
encuentran el pericarpio y el endospermo. Tanto el pericarpio del maiz como el
nejayote, son fuentes importantes de AF. El contenido de AF reportado para el
pericarpio de maiz crudo es 11.13 g/kg.'o Por lo que respecta al nejayote, la cantidad
de AF es variable dependiendo del proceso y tiempo de almacenamiento debido a
que microorganismos presentes en este liquido alcalino transforman al AF disminuyendo

su concentracion.
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Por lo anterior la fuente mds constante de dcido ferllico es el pericarpio de
maiz. Actualmente la compania de MASECA ha reportado que en la planta de Ruiz
Cortinez en Monterrey, N. L. se producen en promedio 170 toneladas de harina
nixtamalizada por dia, de esta produccidén se desechan 5.1 toneladas de pericarpio de

maiz.

Actualmente el pericarpio de maiz es usado como alimento para ganado a
pesar de su alto contenido de dcido ferdlico (16gAF/kgPM) y pocos esfuerzos han sido
dirigidos a la utilizacion del pericarpio de maiz nixtamalizado como fuente para la
obtencion de dcido ferllico y los reportados utilizan tratamientos quimicos. Estos
fratamientos quimicos utilizan altas concentraciones de base que son contaminantes

para el medio ambiente.!

En estudios realizados anteriormente se logré aislar microorganismos del
nejayote, que al crecer en presencia de pericarpio de maiz tienen la capacidad de
liberar el dcido ferllico unido a éste. Por lo cual existe un interés en disenar un sistema
para la liberacidon de AF del pericarpio de maiz por microorganismos nativos del

nejayote.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Hidrdlisis del Pericarpio de Maiz

El AF se encuentra ligado en forma covalente a los polisacdridos por enlaces
éster y a los componentes de la lignina por enlaces de éter o éster. En el pericarpio del
maiz, el dcido fertlico se encuentra en tres fracciones distintas: una fraccién celuldsica,
una fraccién hemiceluldsica y una fraccién no-carbohidratada. La fraccidn no-
carbohidratada se caracteriza por ser un extracto obtenido por medio de solventes
orgdnicos, que contiene por encima del 10% del dcido ferlUlico total presente en el

pericarpio del maiz.1?
2.1.1 Hidrdlisis quimica

La liberacion de la fraccion hemiceluldsica y celuldsica del pericarpio a una
fase acuosa se readliza a través de procesos quimicos. La membrana celular de la
planta'3 14 se expone a pHs extremos para romper ciertas uniones dentro la pared
celular. La hidrélisis alcalina rompe el enlace éster que liga los dcidos fendlicos a la
pared celular. Por otra parte el tratamiento dcido rompe enlaces glucosidicos y
solubiliza los azUcares, pero deja los enlaces éster generalmente intactos. A pesar de
que este método presenta altos rendimientos en la liberacién de AF, estos tratamientos
quimicos requieren de altas concentraciones de dcido o base, ocasionan
modificaciones en otros componentes y traen a menudo cambios quimicos indeseados

alrededor de la membrana celular de la planta.10.13
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2.1.2 Hidrdlisis enzimdtica

Un método mds especifico y eficaz que puede sustituir a la hidrdlisis quimica, es
la hidrdlisis enzimdtica. Dentro de las enzimas que pudieran ser utilizadas se encuentran
las feruloil esterasas, las cuales son una subclase de las esterasas provenientes del
dcido carboxilico, son capaces de hidrolizar el enlace éster de los dcidos
hidroxicindmicos y azlUcares presentes en las membranas celulares de las plantas

(Figura 2).13
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Figura 2. Reaccién catalizada por la feruloil esterasa

A través de las feruloil esterasas es posible obtener el AF a partir de residuos
agroindustriales. Sin embargo, son escasas las preparaciones enzimdticas que han sido
comercializadas y por otra parte, existen enzimas, como las xilanasas, que actian
sinérgicamente con las feruloil esterasas facilitando su trabajo, por lo tanto, una opcidén
seria la utilizacién de microorganismos que sean productores de estas enzimas. En
frabajos de investigaciéon se han aislado del nejayote microorganismos que producen

dichas enzimas. En este trabajo se analizard su eficiencia para la recuperacién del AF.
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2.2 Microorganismos utilizados en la liberacién de AF a partir de residuos

agroindustriales

Las feruloil esterasas han sido aisladas de un gran nUmero de microorganismos,
cuando éstos crecen en sustratos complejos como el xilano'3.15, pectina'31s, salvado de
trigo!3 15, cebada 35, pulpa de remolacha'3's o bagazo de cana de azicar.'¢ Estas
enzimas han sido purificadas y caracterizadas en Streptomyces olivochromogenes 1315,
Pseudomonas fluorescens!3 15 16, Neocallimastix MC-29'5, Penicillium pinophilum?!3,
Schizophyllum commune!3, Closfridium thermocellum?3, Talaromyces stipitatus's,
Fusarium oxysporum? 17, Piromyces equi's 17, Sporotrichum thermophile's, Neurospora
crassa's, Penicillium expansum?s, Trichoderma viride?, Streptomyces avermitilis UAH30'6 y

de varias especies de Aspergillus. 513.15.17

Hyun-Dong Shin et al'® produjeron y caracterizaron feruloil esterasas del Fusarium
proliferatum NRRL 26517. Utilizaron un medio de cultivo mineral con tartrato de amonio
como fuente de nitrégeno vy salvado de maiz como fuente de carbono. Encontraron
que las fuentes de nitrégeno y carbono en el medio de cultivo influyen fuertemente en
la produccién de la enzima debido a que, este microorganismo, requiere de sales
inorgdnicas de nitrdgeno para la produccidon de feruloil esterasas y que fuentes
orgdnicas complejas de nitrégeno como el exiracto de levadura y la peptona
suprimen severamente la produccién de feruloil esterasas. Monosacdridos como la
glucosa vy xilosa no influyen en la produccion de feruloil esterasas, fuentes de carbono
complejas son requeridas para la produccién de feruloil esterasas por F. proliferatum
NRRL 26517. La presencia de dcido ferulico libre no estimula la produccién de feruloil
esterasas debido a que es necesario la presencia de ésteres de AF para la induccion

de la produccién de esta enzima por F. proliferatum.
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B. L. Garcia et al'? produjeron y caracterizaron dcido ferllico esterasas (FAE) de
Streptomyces avermitilis CECT 3339. Enconfraron que este microorganismo presenta
actividad de FAE extracelulares al crecer con sustratos de lignocelulosa, probaron
glucosa, salvado de trigo y arabinoxilano como fuentes de carbono y extracto de
levadura, peptona, urea y sulfato de amonio como fuentes de nitrébgeno. Reportaron
una actividad mdxima de FAE (16.8mU mg proteina-') en el medio de cultivo
compuesto por extracto de levadura como fuente de nitrégeno y salvado de trigo
como fuente de carbono. No encontraron actividad de FAE al utilizar glucosa como
fuente de carbono independientemente de la fuente de nitrégeno utilizada. Analizaron
el efecto sobre la actividad de FAE al adicionar dcido ferUlico en el medio de cultivo y
encontraron, que la adicién de éste, inhibe un 90% la actividad de FAE. Una
temperatura de 50°C y pH 6 fueron éptimos para la actividad de FAE del S. avermitilis

CECT 3339, no se reporto rendimiento sobre AF liberado.

Evangelos Topakas y Paul Christakopoulos? produjeron y caracterizaron
parcialmente feruloil esterasas alcalinas de Fusarium oxysporum. Analizaron el efecto
del pH inicial del medio de cultivo sobre la produccidén de feruloil esterasas, en el rango
de 5-9 usando mazorcas de maiz y fosfato de amonio como fuentes de carbono vy
nitrdbgeno respectivamente, encontrando mayor actividad de las feruloil esteras en el
pH inicial de 8. Probaron diferentes fuentes de carbono como glucosa, xilosa, lactosa,
mazorca de maiz, salvado de maiz, salvado de trigo, paja de trigo y pulpa de betabel;
utilizando fosfato de amonio como fuente de nitrégeno y reportaron mayor actividad
de feruloil esterasas al utilizar mazorca de maiz como fuente de carbono. También
probaron diferentes fuentes de nitrégeno como fosfato de amonio, sulfato de amonio,
nitrato de sodio, urea, peptona y extracto de levadura utilizando mazorca de maiz
como fuente de carbono; encontraron mejor actividad de feruloil esterasas en las
fuentes inorgdnicas de nitrégeno, con fosfato de amonio como fuente de nitrdgeno
obteniendo mayor actividad. En esta investigacidén probaron el efecto del acido
ferllico libre en el medio de cultivo obteniendo que la presencia de éste inhibe
considerablemente la actividad de feruloil esterasas de Fusarium oxysporum, en

ninguno de los componentes analizados reportaron rendimiento de la liberacion de AF.
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En los Ultimos afos el nimero de feruloil esterasas microbianas identificadas ha
aumentado hasta 30 con 10 genes secuenciados. Algunas de las esterasas son parte
de un complejo modular enlazadas a mddulos de celulasa o existen solamente como

dominio catalitico’s.

2.3 Bacillus megaterium MS2

Se ha reportado en la literatura cepas de Bacillus megaterium cuyo pH éptimo
de crecimiento se ubica por arriba de la neutralidad. Los microorganismos alcaldfilos
fienen la cualidad de producir enzimas extracelulares con capacidad de ser activas a

pH alcalinos, lo cual proporciona versatilidad a las transformaciones biocataliticas.?’

Considerando estos factores, y los resultados obtenidos por M Sdnchez?2? se
aislaron 6 cepas de Bacillus megaterium del nejayote derivado de un proceso industrial.
Para el adislamiento de estos microorganismos, se hicieron crecer en medios sélidos a
base de nejayote (pH 11). Los microorganismos fueron identificados a través de la

secuencia del 16S rADN presentando un 99% de identidad con Bacillus megaterium.?2

Los microorganismos fueron caracterizados bioguimicamente presentando
diferencias en la velocidad de crecimiento, consumo de citratos y produccién de
enzimas. Respecto a este Ultimo punto, se detectd la produccién de feruloil esterasas
en las seis cepas; sin embargo, las cepas MS2 y MS4 las sintetizaban en mayor cantidad.
Las cepas MS2 y MS4 de Bacillus megaterium fueron ademds capaces de liberar AF al
crecer en presencia de pericarpio de maiz. Se detectd que estos microorganismos son
productores de xilanasas y amilasas, que al hidrolizar polimeros de xilosa y almidén
presentes en harinas de pericarpio industrial, facilitan el tfrabajo de las feruloil esterasas.
La habilidad para crecer en medios alcalinos de estas bacterias, pudiera presentar
ventajas al facilitar la hidrdlisis del enlace por cambios en la configuracién de la
molécula. Por lo tanto, estos microorganismos son identificados como herramientas

importantes para la liberacién de AF a partir de pericarpio de maiz.

10



_. UANL Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos Sustentables

De acuerdo a la literatura analizada ningdn microorganismo ha sido empleado
en la recuperacién del dcido ferdlico presente en el pericarpio de maiz nixtamalizado,
ademds, ninguna cepa del género Bacillus ha sido utilizada en la recuperacién de
dcido fertlico. Por lo tanto las cepas MS2 de Bacillus megaterium aisladas del nejayote

serdn los primeros microorganismos utilizados para este fin.

11
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CAPiTULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVO DEL PROYECTO

3.1 Hipotesis

El dcido ferdlico presente en el pericarpio de maiz es hidrolizado
utilizando un sistema que involucra una cepa de Bacillus megaterium
MS2

3.2 Objetivo General

Disenar un sistema para hidrolizar el dcido ferllico presente en el

pericarpio de maiz por la accion de Bacillus megaterium MS2

12
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3.3 Objetivos Especificos

e Determinar los componentes importantes del medio de culfivo
para la hidrdlisis del dacido ferulico presente en el pericarpio de

maiz.
e Enconfrarla concentracion éptima de los componentes del medio
de cultivo para la hidrdlisis del dcido ferdlico a través de un diseno

de experimentos.

« Determinar las variables que influyen en la hidrdlisis microbiana del

pericarpio de maiz en un reactor de 3L.

13
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales y equipos

Se presentan los reactivos utilizados durante el estudio: dextrosa anhidra (CTR
Scientific), harina de maiz, hidréxido de calcio (CTR Scientific), extracto de levadura
(Difco™), agar bacteriolégico (Bioxon), bicarbonato de sodio (Productos Quimicos
Monterrey S.A.), carbonato de calcio (J.T. Baker), sulfato de amonio (Productos
Quimicos Monterrey S.A.), fosfato de potasio monobdsico (J.T. Baker) fosfato de potasio
dibdsico (Productos Quimicos Monterrey), sulfato de magnesio heptahidratado (CTR
Scientific), cloruro de calcio (J.T. Baker), hidréxido de sodio (Fermont), carbonato de
sodio (CTR Scientific), alcohol efilico (DEQ), dcido acético glacial (Fisher Scientific),
dcido ferllico (SAFC), folin-ciocalteu’s phenol reagent 2N (Sigma), dcido clorhidrico
(Fermont), acetato de etilo (CTR Scientific), pericarpio de maiz (donado por CIASA
sucursal Ruiz Cortinez, Monterrey), dcido formico (Chemika Reagents), acetonitrilo
grado HPLC (Fisher Scientific), metanol grado HPLC (Fisher Scientific), agua grado HPLC

(Tedia Company Inc.), Bacillus megaterium MS2.

Los equipos que se utilizd para los andlisis realizados fueron: espectrofotdmetro
UV/Vis (Spectronic® GenesysTMS5), rotavapor (Bichi), Cromatdgrafo (Waters 2695),
reactor 3L Bioconsole ADIT035 (Applikon® Dependable Instruments), Bio controller
ADI1030 (Applikon® Dependable Instruments), microcentrifuga (Hettich Zentrifugen),
autoclave (All american), campana de flujo laminar (Novatech), balanza analitica

(AND), molino de café Aromatic (Braun), incubadora con agitacién (Shel Lab).

14



_. UANL Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos Sustentables

4.2 Técnicas anadliticas para determinar la concentracion de AFy

crecimiento

4.2.1 Preparacion de las muestras

Se determind la concenfracién de AF en las muestras a través de la
cuantificacién de fenoles totales o por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR). Para lo cual fue necesario acidificar las muestras con HCI 6N hasta alcanzar un
pH entre 1 y 2. Posteriormente fueron extraidas con 3 volUmenes de acetato de etilo.
Finalmente el acetato de efilo fue evaporado al vacio ufilizando un rotavapor (Buchii).

Las muestras se resuspendieron en Tml de metanol para su andlisis.

Cromatografia de liquidos de alta resolucién. Para la cuantificaciéon de la
concentracién de AF por CLAR, las muestras, después de resuspender en metanol,
fueron filtradas utilizando membranas de 0.22 micras (Millipore) para eliminar particulas

extranas que pudieran danar el Cromatégrafo Waters 2695.
4.2.2 Cuantificacion de fenoles totales

La concentracién de fenoles totales presentes en el cultivo de B. megaterium

MS2 fue cuantificada a través del método Folin Ciocalteu.

A 20 yL de muestra, se le anadieron 1500 uL de agua destilada y 100 uL del
reactivo Folin Ciocalteu dejando reaccionar la mezcla durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Terminando el tiempo de incubacion se anadieron 300 uL de
una solucién de carbonato de sodio 1.9M. Esta mezcla se dejé reaccionar por 15min a
temperatura  ambiente. Finalmente las reacciones fueron leidas en un
espectrofotémetro (Spectronic® GenesysTM5) a una longitud de onda de 765nm. Un
blanco fue preparado sustituyendo la muestra por 20uL de agua destilada. Debido a
que el color de las muestras depende de los tiempos de incubacion es importante

dejar pasar 30 s antes de la adicién de cada uno de los reactivos y de la lectura en el

15
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espectro de cada tubo, con el fin de que los tiempos de incubacidn sean

exactamente los mismos.

Para determinar la concentracion de AF a través de los datos de absorbancia
de las muestras, se prepard una curva estdndar utilizando soluciones de AF en un

intervalo de concentracion de 0.01 a 1g/L. (Apéndice A).

La preparacién del Na2COs utilizado en esta técnica, consistid en suspender 50g
de Na2COs anhidro en 200ml de agua destilada y hervir hasta disolver el reactivo. La

solucion se deja enfriar a temperatura ambiente antes de aforar a 250ml.
4.2.3 Método de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)

La concentracién de dcido ferdlico fue medida mediante la cromatografia de
liguidos de alta resolucién (CLAR), utilizando un Cromatdgrafo Waters 2695. Como fase
movil se utilizd un gradiente de dos fases A y B a 0.80 ml/min. La fase movil A,
compuesta por agua:acetonitrilo:dcido férmico en proporcidon 95:5:1 (v/v/v); la B, por
acetonitrilo:agua:dcido férmico en proporcion 90:10:1 (v/v/v). Las proporciones de las
fases durante el gradiente utilizado para la cuantificacion del dcido ferllico se
presentan en la Tabla |. Las absorbancias fueron registradas a una longitud de onda de
282nm.z8

TABLA |

Proporciones del gradiente de solventes (CLAR) utilizado para el andilisis del AF

Tiempo (min.) %A | 7%B
Inicial 100 0
15.0 90 10

20.0 80 20

30.0 70 30

4.2.4 Cuantificacion del crecimiento microbiano

El crecimiento de microorganismos se determind espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia a 650nm en un espectrofotdmetro (Spectronic® GenesysTM5).

Los matraces de cultivo o las muestras del fermentador se dejaron reposar durante

16
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3min para sedimentar las particulas de mayor peso, como el pericarpio de maiz.

Posteriormente se tomaban 0.5ml del caldo con células para su lectura.

4.3 Disposicion de Residuos

Los residuos generados durante el desarrollo de este proyecto fueron dispuestos
en contenedores especificos de acuerdo a lo establecido por el Departamento de

Residuos Peligrosos.
4.4 Metodologia Experimental

4.4.1 Tratamiento del pericarpio de maiz

El pericarpio de maiz fue tamizado, para eliminar residuos salinos provenientes
del proceso de nixtamalizacién. Posteriormente fue molido para disminuir el tamaio de

particula y facilitar su manejo.
4.4.2 Alimacenamiento del Bacillus megaterium MS2

Bacillus megaterium MS2 fue conservado en el medio lowa modificado el cual
estd compuesto por 20g/L dextrosa anhidra, 5g/L harina de maiz, 5g/L extracto de
levadura, 8g/L Ca(OH)2 y 15g/L de agar bacteriolégico. El microorganismo fue

cultivado en cajas petri a 37°C y almacenado a 4°C hasta su uso.
4.4.3 Hidrolisis quimica del pericarpio de maiz

Esta prueba se realizd para conocer la cantidad de AF que se puede extraer
quimicamente. Se colocaron 0.5g de pericarpio en un tubo cdnico (Falcén) de 50ml, se
agregaron 1.5ml de amilasa diluida 1:1000 y se incubd la mezcla en baino de agua a
65°C por 30 min. Posteriormente, se le agregaron 3.5 ml de NaOH 4.3M, se mezcld e
incubd a 28°C y 175 rom durante 1 hora. Terminada la incubacion, fueron analizaron
por CLAR (seccidn 4.2.3) 24

17
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4.4.4 Seleccién de dlcalis como componentes del medio de cultivo

Para la liberacion de AF, B. megaterium MS2 fue crecido en el Medio lowa
Pericarpio (IP) compuesto por 5g/L de dexirosa, 5g/L de exiracto de levadura, 5g/L de
pericarpio de maiz y 8g/L de dlcali. Debido a que el AF es hidrolizado bajo condiciones
alcalinas primero se determind la liberacidn de AF en medios de cultivo adicionados

con tres bases diferentes Ca(OH)2, NaHCO3 y CaCQOs, sin microorganismo.

Los medios fueron preparados sin dlcali. Este Ultimo fue solubilizado en una
quinta parte del volumen fotal del medio de cultivo y esterilizado por separado.

Posterior a la esterilizacion se agregd al medio de cultivo bajo condiciones de asepsia.

Para determinar el efecto del dlcali sobre el pericarpio de maiz, los medios sin
microorganismo, fueron incubados a 37°C y 150 rpm por 10 h y monitoreados al tomar
muestra de 2 ml cada 2 h. El experimento se realizé por triplicado. Las muestras fueron

analizadas por CLAR (seccién 4.2.3)
4.4.5 Efecto de los dlcalis en la liberaciéon de AF por B. megaterium MS2

Después de seleccionar los dlcalis que controlaran el pH y minimizaran la
hidrdlisis quimica del pericarpio de maiz, se determind el efecto de éstos sobre la

hidrdlisis microbiana del pericarpio de maiz.

Se realizd por triplicado un cultivo en dos etapas. En la etapa |, 50ml de medio IP
contenido en un matraz de 250ml, fue inoculado con una asada de B. megaterium
MS2. Después de 24h de incubacién a 37°C y 150 rom, un indculo del 5% se transfirié a
un matraz que contenia medio IP nuevo para iniciar la etapa ll. Los matraces se
incubaron a 37°C y 150 rom por 72 h, tomando muestras cada 24 h para ser analizadas
por CLAR.

18



_. UANL Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos Sustentables

4.4.6 Influencia de la dextrosa en la liberacion de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2

Para determinar el efecto de la dextrosa sobre la hidrdlisis microbiana de los
ésteres de AF, se utilizd el medio IP con CaCOs como dlcali (seccidn 4.3.4). Los indculos
se hicieron crecer en medio con o sin glucosa dependiendo de la prueba
correspondiente, por friplicado. Todos los cultivos fueron incubados a 37°C y 150 rpm

por 72h. Las muestras fueron tomadas cada 24 h y se analizaron por CLAR.

4.4.7 Influencia de un medio mineral en la liberacién de AF del pericarpio de maiz por

B. megaterium MS2

Para determinar el efecto de un medio mineral, se utilizd el medio reportado por
Hyun-Dong Shin!” modificado. A este medio, compuesto por 1%(p/v) de (NH4)2SO4, 0.4%
(p/v) de KH2POu4, 1.4% (p/v) de KeHPO4, 1.0% (p/v) de Na2COs, 0.02% (p/v) de MgSOs4-
7H20, 0.1% (p/v) de CaCly, se le adiciond 2% (p/v) de pericarpio de maiz como fuente

de carbono y se gjustd el pH a 10 con NaOH 1N.

Los in6culos fueron preparados en este medio mineral y después de 24h de
crecimiento una dlicuota equivalente al 5% (v/v) fue transferida a otro matraz de
medio mineral para iniciar la etapa ll. Los cultivos se incubaron a 150rpm, pH 10 y 37°C
durante 72h, esto se realizd por triplicado. Las muestras fueron tomadas cada 24h vy se

analizé la concentracion de fenoles totales y pH.

4.4.8 Efecto de la temperatura en la liberacion de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2

Se evalud el efecto de la temperatura sobre la liberacién de AF por B.
megaterium MS2. Para lo cual el microorganismo se hizo crecer en el medio IP con
CaCOs y sin dextrosa a 37°C y 28°C por triplicado. Los cultivos se monitorearon por 72 h
tomando muestras cada 24 h, para cuantificar crecimiento, pH y concentracién de

fenoles totales.
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4.4.9 Disefo de experimentos para la liberaciéon de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2

Después de seleccionar los componentes importantes del medio de cultivo
para la liberacién de AF del pericarpio de maiz, un disefo de experimentos fue

realizado con el fin de determinar la concentracion éptima de los mismos.

Se propuso un diseno factorial 23, tres componentes a dos niveles de

concentracion. Los niveles para los componentes se muestran en la Tabla |l.

TABLA I

Diseno factorial 23 para la liberacion de AF

Niveles
Factores -1 1
Pericarpio de maiz (g/L) 20 30
Extracto de levadura (g/L) 5 10
CaCOs (g/L) 10 15

Los experimentos de este diseno se realizaron a 150rpm de agitacion, pH 10,
28°C por 72 h, todo el disefo se realizd por triplicado, las muestras fueron tomadas

cada 24 h analizando la concentracion de fenoles totales, crecimiento y pH.
4.4.10 Pruebas experimentales en reactor de 3L
Se determiné el efecto de la aireacion, agitacion y control de pH en un reactor
de 3 L. En estos estudios se utilizé un medio de cultivo IP optimizado (IPO), compuesto
por 20 g/L de pericarpio de maiz, 15 g/L de CaCOz vy 5 g/L de extracto de levadura.
Se utilizd un reactor de tanque agitado de 3 L marca Applikon® con Bio Console

ADI 1035 y Bio Controller ADI 1030, equipado con impulsores de flujo radial, propelas
fipo Turbina Rushton y bafles. (Figura 3)
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Impulsores propelas tipo

Turbina Rushton

Bio Controller Bafles

Bio Console

Jarra del reactor

.

Figura 3 Reactor de 3L marca Applikon®

Para estas pruebas se utilizé el reactor de 3L con 1 L de volumen de trabagjo. La
jarra del reactor fue esterilizada con el extracto de levadura en 550 ml de agua
destilada, después se agregd el pericarpio de maiz y el CaCOs disuelto. El reactor fue
inoculado con 50 ml de un cultivo de B. megaterium MS2 en medio IPO. El cultivo, fue
incubado a 28°C, en virtud de los resultados positivos obtenidos al utilizar esta
temperatura, y 170 rpm, velocidad minima de agitacion con la que se logrd suspender
el pericarpio de maiz en el liquido de fermentacién, durante 120 h, tomando muestras
cada 24 h para cuantificacién de fenoles totales y crecimiento. Al igual que en los
matraces, el CaCOs fue solubilizado en una quinta parte del volumen total del cultivo y
esterilizado por separado. Todos l0s experimentos realizados en el reactor se analizaron

por triplicado.

4.4.10.1 Influencia de AF libre en la hidrdlisis microbiana del pericarpio de maiz

Para determinar el efecto de la presencia de AF en el caldo de fermentacion
sobre la hidrdlisis microbiana de AF, se prepard el medio IPO utilizando pericarpio de
maiz lavado. El lavado del pericarpio de maiz consistié en esterilizar 20 g de pericarpio

por separado en un matraz de 250 ml con 200 ml de agua. Después de la esterilizacion
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se elimind el liquido vy se sustituyd con el mismo volumen de agua caliente estéril, para

posteriormente ser adicionado a la jarra del reactor.

Se inici6 el cultivo incubando a 28°C con 170 rpm de agitacién, sin control de
pH y sin aireacién. Se tomaron muestras cada 24 h por un periodo de 120 h, se

monitored el pH, crecimiento microbiano y concentracién de fenoles totales.

4.4.10.2 Efecto de la aireacion sobre la liberacién de AF del pericarpio de maiz
por B. megaterium MS2

Para determinar el efecto de la aireacién sobre el crecimiento e hidrdlisis de AF
se realizaron fres experimentos. En el primero, el microorganismo se hizo crecer
agireando constantemente el reactor por 72 h, la tensibn de oxigeno disuelto se

monitored durante todo el cultivo.

El segundo experimento consistid en eliminar la aireacién de tal manera que

s6élo quedd disponible el oxigeno del espacio de la cabeza de la jarra del reactor.

Finalmente el tercer experimento consistié en airear por 24 h el cultivo, después

de este tiempo se suspendid el suministro de oxigeno.

Los cultivos se incubaron a 28°C, 170 rom y sin control de pH por 72 h, tomando

muestra cada 24 h para determinar la concentracion de fenoles totales, crecimiento y

pPH.

4.4.10.3 Efecto del control de pH en la liberaciéon de AF del pericarpio de maiz
por B. megaterium MS2

Se realizé un cultivo en el cual se controld el pH a 10 a través de la adicion de
NaOH 0.5 M y HCI 0.5 M. El cultivo se mantuvo a 28°C vy 170 rom por 120 h, las muestras

se tomaron cada 24 h analizando el crecimiento y la concentracidon de fenoles totales.

4.4.10.4 Efecto de la velocidad de agitacion en la liberacion de AF del
pericarpio de maiz por B. megaterium MS2

En este experimento se varié la velocidad de agitacion en el reactor, los valores
seleccionados fueron 170 y 210 rpm, considerando el limite superior para evitar danos all

microorganismo. El cultivo se incubd a 28°C y el pH se mantuvo en 10 durante 120 h
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para cada velocidad de agitacion utilizada. Las muestras se tomaron cada 24 h

analizando crecimiento celular y concentracion de fenoles totales.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Seleccion de dlcalis como componentes del medio de cultivo

15

# Metodo quimico
m Ca(OH),

O NaHCO.,
CaCo;

12 -

AF liberado [gAF/KzPM)
=

0

Figura 4. Seleccién de dlcalis como componentes del medio de cultivo

El medio (IP), fue utilizado bajo condiciones alcalinas para el crecimiento del
microorganismo. Debido a que parte del pericarpio de maiz es hidrolizado bajo
condiciones alcalinas y/o de presidn antes de utilizar los medios de cultivo se determind
la posible hidrdlisis del pericarpio en el medio de cultivo en presencia de Ca(OH)2,
CaCOs, y NOHCO3 a pH 10 inicial en todos los medios. Después de la esterilizacidon se
midid la concentracion de AF y se observd que el medio que contenia Ca(OH)2 logrd

un alto nivel de hidrdlisis del pericarpio, superior del observado en el método quimico.
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En la Figura 4 se aprecia que en el método quimico se hidrolizd 7 g AF/kg PM y
el medio de cultivo IP con Ca(OH)2 después de la esterilizacién liberd 16 g AF/kg PM. La
utilizacién de bases débiles como NaHCO3 y CaCOs liberaron menos de 2 g AF/kg PM,

por lo que fueron seleccionados como componentes del medio de culfivo IP.

5.2 Efecto de los dlcalis en la liberacién de AF por B. megaterium MS2

Después de seleccionar los dlcalis para el medio de cultivo, se determiné su

efecto sobre el microorganismo en la hidrdlisis de AF.

1.8 - B Medio con CaCO,

1.6 - O Maedio con NaHCO;
1.4

1.2

1 4
0.8 -
0.6 4

0.4

AF liberado [gAF/KgPM)

0.2 4

0

Figura 5. Efecto de la presencia de bicarbonato de sodio y carbonato de calcio en la

liberacion de AF por B. megaterium MS2

En la Figura 5 se observa que el microorganismo liberéd mayor cantidad de AF en

presencia CaCOs que en presencia de Na2COsz a la 72 h.
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Figura 6. Crecimienfto de B. megaterium MS2 en presencia de bicarbonato de sodio y

carbonato de calcio como componentes del medio de cultivo

En la Figura 6 se aprecia que contrariamente a la liberacién de AF, en presencia

de CaCOs se observa un menor crecimiento que con NaHCOa.

5.3 Modificacion de los componentes del medio de cultivo IP

5.3.1 Influencia de la dextrosa en la liberacion de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2
En el medio IP, la dexirosa es la fuente de carbono principal por lo que puede

evitar la utilizacidon de otros sustratos, como el pericarpio de maiz. Por lo anterior, se

determind el efecto de la eliminacion de esta fuente de carbono en la hidrdlisis del AF.
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1.6 - B Medio sin dextrosa
z Medio con dextrosa

AFliberade (g AF/KgAF)

. / .

Figura 7. Influencia de la dexirosa en la liberacion de AF

En la Figura 7 se observa que cuando la dextrosa no estd presente en el medio

de cultivo, B. megaterium MS2 libera una mayor cantidad de AF, comparado con el

medio con dextrosa a las 72 h.

Absorbancia 850nm

35 ® Medio condextrosa B Mediosin dextrasa
3 - + |
L ] [ ]
15 1
[ |
2
1,5 + =
|
1 i
0.5
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o 10 20 30 40 50 TN 70 1)
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Figura 8. Influencia de la dextrosa en el crecimiento de B. megaterium MS2
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De acuerdo a la Figura 8 el microorganismo crecié mejor en el medio con
dextrosa; sin embargo, bajo estas condiciones liberé menor cantidad de AF. Por el
contrario, el medio sin dextrosa no favorecié el crecimiento microbiano e incluso se

observd decaimiento del mismo, pero se incrementd la cantidad de AF hidrolizada.

5.3.2 Influencia de un medio mineral en la liberacién de AF del pericarpio de maiz por

B. megaterium MS2
Se determiné el efecto de utilizar un medio mineral en la liberacién de AF por B.
megaterium MS2.

14 - & Medio sin microorganismo

7 B Medio con microorganismo

=
]
I

=
= L= (=] ]
I 1 1 1

AFliberado [gAF/KgPM)
%]

Figura 9. Influencia de un medio mineral en la hidrdlisis de AF
Como se puede apreciar en la Figura 9, el medio mineral cred condiciones que

favorecieron la hidrdlisis quimica del pericarpio de maiz. El blanco logrd hidrolizar mayor

cantidad de AF comparado con el medio con microorganismo.
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5.4 Efecto de la temperatura en la liberacion de AF del pericarpio de

maiz por B. megaterium MS2

32 m28°C ©37°C

3

2.5

2

1.5

1

AF Liberado (gAF/KgPM)

0.5

0

Figura 10. Efecto de la temperatura en la liberacion de AF

Se determind el efecto de la temperatura sobre la hidrdlisis microbiana del
pericarpio de maiz. Se aprecia en la Figura 10 que B. megaterium MS2 hidroliza mds
ésteres de AF a 28°C que a 37°C alas 72 h.

m28°C @37°C

3.5 §

15 -

R ;
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Tiempo {h}
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Figura 11. Efecto de la temperatura en el crecimiento de B. megaterium MS2
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Por lo que respecta al crecimiento, como en casos anteriores, se observd un

menor crecimiento bajo condiciones que favorecen la hidrdlisis de ésteres de AF.

5.5 Diseno de experimentos para la liberacion de AF del pericarpio de

maiz por B. megaterium MS2

Los resultados obtenidos permitieron definir los componentes importantes del
medio de cultivo para la liberacién del AF tales como pericarpio de maiz, extracto de
levadura y CaCOas. Se realizd un diseno factorial 23 para encontrar la concentracion
optima de estos componentes en el medio de cultivo. En la Tabla lll se presentan los 8

experimentos realizados y sus combinaciones.

TABLA 1lI

Experimentos de liberacién del AF

Extracto de
Corrida | PM(g/L) | levadura(g/L) | CaCOs(g/l)
1 20 5 10
2 30 5 10
3 20 10 10
4 30 10 10
5 20 5 15
6 30 5 15
7 20 10 15
8 30 10 15

De acuerdo a la grdfica de probabilidad normal (Figura 12), los factores que
afectan en la liberacidén de AF son la concentracidén de pericarpio de maiz y las
interacciones de concentracion pericarpio de maiz-extracto de levadura y pericarpio

de maiz-carbonato de calcio.
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En la grdfica de cubo (Figura 13) se observa que el punto con mayor cantidad
de AF liberado es 1.03 correspondiente al nivel bajo de concentracion de pericarpio
de maiz y extracto de levadura y nivel alto de carbonato de calcio. Este punto
corresponde a 5 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de pericarpio de maizy 15 g/L de

carbonato de calcio. Estas concentraciones fueron utilizadas en el resto de los

experimentos.
DESIGN-EXPERT Plot Half Normal p|ot
Concentracion de AF
A: Pericarpio de maiz 99 _|
B: Extracto levadura
C: Carbonato de calcio | N
97 — 1
95—:
3 "AB
90 —|
g 3 "A
85 7 X
:g_ 80 = A
=) 3 A
= 7 )
E 60 = s
T w0 £
20 -
0,
\ \ \ \ \
0.00 0.09 0.18 0.26 0.35
|Effect]|

Figura 12. Grdfica de probabilidad normal de los efectos de la liberacidn de AF. Los tres
factores que se analizaron corresponden a dos niveles diferentes de concentracién de

cada uno de ellos.
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DESIGN-EXPERT Plot Cube Graph
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Figura 13. Grdfica de cubo de la liberacion de AF
5.6 Pruebas experimentales en reactor de 3 L

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la liberacién de AF del

pericarpio de maiz por B. megaterium MS2 en un fermentador de 3 L.
5.6.1 Influencia de AF libre en la hidrdlisis microbiana del pericarpio de maiz

Existe una porcidon de AF no asociada covalentemente al pericarpio de maiz,
ésta fraccidén es obtenida al poner el pericarpio en contacto de agua caliente o
solventes orgdnicos. Debido a que el AF no asociado puede disolverse en el medio de
cultivo bajo condiciones de esterilizacion, se analizé el efecto que tiene la presencia de

AF en el medio de cultivo sobre la hidrdlisis de ésteres de AF.
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Figura 14. Efecto de la eliminacién de AF libre

De acuerdo a la Figura 14b, la presencia de AF libre en el medio de cultivo
influye negativamente en la hidrdlisis enzimdtica del AF esterificado, debido a que
cuando se elimina se logra un alto grado de hidrdlisis y aunque en la Figura 14a hubo
un mayor crecimiento en el sistema sin AF libre, se observa la muerte del

microorganismo a partir de las 72 h.

33



_. UANL Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos Sustentables

9.0 # Con AF libre @ Sin AF libre

8.0 -
®

7.0 ‘

L ®

*0
40

5.0 -

pH
F.
=]

3.0

2.0 A

0.0 T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 15. Efecto de la eliminacién de AF libre en el pH del medio de cultivo

En la Figura 15 se observa que para esta prueba, nivel reactor, no fue posible

mantener el pH alcalino solo con el CaCO:s.

5.6.2 Efecto de la aireacion sobre la liberaciéon de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2

Se readlizaron tres experimentos para determinar el efecto de la aireacién sobre

la liberacidén de AF por B. megaterium MS2.

En el primer experimento el reactor fue aireado durante todo el cultivo. En la
Figura 16 se observa que la liberacién de AF bajo estas condiciones fue minima. Sin

embargo en la Figura 17 se aprecia que el microorganismo crecidé abundantemente.
Por otra parte, cuando se elimind la aireacién, se observd un aumento en la

liberaciéon de AF. El crecimiento en este segundo experimento fue menor respecto al

primero.
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Finalmente en el tercer experimento se aired el sistema solamente por 24 h
manteniendo sin  aireacion posterior. Como se aprecia en la Figura 16, el
microorganismo logré liberar una mayor cantidad de AF a las 72 h y aunque se aprecia
mayor crecimiento que en el sistema sin aireacion, se observd la muerte del

microorganismo a partir de las 50 h (Figura 17).

3.5 A

2.5 4

AF Liberado (gAF/KgPM)

0.5 A

Con aireacidn Sin aireacidn Aireacidn las primeras 24h

Figura 16. Efecto de la aireacion sobre la liberacion de AF

® Con aireacion
MW Sin aireacién

7 1 ® A Aireacion las primeras 24h
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Figura 17. Efecto de la aireacion en el crecimiento de B. megaterium MS2
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Figura 18. Efecto de la aireacion sobre el pH del medio de cultivo

En la Figura 18 se aprecia, que al igual que el experimento anterior, no fue
posible mantener el pH alcalino en el reactor utilizando solo el CaCO3z como buffer en

ninguno de los tres experimentos.

5.6.3 Efecto del control de pH en la liberacion de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2

El reactor permitié controlar el pH a 10 del medio de cultivo durante el
crecimiento de B. megaterium MS2. Los resultados obtenidos se compararon con un

cultivo sin control de pH.

En la Figura 19b se observa que controlando el pH durante todo el experimento
se obtuvo mayor liberacion de AF comparado con un sistema sin control de pH. Por lo
que respecta al crecimiento (Figura 19a) en el cultivo con control de pH, el
microorganismo entré en su etapa de muerte a las 72h y obtuvo mayor cantidad de AF
liberado a las 96h. En contraste, cuando no se confrola el pH del cultivo, el
microorganismo entré a su etapa de muerte hasta las 96h y obtuvo menor liberaciéon
de AF alas 96h.
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Figura 19. Efecto del control de pH sobre la liberacién de AF del pericarpio de maiz y

crecimiento de B. megaterium MS2
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Figura 20. Efecto del control de pH sobre el pH del medio de cultivo

En la Figura 20 se aprecia que con la utilizacién de soluciones de NaOH y HCl se

logré mantener el pH en 10 durante todo el cultivo en el reactor de 3 L.

5.6.4 Efecto de la velocidad de agitacién en la liberaciéon de AF del pericarpio de maiz

por B. megaterium MS2

Debido a que el pericarpio de maiz es un residuo insoluble la velocidad de
agitacién es muy importante en la liberacién del AF. Se utilizaron dos velocidades de

agitacién 170 rom con la cual el pericarpio se mantenia en suspensiény 210 rom.

Como se aprecia en la Figura 21b, a 210 rpm se obtuvo mayor cantidad de AF
liberado que a 170 rom. En cuanto al crecimiento, Figura 21a, se obtuvo un mejor
crecimiento a 210 rom que a 170 rpm; sin embargo, sigue la misma tendencia que en
los anteriores experimentos, en la etapa de muerte se obtiene la mayor cantidad de AF

liberado, en ambas velocidades de agitacion.
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Figura 21. Efecto de la velocidad de agitacién en la liberacién de AF del pericarpio de

maiz y en el crecimiento de B. megaterium MS2
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5.7 Rendimiento en la liberaciéon de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2

Se compararon los rendimientos obtenidos microbianamente (matraz y reactor
agitado), con la hidrdlisis guimica. En la Figura 22 se observa que a nivel reactor de 3 L
se obtuvo un rendimiento del 50% de liberacién de AF del pericarpio de maiz por B.
megaterium MS2 con respecto a la cantidad de AF liberado quimicamente con
Ca(OH)2 (seccién 5.1). Con respecto a nivel matraz se obtuvo entre un 10-15% de
rendimiento también en comparaciéon con la cantidad de AF liberado quimicamente

con Ca(OH)2 como dlcali del medio IP.
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Figura 22. Rendimiento de la liberacién de AF del pericarpio de maiz por B. megaterium
MS2
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5.8 Diagrama del sistema para la liberacion de AF del pericarpio de maiz

por B. megaterium MS2

Un proceso es un conjunto de operaciones quimicas y/o fisicas ordenadas a la
transformacién de unas materias iniciales en productos finales diferentes. Un producto
es diferente de otro cuando tenga distinta composicion, esté en un estado distinto o

hayan cambiado sus condiciones. 25

En la descripcién general de cualquier proceso existen diferentes operaciones
involucradas. Unas llevan diversas reacciones quimicas, en cambio otros pasos son
meramente fisicos, es decir, sin reacciones quimicas presentes. Podemos decir que
cualguier proceso que se pueda disenar consta de una serie de operaciones fisicas y
guimicas. Cada una de estas operaciones es una operacion unitaria dentro del

proceso global.2¢
De acuerdo a los resultados obtenidos, se tiene un diagrama de flujo donde se

resumen las operaciones unitarias involucradas en la liberacién de AF del pericarpio de

maiz por B. megaterium MS2.
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Figura 23 Diagrama de flujo del sistema para la liberacion de AF del pericarpio de maiz
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CAPITULO 6

DISCUSION DE RESULTADOS

El pericarpio de maiz contiene un alto porcentaje de hemicelulosa, el AF juega
un papel importante en la estructura de este polimero. La hemicelulosa es insoluble en
agua, sin embargo, la temperatura, presion y la presencia de dlcalis, facilitan su
solubilizacién.?? De acuerdo a los resultados obtenidos, el hidroxido de calcio como
componente del medio de cultivo IP, hidrolizd quimicamente el pericarpio de maiz
cuando se probd sin microorganismo (seccién 5.1). Esta hidrdlisis puede deberse a que
parte de la hemicelulosa es solubilizada durante la esterilizacién y al estar en presencia
un dlcali fuerte como el Ca(OH)2 favorece la hidrdlisis quimica del AF total presente en

el pericarpio de maiz.

Esta hidrélisis aumentd, mds del doble, la cantidad de AF liberado del
pericarpio de maiz por el método quimico; sin embargo, este resultado no es ventajoso
para las metodologias bioldgicas, presenta un obstdculo ya que no hay materia prima

sobre la que actuar.

Por lo anterior, el uso de bases débiles, no solo ayudd a mantener el pH, sino
qgue evitd la hidrdlisis del pericarpio de maiz. A este respecto, las sales de calcio
favorecieron la liberacidon microbiana de AF. Reportes indican que en microorganismos

alcaldfilos, el calcio favorece la actividad enzimdatica.2!
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Bacillus megaterium MS2 fue aislado del nejayote. Para su crecimiento, se
diseho un medio de cultivo sin embargo, este medio no favorecia la hidrdlisis
microbiana de ésteres de AF por lo que fue necesario modificar sus componentes. La
dextrosa era la fuente de carbono principal, pero se determind que era un inhibidor
catabdlico en la utilizacion de la hemicelulosa como fuente de carbono y por lo tanto

impidid la liberacion de AF del pericarpio de maiz por B. megaterium MS2.18

La fuente de nitrdgeno en el medio IP es el extracto de levadura. El extracto de
levadura sirve como fuente de carbono, energia y nitrégeno. Contiene aminodcidos,
péptidos, nucledtidos, dcidos orgdnicos, vitaminas y minerales, por lo que su presencia
en el medio de cultivo puede inhibir catabdlicamente la utilizacién de hemicelulosa. Se
eligid un medio mineral cuya fuente de nitrégeno es el sulfato de amonio, este medio
cre6 condiciones que favorecieron la hidrdlisis quimica del pericarpio de maiz y la
subsecuente liberacidén de AF, debido a que algunos compuestos utilizados en este

medio mineral son dlcalis fuertes.2?. 30

Los componentes importantes del medio de cultivo para la liberacidén de AF son
por lo tanto, el pericarpio de maiz, extracto de levadura y carbonato de calcio
(CaCOsg).

El crecimiento del microorganismo en un reactor agitado logré aumentar el
rendimiento 4 veces respecto a lo que se tenia en matraz. Lo anterior debido a que se
incremento el drea de contacto entre el microorganismo y su sustrato. Se utilizd un
impulsor de propela tipo Rushton, que permitié la adecuada distribucién del sustrato y
células. Por ofra parte, al aumentar la velocidad de agitacion se mejord la liberacion

de AF, debido alincremento en la homogeneidad del medio de cultivo. 3! 32
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Bacillus megaterium MS2 es una bacteria alcaldfila facultativa y presenta
crecimiento en un amplio intervalo de pH. Este microorganismo produce &cidos a partir
del consumo de varios azUcares, ocasionando la acidificacion del medio de cultivo. El
control del pH en el reactor, incrementd la liberacién de AF por B. megaterium MS2,
debido a que el microorganismo produce enzimas extracelulares con capacidad de
ser activadas a pH alcalinos, por eso mantener un pH alcalino durante todo el

experimento favorecié la activaciéon de las feruloil esterasas en el microorganismo.33

B. megaterium MS2 crece abundantemente en sistemas aireados, se determind
que las condiciones que favorecian el crecimiento abundante del microorganismo y
que disminuian las probabilidades de muerte del mismo, no favorecen la liberacion de
AF. El adirear por 24h favorecid el crecimiento celular vy suspender posteriormente la
aireacion provocd el inicio de la etapa de muerte en menor tiempo, ocasionando la

liberaron de mds enzimas, aumentando asi la liberacién de mayor cantidad de AF.

Debido a que en la etapa de muerte hay lisis y las enzimas asociadas al
paquete celular son liberadas al sistema. Estas enzimas, como las feruloil esterasas,
empiezan a actuar sobre sus sustratos observdndose la liberacién de productos. Es
necesario, por lo tanto, tener un gran niUmero de células para que al romperse liberen

una mayor cantidad de enzimas.3!
Existen escasos reportes en la literatura acerca de procesos bacterianos
utilizados para la liberacidén de AF. Este es el primer reporte de una bacteria alcaldfila

utilizada para la catdlisis de este tipo de reaccion.

Los resultados indican que el AF presente en el pericarpio de maiz es liberado

sustentablemente mediante un sistema utilizando B. megaterium MS2.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Bacillus megaterium MS2 es una herramienta para la liberacidon de AF presente
en el pericarpio de maiz, esta liberacidén de AF es afectada por los componentes del
medio de cultivo. Los componentes importantes son el pericarpio de maiz como fuente
de carbono, extracto de levadura como fuente de nitrégeno y carbonato de calcio
como solucidn amortiguadora para el control de pH. El calcio, favorece la hidrdlisis

microbiana, debido a que es necesario para la expresion de enzimas alcaldfilas.

El crecimiento de B. megaterium MS no estd ligado a la liberacién de AF,
debido a que la cantidad de AF liberada es mayor en la etapa de muerte del

microorganismo.

La composicidon optima del medio de cultivo para la liberaciéon de AF presente
en el pericarpio de maiz por B. megaterium MS2 es 20g/L de pericarpio de maiz, 5g/L
de extracto de levadura, 15g/L de carbonato de calcio, de acuerdo al diseno de
experimentos realizado a nivel matraz. El rendimiento de AF liberado enzimdaticamente
con respecto al AF liberado quimicamente fue de 10-15% a nivel matraz y de 50% en
reactor de 3 L, debido al efecto de la interaccidén entre las concentraciones de
pericarpio de maiz y carbonato de calcio. El crecimiento de B. megaterium MS2 en un
reactor aumenté el drea de contacto entre el microorganismo y su sustrato,

incrementdndose la hidrdlisis de ésteres de AF.
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La presencia de AF libre en el medio de cultivo inhibié la produccion de feruloil
esterasas y la liberacion de AF. La aireacidon del medio de cultivo es un factor
importante para la liberacién de AF encontrdndose que aireando en la etapa de
crecimiento del microorganismo se logra liberar mayor canfidad de AF presente en el
pericarpio de maiz. El control de pH a 10 durante todo el cultivo logré aumentar la
liberacidon de AF del pericarpio de maiz por B. megaterium MS2. Al incrementarse la
agitaciéon aumentd la cantidad liberada de AF del pericarpio de maiz por B.

megaterium MS2.

RECOMENDACIONES

Se propuso un diagrama de flujo de un sistema para la hidrélisis del dcido
ferllico presente en el pericarpio de maiz, sin embargo no estd optimizado. Se
recomienda la optimizacidn de éste; un pH mds alcalino podrd favorecer la
produccidén de feruloil esterasas y la liberacién de AF debido a que B. megaterium MS2
es alcaldfilo. Un tiempo de aireacidn mds corto o una aireacién intermitente durante
toda la fermentacion podria mejorar la liberacién de AF. Concentraciones mds altas de
pericarpio de maiz en el medio de cultivo podrian aumentar la cantidad de AF
liberado. Velocidades de agitacidn mds altas podrian influir positivamente en la
liberacidn de AF logrando que los nutrientes estén mds disponibles para que el
microorganismo los asimile debido a que se podria mejorar el mezclado en el

fermentador.
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APENDICE A
CURVA ESTANDAR UTILIZADA PARA CUANTIFICACION DE
FENOLES TOTALES
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Apéndice A

Curva estandar utilizada para cuantificaciéon de fenoles totales

Para poder determinar la cantidad de dcido ferllico en las muestras, es
necesario contar con una curva estdndar. La curva estdndar utilizada en este estudio

tiene un rango de concentraciones de 0.01 a 1.0g/l de dcido ferUlico.

Primero se determinaron las absorbancias para las concentraciones de 0.01,
0.03, 0.05, 0.09, 0.14, 0.16 y 0.18g/l de &cido ferulico. Se prepard una solucidn madre de
10g/l de dcido ferdlico, del cual se tomaron alicuotas que aforadas a 10ml dieran
como resultado las concentraciones anfes mencionadas, el solvente utilizado para
aforar fue Alcohol Etilico, Se utilizd alcohol etilico en lugar del agua porque el AF solo es

soluble en agua caliente.

La determinacion de las absorbancias para las concentraciones de 0.4, 0.5, 0.6,
0.7, 0.8, 0.9 y 1.0g/l de d&cido ferllico se efectud de la misma manera que para las
concentraciones anteriores. Sélo que para estas concentraciones se utilizd una solucidn

madre de 50g/| de dcido ferllico.
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Figura 24. Curva estdndar para la cuantificacién de fenoles totales
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APENDICE B
CURVA ESTANDAR UTILIZADA PARA EL METODO DE
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(CLAR)
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Apéndice B
Curva estandar utilizada para el Método de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR)

Para poder convertir las dreas bajo la curva en concentracidn de AF, se utilizé

una curva estdndar con un rango de concentraciones de 0.01 a 1 g/l.
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Figura 25. Curva estadndar de AF para el CLAR Waters 2695
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