Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C.

VALORIZACION DE UN EFLUENTE DE LA INDUSTRIA
DEL NIXTAMAL PARA LA PRODUCCION
BIOTECNOLOGICA DE COMPUESTOS AROMATICOS

Por:

Victor Eduardo Contreras Jacquez

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE CIENCIA DE LOS ALIMENTOS

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRIA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Diciembre del 2016



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Victor
Eduardo Contreras Jacquez, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que
sea aceptada como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en

Ciencias.

~
(¥

Dr. Ali Asaff Torres
Director de Tesis

L (/L

lr Jiian Carlos Mateos Diaz
o-Director de Tesis

-

Dra. ltZamna Baqueiro Pefa

Asesora

Elso lfr? : U(Ja/n <~ _("./éj::“, \g )
Dra. Elisa Valenzuela Soto
Asesora

N

Dr. Martin Enrique Jara Marini
Asesor




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacién generada en esta tesis es propiedad intelectual del Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y
agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso
especial del autor, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la
reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera contar

con la autorizacion escrita del Director General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de
los datos contenidos en esta tesis, deberd dar los créditos al CIAD, previa

autorizacion escrita del manuscrito en cuestion del director de tesis.

)

Dr. Pablo Wong Gorlzélez

Director General



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT), por la beca de

maestria otorgada.

Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C (CIAD), por

permitirme alcanzar esta meta académica.

Al Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco, A.C. (CIATEJ), por abrirme sus puertas y brindarme el apoyo técnico

necesario para la realizacién de mi trabajo experimental de tesis.

A mi Director de Tesis, el Dr. Ali Asaff Torres por haberme permitido ser parte
del Laboratorio de Biotecnologia Industrial y por todo el conocimiento
transmitido a lo largo de este periodo. Especialmente por todo el apoyo

incondicional para la realizacién del trabajo de tesis.

A mi Co-director de Tesis, el Dr. Juan Carlos Mateos Diaz por haberme
permitido formar parte de su grupo de trabajo en el Laboratorio de Biotecnologia
Industrial y brindarme los equipos necesarios para el cumplimiento del trabajo

experimental y todos sus consejos y asesorias brindadas.

A la Dra. ltzamna Baqueiro Pefa, por todas las asesorias y compartir conmigo
su conocimiento en el area de los bioprocesos, ademas de los valiosos

consejos que cada dia aportan en mi formacion académica.

A la Dra. Elisa Valenzuela Soto, por abrirme las puestas del Laboratorio de
Bioguimica de Proteinas de Estrés y especialmente por todos sus consejos y

apoyo para la realizacién del trabajo de tesis.

Al Dr. Martin Jara Marini, por todos las observaciones, consejos y el apoyo

brindado durante mi estudio de maestria.



A la Dra. Gabriela Ramos por haberme permitido formar parte de Ila
Coordinacion de Ciencia de los Alimentos y por sus palabras de animo

brindadas.

A los Dres. Jorge Rodriguez, Melchor Arellano, Manuel Reinhart y la Dra. Rosa
Camacho, del CIATEJ, por el préstamo de equipos y su apoyo técnico para la

realizacion del trabajo experimental de mi tesis.

A mis amigos del Laboratorio de Biocatalisis Uri, Daniel, Mariana, Doddy,
Balam, Daniela, Fabiola, Ricardo, Edgar, Tania y Angeles por sus consejos y

por todos los momentos de diversion a su lado.

Al 1.Q. Uri Valenzuela, M.C. Daniel Grajales y a la Dra. Mariana Armendariz por

su invaluable apoyo en toda mi estancia en el CIATEJ y por su valiosa amistad.

Al M.C. Emmanuel Aispuro, a la Q.B. Soco Vallejo, a la M.C. Cony Corrales y al

Q.B. Pancho, por su apoyo técnico y especialmente por su amistad brindada.

A mis mejores amigos Cynthia, Yuri, Rocio, Deya, Cristébal, Alejandra, Karen,
Julian, Carmelita, Eli, Pepe, Sandra, Abi y Rodrigo por todos los excelentes

momentos que pasamos juntos durante estos dos afosy los que vendran.

A Yuri Aguirre, Rocio Chavez, Deya Fimbres y Ale Preciado por brindarme su
valiosa amistad y compartir momentos de risas, diversion, fiesta, trabajo y

estrés durante este periodo.

A Cynthia Aguilar Gil por su valiosa amistad y permitirme compartir muchos
momentos de alegria a su lado. Especialmente por todas esas palabras de
animo tanto por teléfono como en persona que me motivaron a dar lo mejor de

mi.

A mis padres y hermanos, quienes siempre me han apoyado e impulsado toda
mi vida para seguir adelante en mi desarrollo profesional y personal. Agradezco
infinitamente el compartir conmigo todos los éxitos y ayudarme a salir adelante

en los tropiezos. Son mi ejemplo de vida.

Vv



DEDICATORIA

A mis padres Lorena del CarmenJacquez Garciay Victoriano
Contreras Valdéz,y mis hermanos Karlay Luis Alberto. Quienes son
mi motivacion para superarmedia a dia en el ambito personaly
profesional. Infinitas gracias porestar conmigoy compartirtodos mis
logrosalolargo de mivida.

iLos amo infinitamente!

Vi



CONTENIDO

Pagina
LISTADO DE FIGURAS ...ttt st sttt X
LISTADO DE TABLAS ...ttt st st s s nne s Xii
L S Y 1 R Xiii
FY = 2 I 2 ¥ G ST XV
l. INTRODUGCCION ...ooeceeeeiceseeteetesesiesestesessessssas s sssssasassessesss s ssssssssssssssssassssassneas 1
. ANTECEDENTES. ... oottt et e et e et e e snne e e nnne e e nne e e enneas 3
2.1 El Nejayote: Efluente Contaminante Generado en la Nixtamalizacion del
1= 74 3
2.2 Tratamiento Integral del Nejayote con un Sistema de Filtracion por
1T 0 0] T 7= Vg = LSRR 5
2.3 Compuestos de Alto Valor Contenidos en el Nejayote y su Aplicacion
INAUSTIIAL ...ttt bbbttt b et sbenneeneas 8
2.4 Métodos de Produccion del 4-vinilguayacol ...........ccccevevenenenecieeienese e 10
2.4.1 El 4-vinilguayacol y sus Aplicaciones Industriales ...........cccoovvriiinieiennenn 10
2.4.2 Sintesis Quimica del 4-vinilguayacol...........cccccvevviveiicie e, 11
2.4.3 Produccién Biotecnoldgica del 4-vinilguayacol............cccccceeveeiececieceeceenee. 11
2.5 Biotransformacion del Acido Ferdlico a 4-vinilguayacol ............cccecceeeeeeeene... 12
2.5.1 Descarboxilacion no Oxidativa del Acido Feralico ...........c.oowevrrerverrrenenne. 12
2.5.2 Bacillus megaterium Aislado de Nejayote: una Nueva Cepa para la
Descarboxilacion del ACId0 FEIUCO .........cccvveveeereeceeeeeeeeeeeeeeeseseestee s, 15
2.5.3 Sistemas de Biotransformacién: Células en Crecimiento y Células en
REPOSO .. n e annee s 16
2.5.4 Sistema de Biocatalisis: Células Completas .........ccccccevvevencerecceciesceeseene, 17
2.6 Concentrado de Nejayote como Precursor para la Produccion
Biotecnoldgica de 4-vinilguayacol............cocoiiiiiiinieeeee e 19
1 HIPOTESIS ..ottt sees st sttt st ssess s ssesssnssns 20
V-, OBJIETIVOS......oo ettt st sttt sttt besse s e e eneesnesbennens 21
4.1-. ODJEtIVO GENEIAL...ccuiieiiieeieeeee e 21
4.2.- ObjetiVOS ESPECITICOS ...ocoueieieieieecece et 21
V.- MATERIALES Y METODOS.......ooieieeeeetieeeeeeteseetsesessessestsssssessssesessssssssssssanenns 22
5.1 Valorizacion de un Efluente Liquido de la Industria del Nixtamal (Nejayote)
Mediante un Sistema Integral de Membranas y Secado por Aspersion ............. 22
5.1.1 Obtencién y Acondicionamiento de la Muestra .........cccccocevevveveececceeneseeennn, 22
5.1.2 MICIOTIIACION ...ttt 24
I IC T U = 111 =Tt [0 o SRS 24
5.1.4 OSMOSIS INVEISA (Ol) «..uvureceeeiceeeeeieeee et seste e sest s esaenens 24
5.1.5 Desempefio de las Membranas de Ultrafiltracion y Osmosis Inversa ....... 25
5.1.6 Secado POr ASPEISION ....cc.cceeiiciecie ettt et et e reene e e saeennas 25

vii



CONTENIDO (continuacién)

5.1.7 Andlisis Fisicoquimico de las Fracciones de Filtracién y Polvo

[ T=1] o 7= = Vo o 1SS 25
5.1.7.1 SOlidos disueltos totales (SDT) ...ocoeeievececeeseeee e 26
5.1.7.2 SAlidos suspendidos totales (SST) ... 26
5.1.7.3 AzUcares reductores (AR) ....ocoeieereeie e se e 26
5.1.7.4 ArabinoXilanos (AX) oot 27
5.1.7.5 FENOIES TOTAIES ....ooiveeeeeeecieceee ettt 27
5.1.7.6 Acido feralico (AF) Yy p-CUMATCO (APC) ..ocvvvieeeiereeeieeeseesieeseeseeesssss s 27
5.1.8 ANAlISIS EStATISHICO ...ccveeueieieieieiesiese e 28
5.2 Sistema de Células en Reposo y en Crecimiento de Bacillus megaterium
para la Biotransformacion de AF @ 4VG ...ttt 28
5.2.1 Cultivo Liquido de B. MegateriUm.........ccccccvererineneeieseseseesieseseeseenee e 28
5.2.2 Biotransformacion de AF Puro en un Sistema de Células en Reposo ...... 29
5.2.3 Biotransformacion de AF con Polvo Reconstituido en un Sistema de

(O8] 017 TR =T g @ (= Tod T 0 11=T o (o J SRS 29
5.2.4 Biotransformacion de AF con Nejayote Enriquecido en un Sistema de
Celulas €N CreCIMIENTO.......civierieee ettt b e e e seesae e 30
5.2.5 Determinaciones ANAItICAS .......cccceeeeeeeeieeiese e e 30
ST I = [0 o F= LS PSPPSR 30
5.2.5.2 Cuantificacion de AF YAV G ...ttt 30
5.2.6 PArAmetroS CINETICOS. ....coiieiiereri e secteseesie ettt s a e saenaesne s e 31
5.2.7 ANAlISIS ESTATISHICO ....cceeeiiiriiiieriieieeeee e 32
5.3 Sistema de Biocatalisis con Células Completas de Bacillus megaterium para
la DescarboXilaCiOn A& AF ... et 33
5.3.1 Obtencion del BiocataliZador ..........cccveeeieiinesie e 33
5.3.2 Actividad Descarboxilasa del Biocatalizador ............ccooceveenieninienienieneenn, 33
5.3.3 Efecto de la Temperatura y pH en la Actividad Descarboxilasa del
BIOCALAlIZAUO ... .o e e 34
5.3.4 Sistema de Biocatélisis Monofasico de Células Completas para la
DescarboXilaciOn el AF ... 34
5.3.5 Sistema de Biocatdlisis Bifasico de Células Completas para la
DescarboXilaCciOn eI AF ... 35
5.3.6 Purificacion Secundaria del AF Contenido en el Polvo Deshidratado para
|2 ProdUCCION A€ AV G ...ttt et 35
5.3.7 PArAmetroS CINETICOS. ....coiueiererese st eeesiese sttt a e saensesne s e 36
5.3.8 ANAliSiS ESAdiSHCO ....cceeeiiiriiiieriisieeieeese e e 36
VI. RESULTADOS Y DISCUSION .....coeviieeictieeicetesesseessssesesssssssessssssssssssssssssnenns 37
6.1 Valorizacion de un Efluente Liquido de la Industria del Nixtamal (Nejayote)
Mediante un Sistema Integral de Membranas y Secado por Aspersion ............. 37
6.1.1 CompoSICION de NEJAYOLE .....cceevvieieeieetece et 37
6.1.2 Desempenio de la Membrana de Ultrafiltracion (5 KDa) .......cccccoceveceveninene 40
6.1.3 Desempefio de la Membrana de OSMOSIS INVEISa ...........ccceevveeveeereriennenes 46
6.1.4 Sistema Integral de Filtracion por Membranas............ccccceeeeeeeiecieceecneenee. 49

viii



6.1.5 Secado por Aspersion del Concentrado de Osmosis Inversa.................... 51

(G0 I G @0 o 11 [0 1= 52
6.1.7 Recomendaciones y Perspectivas.........cccoveeeeeieeieesee s 52
6.2 Sistema de Células en Reposo y en Crecimiento de Bacillus megaterium
para la Biotransformacion de AF @ 4VG ... 53
6.2.1 Biotransformacion de AF Puro en un Sistema de Células en Reposo ...... 53
6.2.2 Biotransformacion de AF con Polvo Reconstituido y Nejayote Clarificadoen
un Sistema de Células en CreCimiento ..........coovvirenenenene e 58
6.2.3 Biotransformacion de Nejayote Clarificado, Enriquecido con AF en un
Sistema de Células €N CreCimMIieNtO ........ccccueeerereseseeeeese e 61
6.2.4 CONCIUSIONES .....oviiiieiiesiesieeee ettt sttt bbbt e e e b b 69
6.2.5 Recomendaciones Yy Perspectivas.........ccccveveeiieeiiecciie e 70
6.3 Sistema de Biocatalisis con Células Completas de B. megaterium para la
DescarboXilacion dE AF......... e 70
6.3.1 Descarboxilacion del AF en un Sistema de Biocatalisis con Células
Completas de BacillusS MegateriUm ..o 70
6.3.2 Seleccion de Parametros Optimos de Temperatura y pH para la
DescarboXilacion eI AF ... 75
6.3.3 Sistema de Biocatalisis Monofasico de Células Completas con AF Puro y
Nejayote ENFIQUECIAO ........c.eeieeeeciee ettt e e sreeneesne e 80
6.3.4 Sistema de Biocatdlisis Bifasico de Células Completas con Nejayote
T 81 ox [ [0 OSSO 82
6.3.5 Produccién de 4VG a partir de AF Parcialmente Purificado de Polvo
Deshidratado de NEJAYOTE ..o 88
6.3.6 CONCIUSION ...ttt sttt bbbt e e b ene e 89
6.3.7 Recomendaciones y Perspectivas..........ccceceeveeieceececieese e 89
7. CONCLUSIONES .......c.oct ittt sttt st aenne s e 90
8. RECOMENDACIONES.......c.ooiiere ettt 91
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt e et e e b e et e e b e e snnne s 92



Figura

10

11

12

LISTADO DE FIGURAS

Sistema de filtracion por membrana para el tratamiento
integral del nejayote.

Descarboxilacion no oxidativa del acido ferulico para la
produccion de 4-vinilguayacol y vainillina.

Sistema integral de filtracibn por membranas del nejayote
y secado por aspersion.

Desempefio de la membrana de ultrafiltracion de 5 KDa
(condiciones de operacion,

Rechazo (%) de la membrana de ultrafiltracion.

Desempefio de la membrana de poliamida en el proceso
de 6smosis inversa.

Balance de materia en el tratamiento del nejayote por un
sistema integral de filtracion por membrana.

Cinéticas de biotransformacion en un sistema de células
en reposo de B. megaterium a concentraciones variables
de AF.

Parametros cinéticos de biotransformacion de AF puro
con el sistema de células en reposo de B. megaterium.

Biotransformacién de AF a 4VG con: A) polvo de nejayote

reconstituido y B) nejayote clarificado, con una cepa de B.

megaterium.

Cromatoplaca de TLC de alicuotas de una solucion de
biotransformacion de polvo de nejayote reconstituido,

Cinéticas de crecimiento de Bacillus megaterium en
nejayote clarificado enriquecido con AF puro.

Pagina

13

23

41

43

47

50

54

57

59

60

61



Figura

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

LISTADO DE FIGURAS (continuacion)

Cinéticas de biotransformacion en un sistema de células

en crecimiento de B. megaterium con nejayote clarificado.

Parametros cinéticos de biotransformacion de nejayote
enriquecido con AF, con el sistema de células en
crecimiento de Bacillus megaterium.

Descarboxilacion del AF para la produccion de 4VG en un
sistema biocatalisis de células completas de Bacillus
megaterium.

Estructura quimica de los acidos hidroxicinamicos (AH).

Actividad descarboxilasa de las células completas de
Bacillus megaterium sobre los acidos hidroxicinamicos
(AH).

Efecto de la temperatura sobre la actividad
descarboxilasa del biocatalizador.

Efecto del pH sobre la actividad descarboxilasa del
biocatalizador.

Parametros cinéticos de descarboxilacion con AF puro y
nejayote enriquecido, en un sistema de células en reposo
de Bacillus megaterium.

Estabilidad del biocatalizador en un sistema bifasico.

Produccion y productividad de 4VG del sistema de
biocatalisis monofasico (Nejayote) y bifasico (Nejayote:
Hexano).

Descarboxilacion del AF en un sistema de biocatalisis
bifasico con nejayote enriquecido de 50, 100 y 500 mM
de AF.

Xi

Pagina

64

66

71

72

73

76

79

80

84

85

86



LISTADO DE TABLAS

Tabla Pagina
1 Produccion de 4-vinilguayacol por hongos filamentosos,

levaduras y bacterias. 14
5 Composicion fisicoquimica de nejayote inicial y clarificado

obtenido de un proceso de microfiltracion. 38
3 Composicion fisicoquimica de las fracciones de

ultrafiltracion (5 KDa) por kg de materia seca. 44
4 Composicion fisicoquimica de la alimentacion y el

concentrado de 0smosis inversa. 48
5 Balance de materia (porcentaje de recuperacién) del

proceso integral de filtracion por membranas. 49
6 Composicion fisicoquimica del polvo deshidratado de

nejayote. 51
7 Parametros cinéticos de crecimiento de B. megaterium en

nejayote enriquecido. 62
8 Biotransformacion del AF a 4VG en sistemas de células

viables. 68
9 Comparacion en la produccién y productividad de 4VG en

los sistemas evaluados. 88

Xii



RESUMEN

El nejayote es un efluente generado durante la nixtamalizacidén, generalmente
desechado sin ningun tratamiento pese a contener compuestos de interés
industrial, como el acido ferulico (AF). EI AF es empleado como sustrato para la
produccién biotecnolégica del 4-vinilguayacol (4VG). Recientemente, nuestro
grupo de investigacion desarrollé un proceso que permite concentrar y purificar
parcialmente el AF del nejayote mediante filtracion por membranas. En el
presente estudio se plante6 como hip6tesis que la solucion concentrada de AF
puede ser empleada directamente como sustrato para la biotransformaciéon a
4V G por una cepa de Bacillus megaterium, sin que otros compuestos presentes
interfieran con el proceso.

En una primera etapa, se generd el material de experimentacion a partir del
nejayote mediante operaciones de hidrolisis, filtracion por membranas y secado
por aspersion. En una segunda etapa, se caracterizd la cepa de estudio
mediante cinéticas de biotransformacién con células en reposo, observando
fendbmenos de inhibicion por producto (> 4.6 mM de 4VG) y por sustrato (> 10
mM AF). Luego se evalué el proceso de biotransformacion en un sistema de
células en crecimiento con una solucion 5 mM de AF, preparada a partir de
nejayote deshidratado. A diferencia del sistema con células en reposo, no se
observo la produccion de 4VG, debido a una inhibicion del sistema atribuible a
compuestos fendlicos, diferentes al AF, presentes en una concentracion
aproximada de 1.1 g/L.

Sin embargo, concentraciones menores de estos compuestos (aprox. 0.74 g/L)
permitieron el proceso de biotransformacion del AF contenido en nejayote
enriquecido (5, 10, 15 y 25 mM AF), obteniendo producciones de 2.11, 2.38,
3.79 y 6.13 mM de 4VG. Los resultados sugieren que el sistema de células en
crecimiento con nejayote enriquecido empieza a sufrir inhibiciéon por sustrato a
concentraciones = 15 mM, mientras que una concentracion de 6 mM de 4VG

ocasiona una inhibicion por producto. Estos resultados demuestran que
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compuestos fenolicos diferentes al AF afectan el proceso de biotransformacion,
pudiendo inhibir la produccion de 4VG.

En una tercer etapa, se evaluaron sistema de biocatalisis (monofasico y
bifasico) con células completas (no viables) de Bacillus megaterium. Con el
sistema monofasico se obtuvo una produccion de 13.8 mM de 4VG a partir de
25 mM de AF, mientras que con el sistema bifasico, se obtuvo una produccién
de 62 mM de 4VG a partir de 100 mM de AF. Los resultados obtenidos
demuestran que el sistema de biocatdlisis bifasico resultd el mas eficiente para

reducir la inhibicion por 4VG.

Palabras clave: nejayote, acido ferulico, 4-vinilguayacol, biotransformacion,
biocatalisis, Bacillus megaterium.
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ABSTRACT

Nejayote is a pollutant liquid effluent generated during nixtamalization process,
usually disposed without any treatment despite contains high value compounds,
such as ferulic acid (FA). FA is widely used as substrate for the biotechnological
production of 4-vinylguaiacol (4VG). Recently, our research group developed
that allows concentrating and partially purifying FA from nejayote by membrane
filtration. In the current study, it was hypothesized that the concentrated solution
can be used directly as a substrate for the biotransformation to 4VG by a
Bacillus megaterium strain, without other compounds interfering with the
process.

In a first stage, the experimental material was generated from nejayote by
hydrolysis, membrane filtration and spray drying operations. In a second stage,
the strain was characterized by biotransformation kinetics with resting cells,
observing a product (> 4.6 mM 4VG) and substrate (> 10 mM AF) inhibition.
Then, the biotransformation process was evaluated in a growing cells system
with a 5 mM solution of FA, prepared from dehydrated nejayote powder. In
contrast to resting cells system, 4VG production was not observed due to a
system inhibition attributed to phenolic compounds, different than FA, present at
an approximately concentration of 1.1 g/L.

However, lower concentration of these phenolic compounds (approx. 0.74 g/L)
allowed the FA biotransformation content in enriched nejayote (5, 10, 15 and 25
mM of FA), achieving a production of 2.11, 2.38, 3.79 and 6.13 mM of 4VG. The
results suggest that the growing cell system with enriched nejayote was inhibited
by a substrate concentration = 15 mM of FA, while a concentration of 6 mM of
4VG causes a product inhibition. These results demonstrate the phenolic
compounds different from FA, affect the biotransformation process, which can
inhibit the 4V G production.

In a third stage, a biocatalyst system was evaluated (monophasic and biphasic)
with Bacillus megaterium whole-cells (non-viable). With a monophasic system, a

production of 13.8 mM of 4VG was achieved from 25 mM of FA, whereas with
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the biphasic system, a production of 62 mM of 4VG was obtained from 100 mM
of FA. The results obtained demonstrate that the biphasic system was the most

efficient to reduce the 4VG inhibition.

Keywords: nejayote, ferulic acid, 4-vinylguaiacol, biotransformation,
biocatalysis, Bacillus megaterium.
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l. INTRODUCCION

La nixtamalizacion es el proceso mediante el cual los granos del maiz son
sometidos a una hidrélisis alcalina y térmica para la elaboracion de la masa
nixtamalizada (Paredes-Lopez et al., 2009). Durante el proceso de
nixtamalizacion se genera un efluente liquido, conocido cominmente como
nejayote, que es considerado un residuo altamente contaminante por su
contenido elevado en materia organica (residuos de pericarpio de maiz,
polisacaridos no amilaceos, almidén y compuestos fendlicos) e inorganica
(sales de calcio). Estos compuestos generan una alta demanda bioquimica de
oxigeno (DBO) alrededor de 7,000 a 14,000 mg O,/ L (Rosentrater et al., 1999,
(Gutiérrez-Uribe et al., 2010).

En México, son desechados al sistema de drenaje alrededor de 1.2 millones de
m® de nejayote/ dia sin tratamiento previo (Valderrama-Bravo et al., 2012),
como una contribucion ante el impacto ambiental que representa este liquido
contaminante, nuestro grupo de investigacion desarrollé un proceso que,
mediante tecnologia enzimatica y de membranas, permite purificar de manera
parcial y concentrar compuestos de alto valor y que ademas contribuyen a las
elevadas DBO, tal es el caso de los arabinoxilanos y el AF (Asaff y Reyes,
2013). La purificacion exhaustiva de los arabinoxilanos y el AF, permite su
comercializacion directa en el ramo industrial para su empleo en diversas
aplicaciones. Por ejemplo, el AF de alta pureza es ampliamente utilizado en la
industria de los alimentos como precursor en la sintesis quimica de

saborizantes, como el 4VG (Kumar y Pruthi, 2014).



Sin embargo, la creciente exigencia de las legislaciones americanas y europeas
en materia de regulacién de saborizantes, ha conllevado a limitar e inclusive
prohibir los productos obtenidos por sintesis quimica para el consumo humano
(Bicas et al., 2010).

Los procesos biotecnolégicos son una alternativa en la produccion de 4VG con
denominacion como producto natural, incrementando su interés comercial en el
mercado. Sin embargo, los costos asociados a la produccion del 4VG son

elevados, lo cual limita el mercado mundial.

Con el fin de abaratar la produccién de productos naturales mediante procesos
biotecnolégicos, en los Ultimos afios han sido empleados residuos
agroindustriales en la produccion biotecnolégica de compuestos aromaticos.
Por su contenido en acido ferulico, el concentrado de nejayote que es obtenido
del proceso de filtracion por membranas (Asaff y Reyes 2013) es un potencial

precursor econdémico para la produccion biotecnoldgica de 4VG.

Ademas, recientemente en nuestro grupo de investigacion se aislé del nejayote
una nueva cepa bacteriana capaz de producir 4VG, la cual fue identificada por
técnicas moleculares por homologia de la region 16 S ribosomal que permitié
identificarla como Bacillus megaterium. Ya que nejayote es el nicho biolégico de
esta cepa, se desconoce el efecto de la presencia de compuestos diferentes al
acido ferdlico que se encuentran de manera natural en el nejayote y el efecto
sobre la eficiencia que pudiera mostrar en la biotransformacion Bacillus

megaterium.

En este estudio se plante6 evaluar la eficiencia de biotransformacion del acido
ferdlico contenido en un concentrado de nejayote obtenido de un sistema
integral de filtracion por membranas, a 4VG y compararlo con la eficiencia
obtenida empleando soluciones de AF puro. Ademas, se exploraron 4 sistemas
de biotransformacion del AF con las células de Bacillus megaterium con el

objetivo de seleccionar un sistema adecuado para la produccién de 4VG.



II. ANTECEDENTES

2.1 El Nejayote: Efluente Contaminante Generado en la Nixtamalizacion del
Maiz

El maiz es la principal fuente de alimentacién en México y el resto de los paises
de Ameérica Latina, en fechas recientes los productos derivados de la tortilla han
ingresado en el mercado de Estados Unidos, Asia y Europa (Cértez-Gomez et
al., 2005). La materia prima para la elaboracion de estos productos es la masa
nixtamalizada de maiz. En el proceso de nixtamalizacion, los granos de maiz
son cocidos a temperaturas superiores a los 70 °C en una solucion acuosa con
hidroxido de calcio y/o carbonato de calcio a una concentracion del 1% (p/),

durante 60 minutos (Paredes-Lopez et al., 2009).

La hidrdlisis térmica y alcalina a la que son sometidos los granos de maiz,
genera una modificacién en la estructura del grano, ocasionando la liberacion
del pericarpio (Rojas-Molina et al.,, 2007). Posteriormente, el grano se deja
remojar durante 12 horas en el agua de cocimiento, con el objetivo de ablandar
el grano sin el pericarpio (Sefa-Dedeh et al., 2004). Finalmente, en el proceso
de nixtamalizacion se obtienen dos corrientes; 1) Los granos cocidos o
nixtamal, los cuales son molidos para la elaboracién de la masa nixtamalizada y
2) El agua de cocimiento alcalina, denominado cominmente como nejayote
(Rosentrater, 2006)



El nejayote es desechado en el sistema de alcantarillado urbano y contiene
materia organica e inorganica (remanentes de sales de calcio) (Gutiérrez-Uribe
et al., 2010). La composicién de este efluente es de aproximadamente 2-7% de
sélidos totales, en donde, el material organico esta constituido por un 50% de
sélidos en suspension, de los cuales el 64% son polisacaridos no amilaceos
(arabinoxilanos), 20% almidén y 1.4% proteina (Serna-Saldivar et al., 1990). El
otro 50% de la materia organica esta constituido por sélidos en solucién tales
como proteinas, azUcares, vitaminas y fitoquimicos ricos en compuestos

fendlicos y carotenoides (Pflugfelder et al., 1988).

El alto contenido de la materia organica e inorganica en el nejayote generan
elevadas demandas bioquimicas de oxigeno (DBO) de 7,000 a 14,000 mg O/
L, motivo por el cual es considerado un efluente altamente contaminante.
Contradictoriamente, son limitados los métodos que permiten el tratamiento
adecuado de nejayote, por lo que en México son desechados al drenaje
alrededor de 1.2 millones de m?® de nejayote/ dia sin tratamiento previo
(Valderrama-Bravo et al., 2012), pese a que las hormas ambientales sefialan un
limite maximo de descarga para residuos agroindustriales de 200 mg O,/ L
(NOM-001-SEMARNAT-1996; NOM-002-ECOL 1996).

Debido a las legislaciones ambientales cada vez mas exigentes en materia de
disposicion de efluentes agroindustriales, se han buscado procesos unitarios
gue permitan la separacion de la materia organica del nejayote para disminuir la
DBO (Reyes-Vidal et al., 2012). Sin embargo, la implementacién de procesos
de centrifugacion, sedimentacién y floculacion han sido poco exitosos debido al
contenido elevado de solidos en suspension en el nejayote (Viniegra-Gonzalez

y Ramirez-Romero, 2007).

Como alternativa, el desarrollo tecnolégico de nuevos sistemas de filtracién por
membranas han permitido el tratamiento integral de los residuos
agroindustriales como el nejayote (Chang y Kim, 2005). Ademas, de reducir el

contenido de materia organica, los sistemas de filtracion por membrana

desempefian un rol importante en la recuperacion y purificaciéon parcial de



compuestos de alto valor agregado como polisacaridos no amilaceos y
compuestos fendlicos, causantes de las elevadas demandas bioquimicas de

oxigeno del nejayote (Reis y Zydney, 2007).

2.2 Tratamiento Integral del Nejayote con un Sistema de Filtracion por
Membranas

El transporte de una mezcla heterogénea de compuestos a través de una
membrana esta mediado por fuerzas impulsoras como la diferencia de presiony
el corte efectivo del peso molecular de la membrana (MWCO, por sus siglas en
inglés) (De Jong et al, 2006). De acuerdo a lo anterior, los procesos de
filtracibn se pueden agrupar en cuatro categorias de acuerdo al tamafio de
particula que permiten separar: microfiltracion (> 5000 Da), ultrafiltracion (1000-
5000 Da), nanofiltraciébn (100-1000 Da) y o6smosis inversa (<100 Da)
(Nicolaisen, 2002). Para la recuperacion de compuestos de alto valor industrial,
el flujp de alimentacion se hace pasar a travées de una membrana con un
MWCO especifico y a una presion intermembrana determinada. Las corrientes
resultantes es el permeado, que contiene moléculas de un peso molecular
menor al especificado de la membrana y el rechazo que posee moléculas de

mayor peso molecular que no lograron a travesar la membrana (Baker, 2012).

En el sistema desarrollado por Asaff y Reyes (2013), el nejayote es sometido a
un tratamiento previo que permite la remocién efectiva del material en
suspension que puede afectar el rendimiento del sistema de filtracion por
membranas. Este tratamiento previo involucra la neutralizacion del nejayote,
posteriormente se realiza la hidrélisis enzimatica de las moléculas de almidén,
seguido de una etapa de floculacién y finalmente la epata de sedimentacion

para remover los floculos.

El proceso de sedimentacion no garantiza una completa remocion de los
floculos, por tal motivo, el nejayote es sometido a un proceso de microfiltracion

para el remanente de floculos. Una vez libre de sdlidos, el nejayote es sometido



a una ultrafiltracion, obteniendo una fraccion de rechazo rico en arabinoxilanos
de cadena larga, los cuales pueden ser concentrados hasta 20 veces
implementando procesos de diafiltracion que consisten en recircular la fraccion

de rechazo porla membrana de ultrafiltracion.

El permeado obtenido de la ultrafiltracion se hace pasar a través de una
membrana de nanofiltracion con MWCO de 1 KDa, con el objetivo de recuperar
oligbmeros de arabinosa y xilosa, y compuestos fendlicos como el acido
ferdlico. La implementacion de un sistema de 6smosis inversa, permite
concentrar el contenido de pentosas y AF, y obtener agua que puede ser
reutilizada en el proceso de nixtamalizacion o en el lavado de las membranas
(Figura 1)



Agua
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Microfiltracién Ultrafiltracion Nanofiltracion Osmosis inversa
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Sélidos en Arabinoxilanos *Oligbmeros de Concentrado de
suspension de cadena larga arabinosa y xilosa *Oligbmeros de

o . arabinosa y xilosa
*Acido ferulico
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Figura 1. Sistema de filtracion por membrana para el tratamiento integral del nejayote propuesto por Asaff y Reyes (2013). En donde
A= alimentacion del sistema, R= fraccion de rechazo o retenido y P= Fraccion de permeado.



2.3 Compuestos de Alto Valor Contenidos en el Nejayote y su Aplicacion
Industrial

Los compuestos de alto valor contenidos en las fracciones concentradas de
rechazo, pueden ser adicionalmente purificados para su posterior venta directa
al sector industrial, tal y como lo reportan Carvajal-Millan et al. (2005), que
establecieron un proceso que permite la extraccion y purificacion de

arabinoxilanos ferulados de cadena larga mediante la adicion de etanol.

Los arabinoxilanos tienen la capacidad de formar geles covalentes mediante el
entrecruzamiento de moléculas de acido feralico unidos en la posicién O5 de los
residuos de arabinosa (Carvajal-Millan et al., 2005). Esta propiedad de
formacién de geles, permite emplear a los arabinoxilanos como matrices para la
liberacién controlada de biomoléculas en el colén (Berlanga-Reyes et al., 2009).
La recuperacion de arabinoxilanos a partir de residuos agroindustriales ha
cobrado una mayor importancia debido a su potencial aplicacién en la industria

alimentaria como prebidticos y antioxidantes (Nifio-Medina et al., 2010).

Ademas de los arabinoxilanos, también se pueden recuperar compuestos
fendlicos contenidos en las fracciones concentradas de nejayote mediante
adsorcién-desorcion con resinas especificas (Asaff et al. (2008) En el proceso
descrito se reporta que por cada m® de nejayote se obtienen aproximadamente
2 kg de concentrado de compuestos fendlicos, en donde el 25% representa el
AF vy el 75% otros compuestos fendlicos. La purificacion exhaustiva del AF
permite  su comercializacion directa en el sector industrial a un precio
aproximado de entre $60 a $80 ddlares por kilogramo (Sigma-Aldrich®, St Louis
Missouri, USA).

El &cido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) es un acido hidroxicinamico
gue es componente biolégico y estructural de la pared celular vegetal y se
puede encontrar de forma libre, como homodimeros o esterificado con
polisacéaridos lignocelulosicos de la pared celular (Harris y Trethewey 2010). La

extraccion del AF a partir de fuentes naturales resulta comercialmente



importante debido a sus mdultiples aplicaciones en la industria farmacéutica,

cosmeética y alimentaria (Kumar y Pruthi, 2014).

Al igual que otros compuestos fendlicos, el AF presenta una actividad
antioxidante en respuesta a los radicales libres mediante la donacién de un
proton del grupo funcional hidroxilo (Kikuzaki et al., 2002). Debido a esta
propiedad, el AF reduce la sobreproduccion de radicales libres en el pancreas
generado por trastornos endocrinos como la diabetes (Balasubashini et al.,
2004). Ademas, el AF ha mostrado propiedades anticancerigenas, inhibiendo el
crecimiento de células cancerigenas de mama, colon y gastrointestinales (Logt
et al., 2003; Menéndez et al., 2008). Estudios recientes demostraron que el AF
tiene un gran potencial para la inhibicion de enzimas involucradas en la
apoptosis celular, por lo cual se ha planteado su empleo en el tratamiento de

trastornos neurodegenerativos como el Alzheimer (Sgarbossa et al., 2015).

En la industria cosmética, el AF junto con la vitamina A y E son empleados en la
formulacion de bloqueadores solares como compuestos activos para proteger
contra la radiacion UV (Murray et al., 2008). En cremas blanqueadores, se ha
reportado que el AF inhibe la sobreproduccién de melanina mediante un
mecanismo de inhibicibn competitiva de la tirosina, que es precursor de la

melanina (Saija et al., 2000).

Mientras que en la industria alimentaria, el AF ha mostrado un gran potencial
como agente antimicrobiano al inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas
como Escherichia coli y Listeria monocytogenes. Ademas de reducir hasta un
70% la formacion de biopeliculas de estas bacterias patbgenas con una
concentracion de 1 g/L de AF (Borges et al., 2012).

Sin embargo, la aplicacién de mayor importancia comercial del AF es como
precursor en la sintesis de aromas de alto valor agregado, como la vainillina y el
4VG (Kaur y Chakraborty 2013). La vainilina es el compuesto aromatico
mayoritario que aporta el sabor y aroma a vainilla, y es el saborizante mas

empleado en la industria alimentaria (Converti et al., 2010). La vainillina



sintética tiene un precio de venta entre $13 a $24 dolares por kilogramo,
mientras que la biotecnolégica se comercializa a un precio de $100 a $200

dolares por kilogramo (da Silva et al., 2009).

Por otro lado, el 4VG tiene un precio de venta hasta 40 veces superior al del AF
(Mathew et al., 2007), por lo que la recuperacion y purificacion del AF a partir de
fuentes naturales e inclusive de residuos agroindustriales como el nejayote,

para la produccién de vainillina y 4VG resulta comercialmente atractivo.

2.4 Métodos de Produccion del 4-vinilguayacol

2.4.1 El 4-vinilguayacol y sus Aplicaciones Industriales

El 4-vinilguayacol (2-metoxi-4-vinilfenol) es un compuesto fendlico perteneciente
a los hidroxiestirenos o 4-vinilos, que contribuyen en el sabor y aroma
deseables en diversos productos alimentarios. EI aroma a clavo caracteristico
del 4VG proporciona caracteristicas organolépticas deseables en cervezas de
trigo estilo belga y cervezas alemanas Rauchbier (cerveza ahumada), como
también en la salsa de soya (Matthew y Abraham, 2006; Langos et al., 2013).
Se ha demostrado que el 4VG presenta una capacidad antioxidante similar al a-
tocoferol (vitamina E) (Fujioka y Shibamoto, 2006), por lo cual su empleo en la
industria farmacéutica tiene un gran potencial como agente antiproliferativo para
reducir la carcinogénesis (Jeong y Jeong, 2010), también se ha empleado como
agente bioactivo en la elaboracién de soluciones oftalmoldgicas, como agente
antiespumante (Salomone y Xia, 2006). La produccion de aromas y sabores,
como el 4VG, representan aproximadamente el 25% del mercado mundial de
los adivitivos alimentarios y generalmente son producidos mediante sintesis

quimica.

10



2.4.2 Sintesis Quimica del 4-vinilguayacol

Los compuestos aromaticos derivados de los hidroxiestierenos son producidos
por diversos procesos de sintesis quimica: 1) deshidrogenacion del etilbenceno,
2) cloracion del etilbenceno seguido de la eliminacion del haluro de hidrégeno,
3) condensacion entre el 4-hidroxibenzaldehido y el &cido maldnico, seguido de
una descarboxilacion térmica (reaccion de Knoevenagel-Doebner), y 4)
descarboxilacion térmica del acido ferdlico bajo irradiacion por microondas
(Nomura et al., 2005; Simpson et al., 2005; Sinha et al., 2007). Estos procesos
guimicos involucran como catalizadores compuestos téxicos como sales
metalicas y quinoleinas, y su presencia en el producto final puede ocasionar
dafos en la salud humana y en el medio ambiente. Ademas, los reactivos para
levar a cabo estos procesos tienen un costo elevado de adquisicion,

obteniendo al final un rendimiento solo del 30% al 40% (Bernini et al., 2007).

Por tal motivo, los productos elaborados con sabores y aromas producidos
mediante sintesis quimica, son etiquetados como artificiales de acuerdo a las
legislaciones americanas (US Code of Federal Regulations 21 CFR 101.22) y
europeas (Council Directive 88/388/EEC), lo que ocasiona una disminucion del
interés comercial y econdmico. Esto debido a que en las ultimas décadas, se ha
observado una tendencia mundial de los consumidores a seleccionar productos
considerados como ecologicamente seguros y saludables, los cuales estan

asociados a los productos naturales.

2.4.3 Produccion Biotecnoldgica del 4-vinilguayacol

Los aromas y sabores se producen mediante procesos biotecnolégicos, como
una alternativa a los que se obtienen a partir de sintesis quimica. Los procesos
biotecnolégicos ofrecen diversas ventajas como condiciones suaves de
reaccion, alta especificidad por el sustrato y la nula generacion de residuos

contaminantes en el medio ambiente (Bicas et al., 2010), ademas que tienen la
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denominacion de producto natural. Debido a que la legislacién americana y
europea en cuestion de aditivos alimentarios, establecen que los aromas
producidos por via biotecnoldgica pueden ser denominados como naturales, lo
gque ha incrementado el interés comercial de los consumidores a adquirir
productos que contengan aromas Yy sabores elaborados por procesos

biotecnolégicos (Dal Bello, 2013).

La produccion biotecnolégica del 4VG es llevada a cabo por Ila
biotransformacion del AF, la alta pureza que es empleado como sustrato ya
tiene un valor comercial importante, motivo por el cual el costo de produccion
del 4VG es elevado (Mishra et al., 2014). Por lo tanto, para que el desarrollo de
procesos biotecnoldégicos sean competitivos en el mercado, se ha buscado la
disminucion del costo de produccion del 4VG mediante la seleccion de materia

prima econdmica y la seleccion de sistemas de biotransformacion adecuados.

2.5 Biotransformacion del Acido Ferulico a 4-vinilguayacol

2.5.1 Descarboxilaciéon no Oxidativa del Acido Ferulico

Los procesos de biotransformacion estan definidos como la transformacién
guimica de un sustrato especifico a un producto esperado, llevado a cabo por la
accion enzimatica de los microorganismos (Gounaris, 2010). EI AF puede ser
biotransformado por los microrganismos mediante cuatro rutas diferentes: 1)
reduccién de la cadena lateral, 2) desacetilaciéon dependiente de Co0A, 3)
desacetilacion independiente de CoA, y 4) descarboxilacion no oxidativa
(Mathew y Abraham, 2006).
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La enzima descarboxilasa del acido ferdlico cataliza la descarboxilacién no
oxidativa de la cadena lateral propenoide del AF, para la produccion del 4VG
(Figura 2) (Gallager y Mgller, 2015). Posteriormente, el 4VG puede ser
biotransformado a vainilina mediante la 4-vinilguayacol oxigenasa (Furuya et
al., 2015).

0
OH
O
s = =
dcido fcr&llicn d-vin? lguavacol
descarboxilasa L - e DRIgEDASA . T
OCHs OCH4 OCH;
OH OH OH
Acido fertlico 4-Vinilguayacol Vainillina

Figura 2. Descarboxilaciéon no oxidativa del &cido ferulico para la produccion de 4-
vinilguayacol y vainillina.

La &cido ferulico descarboxilasa es una enzima intracelular que no requiere de
cofactores, lo que disminuye el coso del proceso biotecnologico por lo que es
de gran interés para la produccion industrial del 4VG. Este mecanismo se ha
observado en diversos hongos, levaduras y bacterias por lo que han sido

evaluados para la produccion de 4VG (Tabla 1).

Se ha reportado que el proceso de descarboxilacion del AF es un mecanismo
en el que los microorganismos reducen la toxicidad del medio en el que se
encuentran, y lo hacen mediante la transformacion a otros compuestos
fendlicos de baja toxicidad (Seshime et al., 2005). A pesar de la capacidad de
las células para realizar el proceso de detoxificacion, se ha observado que el

metabolismo de los microorganismos se ve inhibido a concentraciones
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superiores a 1 g/L de AF (Sikkema et al., 1995). Por tal motivo, la concentracién
inicial de AF evaluado en los estudios realizados con anterioridad, no superan
los 2 g/L, observando en su mayoria una baja produccion de 4VG en tiempos

superiores a las 12 horas de cultivo.

Con base en lo anterior, con el fin de obtener una mayor produccién
biotecnolégica de 4VG y que ésta sea competitiva con los procesos industriales
de sintesis quimica, es necesaria la busqueda y el aislamiento de nuevos
microorganismos, preferentemente a partir de fuentes naturales que contengan
AF, con el fin de que estos tengan una mayor tolerancia a los compuestos
fendlicos y exista la posibilidad de incrementar la produccién de 4VG (Peng et
al.,, 2003).

Tabla 1. Produccion de 4-vinilguayacol por hongos filamentosos, levaduras y
bacterias.

Microorganismo AF ave Tiempo Referencia
(g/L) (g/L) (horas)
Bacillus coagulans 1 0.9 7 Karnzgggg)et al,
Del;lzrr{;rrl])i/ices 5 15 10 Mat?ze(\)/\(/) g)t al.,
Entercp)‘t))(zélztrer sp. 1 04 12 L(|26(:)toa8l)
Aspergkllg; niger 0.8 0.2 120 B;q;ﬁir(%—gfor”;a
Geotaels 005 oon 4 Ml
Stresp;t%rgi)i/ces 1 0.9 12 M?ZXO:eLtZ r;tl.,
Bagl{gscg()rgus 05 008 125 Mis(grglit) al.,
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2.5.2 Bacillus megaterium Aislado de Nejayote: una Nueva Cepa para la
Descarboxilacion del Acido Ferulico

Las bacterias pertenecientes al género Bacillus han sido aisladas de diversos
entornos y se ha demostrado su capacidad de produccion de diversos
metabolitos de interés industrial (Peng et al., 2003). Recientemente, nuestro
grupo de investigacion aisl6 una bacteria a partir del nejayote, capaz de
metabolizar diversas fuentes de carbohidratos como fructosa, glucosa, manitol y
xilosa. De acuerdo al andlisis de homologia de la regién 16S ribosomal e ITS la
cepa aislada mostré un 99% de similitud con Bacillus megaterium en ambos

analisis.

Bacillus megaterium es una bacteria Gram positiva con capacidad de formacion
de esporas, que ha sido empleada como modelo en el estudio de la estructura
de la membrana celular, la esporulacion y en la localizacion y funcion de
proteinas microbianas (Eppinger et al., 2011). En el campo de la biotecnologia
industrial, Bacillus megaterium ha sido empleada en la produccion de enzimas
como amilasas, proteasas, xilanasas y penicilina G acilasa, y también en la
sintesis de metabolitos de interés como L-aminoacidos, vitamina B12 y
polihidroxibutirato (PHB) (Korneli et al., 2013).

La implementacién de un estudio preliminar permiti6 demostrar que la cepa es
capaz de biotransformar el AF contenido en el nejayote a 4VG, catalizado por
una descarboxilasa intracelular. Por lo que se infiere, que las células de Bacillus
megaterium pueden ser empleadas como un agente potencial de
biotransformacion para la produccion de 4VG bajo los sistemas de células en

crecimiento, en reposo o completas.
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2.5.3 Sistemas de Biotransformacion: Células en Crecimiento y Células en
Reposo

La biotransformacién con células en crecimiento se realizan en medios
nutritivos que contienen las fuentes de carbono y nitrégeno necesarios para el
crecimiento de los microorganismos, ademas del sustrato especifico, tal es el
caso del AF para llevar a cabo su biotransformacion. La fuente de carbono vy el
sustrato (AF) son ingresados a la célula microbiana mediante un sistema de
transporte especifico, en el que las células pueden emplear el AF como fuente
de carbono para la generacion de biomasa y producto (4VG) (Alcon, 2003). La
biotransformacion con células en crecimiento implica la formacion de diversos
subproductos asociados al metabolismo celular, lo cual dificulta el proceso de

recuperacion del metabolito deseado (4VG) (Faber, 2011).

Por el contrario, el sistema de biotransformacion con células en reposo esta
definido por células en estado de latencia, donde no se presenta crecimiento
celular pero son metabolicamente viables para llevar a cabo procesos de
biotransformacion (Julsing et al., 2012). Estos procesos son llevados a cabo en
soluciones acuosas en donde solo esta contenido el sustrato especifico (AF). La
generacion de biomasa es limitada por la ausencia de fuentes de carbono y
nitrogeno, favoreciendo un estado estacionario del crecimiento microbiano. Por
lo que, la producciéon de subproductos asociados al metabolismo es baja,
permitiendo a su vez una mayor facilidad en la recuperacion y purificacion del
metabolito deseado (Faber, 2011).

Cabe destacar que la eficiencia de ambos sistemas de biotransformacién
descritos esta limitada por el crecimiento y viabilidad de las células. Alagappan
y Cowan (2001), tomando como referencia el modelo de inhibicién propuesto
por Wayman y Tseng (1976), reportaron que la viabilidad de las células
microbianas se ve comprometida por: 1) la adicion de inhibidores del
metabolismo, como compuestos fendlicos, cloro, alcohol y antibitticos, 2) el
incremento en la concentracion inicial del sustrato (inhibicion por sustrato) y 3)

la acumulacion del producto en el sistema de biotransformacioén (inhibicion por
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producto). Para incrementar la selectividad y reducir la inhibicion por sustrato y
producto en los sistemas de biotransformacion con células viables, se han

implementado procesos de biocatélisis con células completas sin viabilidad.

2.5.4 Sistema de Biocatalisis: Células Completas

Los sistemas de biocatalisis son ampliamente utilizados en el desarrollo de
procesos industriales para la produccién de moléculas de alto valor, en donde
se emplea como biocatalizador enzimas purificadas o células completas sin
viabilidad (Schmid et al., 2001). No obstante, la purificacién de la enzima de
interés incrementa drasticamente los costos de produccion del proceso y estas
son menos estables en comparacion a los biocatalizadores de célula completa
(Ishige et al., 2005), por tal motivo, solamente el 7% de los estudios de
biocatalisis son realizados con enzimas purificadas, siendo el resto llevados a

cabo con los sistemas de células completas (De Carvalho y Da Fonseca, 2007).

El uso de las células de microorganismos como biocatalizadores, define a la
célula como unidad catalitica para la sintesis, en donde la enzima de interés se
encuentra “inmovilizada” en el interior de la célula. Sin embargo, las células
completas presentan una estructura y funcionalidad mas compleja en
comparaciébn a los procesos tradicionales de catalisis heterogénea vy
homogénea (Schrewe et al., 2013).

La complejidad en el sistema de células completas esta relacionada con la
presencia de las membranas lipidicas de las células, ya por un lado, la
membrana regula el transporte de compuestos del exterior al interior de la
célula, ofreciendo una proteccion contra compuestos toxicos y por otro lado, la
membrana limita la transferencia de masa del sustrato hacia el interior de la
célula y la salida del producto de la unidad catalitica. Por tal motivo, la eficiencia

del sistema de biocatalisis depende de la transferencia de masa en ambas
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direcciones y de la acumulacion transitoria de las moléculas de interés en el

citoplasma celular (Sikkema et al., 1995; Park et al., 2006).

Las moléculas hidrofébicas de bajo peso molecular como el AF y el 4VG
atraviesan la membrana por difusion mediante un gradiente de concentracién
como fuerza impulsora. Sin embargo, su acumulacion en el citoplasma puede
ocasionar una inhibicion tanto por sustrato como por producto en el
biocatalizador, disminuyendo la eficiencia del sistema de biocatalisis. Como
alternativa, se han implementado sistemas bifasicos con un solvente organico
inmiscible con la fase acuosa, en el que la biocatdlisis ocurre en la fase acuosa
y el producto generado particiona hacia la fase organica, lo que permite
incrementar la transferencia de masa en el sistema y a su vez reducir los

efectos inhibitorios del sustrato y el producto (Klibanov, 2001).

A pesar de las ventajas que ofrecen los sistemas de biocatdlisis bifasicos,
algunos solventes organicos desestabilizan los enlaces electroestaticos,
hidrofébicos y puentes de hidrégeno que conllevan a la desnaturalizacion de la
proteina (Doukyu y Ogino 2010). Los criterios mas importantes para la seleccion
de un solvente adecuado en el proceso de biocatalisis bifasico con células
completas, se describen a continuacion.

1.- Los solventes polares producen un mayor cambio conformacional en la
estructura terciaria de las enzimas en comparacion a los solventes no polares,
provocando una pérdida de la actividad enzimatica (Serdakowski y Dordick
2008).

2.- El coeficiente de particion (P) del sustrato y del producto hacia el solvente en
el sistema bifasico. El coeficiente de particion es comunmente definido como la
relacion de las concentraciones de un compuesto en una mezcla inmiscible de
un solvente organico y una solucion acuosa (P = [C] sol. organico / [C] acuosa). Entre
mayor sea el valor de P, mayor sera el grado de hidrofobicidad del compuesto

y su particion hacia el solvente organico (Lee y Lee 2008).
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3.- El sistema de biocatalisis bifasico debe estar acoplado eficientemente a los
procesos de recuperacion del producto de interés (Downstream processing). En
procesos industriales se ha buscado la seleccion de solventes que posean una
temperatura de ebullicibn mucho menor a la del agua, para permitir recuperar y
concentrar el producto mediante procesos de evaporacion (Schrewe et al.,
2013).

2.6 Concentrado de Nejayote como Precursor para la Produccién
Biotecnologica de 4-vinilguayacol

Como se menciond, los sabores y aromas son elaborados generalmente
mediante procesos de sintesis quimica comercializados en el mercado a bajo
costo, en comparacion con los productos biotecnolégicos. El costo global de
operacién puede estar asociado a los costos de adquisicion de la materia prima,
los costos de produccion (biotransformacién 6 biocatélisis) y los costos de
recuperacion y purificacion del producto deseado (Downstream processing). En
términos generales, el costo de adquisicion de la materia prima representa entre
el 20% al 30% del costo global de operacion, una materia prima o precursor

econOdmico permitiria disminuir el costo total de produccion (Ignant et al., 2010).

Como alternativa, en los dltimos afios se han empleado residuos
agroindustriales en la produccién de moléculas de alto valor agregado. Por su
contenido en AF, el concentrado de nejayote obtenido a partir del proceso de
filtracion (Asaff y Reyes, 2013), representa un sustrato potencial para la
produccion biotecnolégica de 4VG. Sin embargo, el concentrado de nejayote
contiene otros compuestos fendlicos y no fendlicos diferentes al AF de los
cuales se desconoce su efecto sobre el proceso de biotransformacién en 4VG

llevado a cabo por la cepa de Bacillus megaterium.
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. HIPOTESIS

El acido ferdlico contenido junto con otras moléculas en un concentrado de
nejayote puede ser biotransformado en 4-vinilguayacol con la misma eficiencia
de procesos de biotransformacion que emplean soluciones de &cido ferdlico

puro.
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IV-. OBJETIVOS

4.1-. Objetivo General

Comparar la eficiencia de biotransformacion del &cido ferdlico contenido en un
concentrado de nejayote a 4-vinilguayacol con la eficiencia obtenida empleando

soluciones de acido ferulico puro.

4.2.- Objetivos Especificos

1. Generar el material de experimentacion a partir del nejayote mediante la
implementacion de un sistema de nanofiltracion/6smosis inversa y

caracterizarlo fisicoquimicamente.
2. Determinar los pardmetros cinéticos de la biotransformacién de la
solucién concentrada de acido ferulico obtenida a partir del nejayote para

la produccion de 4-vinilguayacol.

3. Determinar los parametros cinéticos de la biotransformacion de una

solucién de acido ferulico puro a 4-vinilguayacol por Bacillus megaterium.

4. Seleccionar un sistema adecuado para la produccidn biotecnologica de

4-vinilguayacol.
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V.- MATERIALES Y METODOS

5.1 Valorizacion de un Efluente Liquido de la Industria del Nixtamal (Nejayote)
Mediante un Sistema Integral de Membranas y Secado por Aspersion

5.1.1 Obtencién y Acondicionamiento de la Muestra

Las muestras de 120 L de nejayote fueron provistas por la tortilleria Tulipanes,
ubicada en el municipio de Zapopan, Jalisco. El acondicionamiento del nejayote
y la filtracion por membranas del material acondicionado se realiz6 mediante el
procedimiento descrito en la solicitud de patente Mx/2013/002096 (Asaff y
Reyes, 2013). Para el pretratamiento de la muestra se realizaron los siguientes
pasos: a) neutralizacion del nejayote con acido sulfarico concentrado (98% viv),
b) hidrolisis enzimatica del material amilaceo, c) floculacion de solidos en
suspension mediante poliacrilamida catidnica, d) eliminacion de fléculos por
sedimentacion. Luego, el nejayote pretratado fue filtrado a través de un sistema
de membranas de microfiltracion, ultrafiltracion y 6smosis inversa de acuerdo al

diagrama expuesto en la Figura 3.
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Figura 3. Sistema integral de filtracion por membranas del nejayote y secado por aspersion. En donde MF = microfiltracion; UF =

ultrafiltracion y Ol = ésmosis inversa.
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5.1.2 Microfiltracién

El nejayote pretratado se someti6 a un proceso de microfiltracion con una
membrana de polipropileno con un tamafio de poro nominal de 1 pum (modelo
WPC1-975, Watts®). El procese se llevé a cabo en un régimen de operacion
continua y la fraccidén clarificada obtenida se sometié posteriormente a un

proceso de ultrafiltracién.

5.1.3 Ultrafiltracion

El nejayote clarificado se someti6 a un proceso de ultrafiltracion con una
membrana en espiral de polietersulfona de 5 kDa de corte efectivo del peso
molecular (MWCO; modelo HKF-328, Koch Membrane Systems, Inc.), de 1.9
m? de &rea. El proceso se realizo a una presién constante de 100 psia y un flujo
de entrada de 2 L/min, en un régimen de operacion por lotes, con reciclaje y
concentracion de la corriente de rechazo. Se obtuvieron dos fracciones del
proceso: el rechazo concentrado de ultrafiltracion y el permeado, que se

sometio posteriormente a un proceso de concentracion por 6Smosis inversa.

5.1.4 Osmosis Inversa (Ol)

Se empleé una membrana de poliamida aromética entrecruzada modelo TMG
10 (Toray Industries Inc.), de 8 m? de area El proceso se realizd a una presién
constante de 50 psia y un flujo de alimentacion de 2.4 L/min, en un régimen de
operacion por lotes, con reciclaje y concentracion de la corriente de rechazo. De
igual manera se obtuvieron dos fracciones; agua en la corriente del permeado
gue se empled para lavar las membranas y el rechazo concentrado de 6smosis
inversa. El concentrado se almacen6 a una temperatura de 4 °C para su

posterior secado por aspersion.
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5.1.5 Desempefio de las Membranas de Ultrafiltracion y Osmosis Inversa

Se evalud el desempefio de las membranas midiendo la reduccion de flujo del
permeado a presidon constante y el incremento en los soélidos disueltos totales
(SDT) midiendo los grados Brix del rechazo cada diez minutos con un
refractbmetro de mano, modelo ATAGO Pal. Se determind el porcentaje de
rechazo especifico (Ri) de los compuestos mas representativos de acuerdo a la

siguiente ecuacion (Cissé et al., 2011).

Ri= (1~ g—’;) @

En donde Cp;y Cfirepresentan la cantidad especifica en g/L de cada compuesto

presente en el permeado y la alimentacion, respectivamente.

5.1.6 Secado por Aspersion

El concentrado de désmosis inversa se ajustd a pH 6 para llevar a cabo el
proceso de secado por aspersion en un secador marca Yamato ADL311S
(USA). Se empled una alimentacion de 10 mL/min con una temperatura de
entrada y salida de 120 °C y 60 °C, respectivamente. El polvo deshidratado se

guardé a una temperatura de 25 °C.

5.1.7 Anélisis Fisicoquimico de las Fracciones de Filtracion y Polvo
Deshidratado

Las fracciones obtenidas en las operaciones de microfiltracion, ultrafiltracion y
6smosis inversa se analizaron en su contenido de solidos solubles totales,

arabinoxilanos, azlcares reductores libres, fenoles totales, acido feralico y acido
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p-cumarico. Para el andlisis del polvo deshidratado de nejayote, se pesaron 10
mg y se resuspendieron en 1 mL de agua destilada procediendo luego de

manera similar a las otras fracciones.

5.1.7.1. Sdélidos disueltos totales (SDT). Se cuantificaron de acuerdo a la
metodologia descrita por la AOAC, 986.25, (2000). Se agregaron 2 mL de la
muestra en charolas de aluminio a peso constante y se secaron en una estufa
Yamato DX402 a 60°C por 48 horas. Posteriormente, se enfriaron en un
desecador hasta peso constante y se determind el contenido de SST por
diferencia de peso. Los resultados se expresaron como g de SST por kilogramo
de materia seca (g/ kg MS).

5.1.7.2. Solidos suspendidos totales (SST). Se cuantificaron de acuerdo a la
metodologia descrita por la APHA, 2540D, (1995). Los solidos en suspension
contenidos en el nejayote se separaron por medio de un filtro de tambor
rotatorio y estos se secaron a peso constante a 80 °C en una estufa Yamato

DX402 por 48 horas. Los resultados se expresaron es g de SST/ L.

5.1.7.3 Azlcares reductores (AR). Se cuantificaron de acuerdo a la metodologia
propuesta por Miller (1959), con algunas modificaciones. Se tomaron 100 pL de
muestra y se afadieron 100 pL del reactivo DNS (Sigma-Aldrich®, St Louis
Missouri, USA), la mezcla se llevé a bafio maria a 100 °C durante 5 minutos. Se
enfriaron las muestras en hielo durante 10 minutos y finalmente se agregé 1 mL
de agua destilada. Se leyé la absorbancia de las muestras a 540 nm en un
espectrofotometro JBL modelo Eon One y el contenido de AR de las muestras
se cuantificO con base a una curva de concentracion de glucosa, en un rango
de 0 a 2 g/L. El contenido de AR de las muestras se report6 como ¢

equivalentes de glucosa/ kg MS.
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5.1.7.4. Arabinoxilanos (AX). La extraccibn de AX se realizd mediante
precipitacion con etanol, con base a lo reportado por Carvajal-Millan et al.
(2005), con algunas modificaciones. A 400 uL de la muestra se agregaron 1200
UL de etanol en tubos eppendorf de 2 mL a peso constante. La mezcla se agito
vigorosamente en vortex Genie 2 y se centrifugd a 13,500 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 5 °C en una centrifuga refrigerada eppendorf
5417R. El etanol se descartd mediante decantacion y la pastilla se secé en una
estufa a 60 °C durante 24 horas. El contenido de AX en las muestras se
determiné por diferencia de peso en los tubos eppendorf y se expresé como g
de AX/ kg MS.

5.1.7.5 Fenoles totales. Se determiné mediante el método de Singleton y Rossi
(1965) con algunas modificaciones. Se adicionaron 100 pL de una solucion de
carbonato de calcio 500 mM y 20 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich®, St Louis Missouri, USA) 1N a 40 pL de muestra diluida 20 veces. La
mezcla de reaccion se incub6 a 40 °C durante 10 minutos en la oscuridad,
posteriormente se leyd la absorbancia de las muestras a 690 nm en un
espectrofotometro JBL modelo Eon One. El contenido de fenoles totales de las
muestras se cuantificO con base a una curva de concentracion con acido
fertlico, en un rango de 0 a 1 mM. Los resultados se expresaron como ¢

equivalentes de acido ferulico/ kg de MS.

5.1.7.6 Acido ferdlico (AF) y p-cumérico (ApC). Se cuantificaron mediante
cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC). Se utilizé6 un equipo de
HPTLC Camag Linomat 5 (Suiza), usando como aplicador una jeringa Camag
de 100 pL. El equipo fue programado para depositar 2 — 4 yL de muestra en los
diferentes carriles. Se prepararon estandares de AF y ApC (1 mg/mL), disueltos
en etanol y se depositaron de 0.2 - 4 pyL de los estandares. Se emplearon
placas aminadas Nano-SIL NH2 UV254 (Sigma-Aldrich), eluidas con hexano:

isopropanol: metanol: acido acético (95:20:5:1). Las placas se secaron en una
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campana de extraccién y se cuantificO por escaneo densitométrico en un

escaner Camag TLC a 320 nm, los resultados se reportaron como g / kg MS.

5.1.8 Anéalisis Estadistico

Se realizaron cinco procesos experimentales de filtracion por membrana, y se
analizaron por duplicado los parametros fisicoquimicos de cada fraccion
obtenida. Los pardametros fisicoquimicos de cada fraccion obtenida se
reportaron como la media + la desviacion estandar y se compararon mediante
una prueba de t para dos muestras independientes. Los datos se analizaron
mediante estadistica descriptiva en el programa estadistico NCSS versién 7.0
(Number Cruncher Statistical System for Window, Kaysville, Utah, USA). Los
resultados se expresaron como el promedio de los cinco procesos de filtracién +

la desviacion estandar.

5.2 Sistema de Células en Reposo y en Crecimiento de Bacillus megaterium
para la Biotransformacion de AF a 4VG

5.2.1 Cultivo Liquido de B. megaterium

El cultivo de B. megaterium se realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada
por Karmakar et al. (2000), con algunas modificaciones. La cepa se sembr6 en
agar nutritivo con una concentracion de 15 mM de AF y se incubé a una
temperatura de 37°C por 24 horas. Se inocularon dos matraces Erlenmeyer de
250 mL con 100 mL de caldo comercial de soya-tripticaseina (TSB, BD
Diagnostic Systems) con una colonia aislada de la cepa. Se incubaron a una
temperatura de 37°C y 120 rpm durante 12 horas (New Brunswick Scientific,
Innova 44). El cultivo liquido de B. megaterium fue empleado como inoculo para

los sistemas de biotransformacién con células en reposo y en crecimiento.
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5.2.2 Biotransformacion de AF Puro en un Sistema de Células en Reposo

Se evalué un sistema de biotransformacion con AF puro en un sistema de
células en reposo, de acuerdo a lo reportado por Vyrides et al. (2015), con
algunas modificaciones. Las células obtenidas del cultivo liquido se cosecharon
en la fase estacionaria de crecimiento en donde, se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 20 minutos a una temperatura de 4 °C (Scientific SL 16R). El
sobrenadante se desechd y se realizaron tres lavados sucesivos de las células
con buffer de fosfatos 50 mM a pH 7. Posteriormente, el pellet se resuspendid
en buffer de fosfatos 50 mM a pH 7 con concentraciones de 5, 10, 15y 25 mM
de AF. El sistema se llevo a cabo en viales de centelleo de 20 mL conteniendo
10 mL de reaccidon y una concentracion inicial de 4 g/L de biomasa. Finalmente,
se incubaron a 37 °C y 120 rpm durante 24 horas (New Brunswick Scientific,
Innova 44). Se realiz6 un muestreo sucesivo cada dos horas y las muestras se

congelaron a -10 °C hasta posteriores analisis.

5.2.3 Biotransformacién de AF con Polvo Reconstituido en un Sistema de
Células en Crecimiento

Se preparé una solucion acuosa al 3.2% p/v a partir de nejayote en polvo,
obtenido de la deshidratacion del concentrado de 6smosis inversa, hasta
alcanzar una concentracion aproximada de 5 mM de AF, ajustando el pH de la
solucion a 7. El proceso de biotransformacion se llevd a cabo de acuerdo a lo
propuesto por Baqueiro-Pefia et al. (2010), con algunas modificaciones. En
viales de centelleo conteniendo 10 mL de la solucién reconstituida de nejayote,
fueron inoculados con 0.5 mL de cultivo liquido de B. megaterium. Los viales se
incubaron a 37°C y 120 rpm durante 12 horas (New Brunswick Scientific, Innova
44). Posteriormente, las muestras tomadas cada 2 horas se congelaron una

temperatura de -10 °C para analisis posteriores.
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5.2.4 Biotransformacion de AF con Nejayote Enriquecido en un Sistema de
Células en Crecimiento

El nejayote clarificado (5 mM de AF) se enriquecid con AF puro hasta alcanzar
concentraciones de 10, 15 y 25 mM. En matraces Erlenmeyer de 250 mL, se
agregaron 100 mL de las soluciones enriquecidas de nejayote, se inocularon
con 5 mL del cultivo liquido de B. megaterium. Posteriormente, se incubaron a
37 °C y se agitaron a 120 rpm durante 12 horas (New Brunswick Scientific,
Innova 44). Se realizd6 un muestreo cada dos horas y las muestras se

congelaron a -10 °C, para posteriores analisis.

5.2.5 Determinaciones Analiticas

5.2.5.1 Biomasa. Se cuantific6 de acuerdo a la metodologia descrita por la
AOAC, 986.25, (2000). Se tomd 1 mL de la muestra de biotransformacion y se
agrego a un tubo eppendorf de 2 mL a peso constante. Posteriormente se
centrifugdé la muestra a 13,000 rpm durante 20 minutos (eppendorf 5417R). El
sobrenadante se desechd y el pellet se secé en una estufa Yamato DX402 a
60°C por 48 horas. Finalmente, la biomasa se determind por diferencia de peso

y el resultado se expres6 como g/L.

5.2.5.2 Cuantificacién de AF y 4VG. Las muestras se centrifugaron a 9,000 rpm
durante 15 minutos (Eppendorf 5417R) y el sobrenadante se filtr6 con una
membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.22 um. El AF y el 4VG se
cuantificaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con un
cromatografo Varian 920-LC equipado con bombas cuaternarias, y un detector
de arreglo de diodos a una longitud de onda de 254 y 320 nm. Se utiliz6 una
columna Phenomenex ODS-2 5 um 250 x 4.6 mm y la fase movil empleada fue
acetonitrilo: agua: acido trifluoroacético (60:40:0.001) con un flujo de 1 mL/min y

la temperatura de la columna de 35°C.
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Como un segundo método, el AF y el 4VG se cuantificaron por cromatografia en
capa fina de alta resolucion (HPTLC), con el equipo descrito en la seccion
5.1.7.6. En este caso | equipo fue programado para depositar 0.2 — 3 pL de
muestra en los diferentes carriles. Se prepararon estandares de AF y 4VG (1
mg/mL) disueltos en etanol y se depositaron de 0.2 - 12 yL de los estandares.
Se emplearon placas aminadas como se describe en la seccion 5165 y en este
caso se eluyeron con tolueno: acetato de etilo: 4cido acético (90:25:1). Las
placas se secaron en una campana de extraccion y la cuantificacion se realizd
por escaneo densitométrico en un escaner Camag TLC a 260 y 320 nm, y el

contenido de AF y 4VG se reporté en mM.

5.2.5.3 Cuantificacion de fenoles totales. Se determinaron como se describe en
la seccion 5.1.7.5. El contenido de fenoles se expresd como g equivalentes de

acido fertlicol/L.

5.2.6 Parametros Cinéticos

Se determind el rendimiento sustrato-producto, el porcentaje molar de consumo
de AF y la productividad de los procesos de biotransformacion de acuerdo a las

siguientes ecuaciones.

P-Py
—s @

Sclla]
%)

Sp-S
% Consumo AF = 0

x 100 (2)

Prod = —[4VtG] 3)
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En donde:

Yps = rendimiento molar de producto con base al sustrato

P = la concentracion molar final de 4VG

Po = concentracion molar inicial de 4VG

So = concentracion molar inicial de AF

S = concentracion molar final de AF

Prod = productividad [mM/h]

[4VG] = concentracién molar maxima alcanzada de 4VG

t = tiempo transcurrido (h) para alcanzar la concentracion maxima de 4VG

La tasa especifica de crecimiento (1) de B. megaterium se calculé con base a la
siguiente férmula. Se tomo la parte lineal de la curva al inicio y final de la fase
exponencial. En donde X y Xp representan la densidad 6ptica inicial y final y t y

to sus tiempos respectivos, en la fase exponencial.

X -X, @

t— t,

lJ:

5.2.7 Analisis Estadistico

El proceso de biotransformacion para cada sistema evaluado se realizO por
duplicado. Los parametros cinéticos para cada sistema se reportaron como la
media + la desviacion estandar y se compararon mediante la prueba de Tukey-

Kramer a un 95% de confianza. El analisis se llevd a cabo en el paquete
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estadistico NCSS version 7.0 (Number Cruncher Statistical System for Window,
Kaysville, Utah, USA).

5.3 Sistema de Biocatalisis con Células Completas de Bacillus megaterium para
la Descarboxilacion de AF

5.3.1 Obtencion del Biocatalizador

La obtencion del biocatalizador se realizd de acuerdo a lo reportado por
Ashengroph et al. (2012), con algunas modificaciones. Se inoculé con el 5% viv
de un cultivo liquido de B. megaterium en 5 matraces Erlenmeyer de 250 mL
con 100 mL de nejayote clarificado y se incubaron a una temperatura de 37 °C
y 120 rpm durante 12 horas (New Brunswick Scientific, Innova 44). Las células
se cosecharon por centrifugacion a 13, 000 rpm durante 20 minutos y se
realizaron tres lavados sucesivos con agua destilada. Las células de los cinco
matraces se resuspendieron en un volumen final de 150 mL y se afiadio 1 mL
en tubos eppendorf. Finalmente, se centrifugd bajo las condiciones descritas y
las células se congelaron a una temperatura de -10 °C sin crioprotector, para

garantizar la perdida de viabilidad.

5.3.2 Actividad Descarboxilasadel Biocatalizador

La actividad descarboxilasa de las células completas de B. megaterium se
cuantificé por un método en microplaca (JBL, Eon One) con base a lo reportado
por Camacho-Ruiz et al. (2015), con algunas modificaciones. La mezcla de
reaccion con 950 pL de una solucién 2.5 mM (0.5 g/L) de AF en buffer de
fosfatos 50 mM a pH 7 y 50 pL del extracto celular (0.15 mg/mL de biomasa).
La descarboxilacion se llevd a cabo en un equipo termomixer (Eppendorf
Confort) a una temperatura de 30 °C y 1,000 rpm por 10 minutos. Se tomod

muestra de la reaccion y se diluyd 20 veces con buffer de citratos 20 mM a pH
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4.5, del tiempo 0 y 10 min. La velocidad inicial se calculo con base a la
disminucion de la absorbancia del pico del AF a una Amax de 320 nm en el
tiempo de reaccion evaluado. La velocidad inicial mas alta se tom6 como el
100% vy el resto de los valores se relativizaron con respecto a este.
Adicionalmente, se evalué la descarboxilacion de los siguientes acidos
hidroxicinAmicos: o-cumarico (oC), m-cumarico (mC), p-cumarico (pC), sinapico
(SP), cafeico (CF) y cinamico (CN) a una concentracion de 2.5 mM (0.5 g/L).

5.3.3 Efecto de la Temperatura y pH en la Actividad Descarboxilasa del
Biocatalizador

El efecto de la temperatura y el pH sobre la descarboxilacion del AF se realizo
de acuerdo a lo reportado por Gu et al. (2011), con algunas modificaciones. La
temperatura Optima de la descarboxilacion del AF a una concentracion de 2,5
mM, se evalud calculando la velocidad inicial a un rango de 20-70 °C a pH 7.
Mientras que el pH oOptimo se evaludo con diferentes buffers a la misma
concentraciéon de AF (buffer citratos para pH 4-5.5; buffer fosfatos para 6 y 7;
buffer Tris-NaOH para 8 y buffer glicina para 9 y 10). Tanto la estabilidad
térmica y de pH se estimd midiendo la actividad descarboxilasa residual a 0, 15,
30, 120 y 240 minutos de incubacion sin el sustrato y se calcul6 la vida media (t
112). La estabilidad térmica se evalud incubando las células durante 4 horas a
30, 40 y 50 °C en un buffer de fosfatos 50 mM a pH 7. La estabilidad de pH se
evalu6 incubando las células durante 4 horas en buffer citratos a pH 5 y con

buffer de fosfatos a pH 6 y 7, a una temperatura de 30°C.

5.3.4 Sistema de Biocatalisis Monofasico de Células Completas para la
Descarboxilacion del AF

La descarboxilacion del AF en el sistema de biocatalisis monofasico se realizd

acorde a lo reportado por Hu et al. (2015), con algunas modificaciones. La
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mezcla de reaccion fue de 900 pL de AF contenido en buffer de fosfatos 50 mM
a pH 7 y nejayote clarificado, a las concentraciones previamente evaluadas (5,
10, 15 y 25 mM de AF), y 100 pL del biocatalizador (1.2 mg/mL biomasa). La
descarboxilacion del AF se llevd a cabo en un equipo termomixer (Eppendorf
Confort) a una temperatura de 30 °C y 1,000 rpm durante 12 horas. Se
cuantifico el consumo de AF y la produccion de 4VG HPTLC, con el método

descrito en la Seccién5.2.5.2.

5.3.5 Sistema de Biocatalisis Bifasico de Células Completas parala
Descarboxilacion del AF

El sistema bifasico empleado para la descarboxilacion del AF se llevd a cabo
con base a lo reportado por Lee et al. (1998), con algunas modificaciones. La
mezcla de reaccion contenia 450 pL de nejayote a 5, 10, 15, 25, 50, 100 y 500
mM de AF, 50 pL del biocatalizador (1.2 mg/mL biomasa) y 500 pL de hexano.
La mezcla de reaccion se incubd en un equipo termomixer (Eppendorf Confort)
a una temperatura de 30 °C y 1,000 rpm durante 12 horas. Se cuantificé el
consumo de AF y la produccion de 4VG por HPTLC, con el método descrito en
la Seccion 5.2.5.2.

5.3.6 Purificacion Secundaria del AF Contenido en el Polvo Deshidratado
parala Produccion de 4VG

Se afiadieron 50 g de polvo deshidratado de nejayote en 465 mL de acetato de
etilo en agitacion constante durante 15 minutos y posteriormente se afiadieron
35 mL de agua destilada. La mezcla acetato de etilo: agua se evapor6 a 40 °C
en un rotavapor (Laborota 4011). Los cristales de AF se guardaron a una

temperatura de 4 °C para posteriores andlisis.
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La produccion de 4VG se llevo a cabo en un sistema de biocatalisis de células
completas, como se describié anteriormente (Seccion 5.3.5). La concentracion
inicial fue de 100 mM del AF purificado a partir del polvo deshidratado y se
cuantifico la produccion de 4VG por HPTLC, de acuerdo a la metodologia

presentada en la Seccién 5.2.5.2.

5.3.7 Parametros Cinéticos

Se determind el rendimiento sustrato-producto, el porcentaje molar de consumo
de AF y la productividad de los procesos de biocatalisis de acuerdo a las

ecuaciones presentadas en la Seccién 5.2.6.

5.3.8 Anédlisis Estadistico

El proceso de biotransformacion para cada sistema evaluado se realizO por
duplicado. Los parametros cinéticos para cada sistema se reportaron como la
media + la desviacion estandar y se compararon mediante una prueba de t para
muestras independientes a un 95% de confianza. El andlisis se llevd a cabo en
el paquete estadistico NCSS version 7.0 (Number Cruncher Statistical System
for Window, Kaysville, Utah, USA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Valorizacion de un Efluente Liquido de la Industria del Nixtamal (Nejayote)
Mediante un Sistema Integral de Membranas y Secado por Aspersion

6.1.1 Composicion de Nejayote

Para los estudios se emplearon en promedio 100 L de nejayote, los cuales al
final de los pretratamientos de neutralizacion, hidrélisis enzimatica de los
granulos de almidén y floculacion de los solidos en suspension dieron lugar
aproximadamente a 58 L de un liquido libre de sélidos en suspension (nejayote
clarificado) y 42 L de un lodo conteniendo los solidos floculados, los cuales no
forman parte del presente estudio. Para asegurar que la solucién quedara libre
de solidos en suspension, esta fue filtrada a través de filtros de 1 um. Los
parametros caracteristicos del nejayote antes y después del pretratamiento y

filtracion se presentan en la Tabla 2.

La composicion del nejayote presentd ligeras variaciones en la mayoria de los
parametros evaluados, con desviaciones estandar que oscilan entre el 5 al 16%
de las medias. Estas variaciones son atribuidas principalmente a las variaciones
en las condiciones de operacion del proceso de nixtamalizacion, debido a que
no son del todo controladas, especialmente en tortillerias de pequefia escala
(Gutiérrez-Uribe et al., 2010; Ruiz-Gutiérrez et al., 2010).
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Tabla 2. Composicion fisicoquimica de nejayote inicial y clarificado obtenido de un
proceso de microfiltracion.

Composicion

(g/L) Nejayote inicial Nejayote clarificado
AX cadena larga 19.73 + 3.52° 18.63+1.60%
AR libres 0.13+0.072 0.74 +0.08"
Fenoles totales 1.72 £0.17° 1.83 £0.15°
AF 0.93+0.162 0.95+0.202
ApC 0.07 +0.012 0.06 + 0.022
SDT 3187 £5.72° 28.68 +6.21°
SST 8+1.4° 0.00 +0.2°

Los datos se representan como la media + la desviacién estdndar de cinco procesos
experimentales independientes. Diferente literal en la misma linea indica diferencia significativa
(p<0.05) de acuerdo a la prueba de t para muestras independientes.

Se ha reportado que el incremento en la concentracion de sales de calcio y el
tiempo de coccion de los granos de maiz acelera la remocién del pericarpio y
propicia la hidrélisis de los polisacaridos de cadena larga liberando oligobmeros
ferulados y azlcares reductores (Ochoa et al., 2009). El contenido de AX
obtenido en el nejayote representa el 62% del contenido total de los SDT.
Serna-Saldivar et al. (1990), reportaron que el contenido de los polisacaridos no
amilaceos representa un porcentaje similar al reportado en el presente estudio
del 60%.

En el caso de los AR, la cantidad detectada en el nejayote sin tratar es muy
baja, indicando un grado de hidrdlisis baja del almidén, celulosa y hemicelulosa
del pericarpio de maiz durante la nixtamalizacion. Ramirez-Romero et al. (2013)
reportaron una concentracion de 0.46 g/L de AR. Por otro lado, Ignacio-
Pacheco (2015) reporté un contenido de 3.66 g/L de AR, lo cual es superior a lo

detectado en el presente estudio.

En el caso de los compuestos fendlicos, su contenido en el nejayote varia
dependiendo de la variedad y la cantidad de maiz empleados en el proceso de

nixtamalizacion (Lopez-Martinez et al., 2009). El contenido de fenoles totales de
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nejayote reportado por Castro-Mufioz et al. (2015) fue de 0.97 g/L, lo cual es

1.77 veces menor alo cuantificado en el presente estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos, de los compuestos fendlicos, destacan
en particular el acido ferdlico, que representa aproximadamente el 50%,
seguido por el acido p-cumarico, que representa el 3%. Asaff et al. (2008)
reportaron un contenido aproximado de 1 a 2 g/L de AF, lo cual fue similar a la
concentraciéon de 1 g/L obtenido en este estudio. El 47% de los compuestos
fendlicos restantes son de naturaleza desconocida, debido a que no se
pudieron identificar en el presente estudio. Otros reportes sefialan el contenido
de otros compuestos fenolicos diferentes al AF. Ayala-Soto et al. (2014),
identificaron dimeros y trimeros del AF unidos a oligdbmeros de arabinosa y
xilosa. LoOpez-Garcia (2015), identific6 por cromatografia en capa fina la
presencia de pentosanas feruladas de baja polaridad y por cromatografia de
convergencia de ultra desempefio (UPC?), vainillina y 4-vinilguayacol. Estos
altimos no fueron detectados en el presente estudio, posiblemente por su baja

concentracion.

En relacién a los SDT y SST, Valderrama-Bravo et al. (2012) reportaron un
contenido de SST de 8.3 g/L, similar a lo obtenido. Por el contrario, estudios
recientes realizados por Meraz et al. (2016) reportaron un contenido de SST
menor a 0.2 g/L y un contenido de 46.5 g/L de SDT. Estas diferencias
encontradas con lo reportado pueden ser debido a las diferentes condiciones de
nixtamalizacion y al tiempo de remojo del grano de maiz empleados en las

tortillerias a pequefia escala (Rosentrater, 2006).

El tratamiento del nejayote para eliminar los SST no tuvo efecto sobre los
diferentes parametros evaluados, salvo el referido a los AR donde hay un
incremento de alrededor de seis veces, resultando evidente que el tratamiento
enzimatico para eliminar los granulos de almidén, fue el causante de este

aumento (Tabla 2).
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Resulta también altamente relevante la confirmacion de la efectividad del
método descrito en la solicitud de patente Mx/2013/002096 para la remocién de
SST ya que fue posible eliminarlos en su totalidad. En el mejor de los casos
otros reportes sefialan contenidos de aproximadamente 130 ppm de SST en
nejayote ya filtrado (Valderrama-Bravo et al., 2012). Este aspecto resulta crucial
para la operacion de sistemas con membranas de ultrafiltracion, nanofiltracion u
O0smosis inversa ya que es conocido que la presencia de SST en fluidos
ocasionan el ensuciamiento y taponamiento de este tipo de membranas (Xu et
al., 2010).

6.1.2 Desempefio de la Membrana de Ultrafiltracion (5 KDa)

El nejayote clarificado obtenido de la microfiltracion se someti6 a una
ultrafiltracion con una membrana de polietersulfona de 5 KDa, en un régimen de
operacion por lotes, con recirculaciéon de la corriente de rechazo. El desempefio
de la membrana se evalu6 midiendo la reduccion del flujo en el permeado vy el
aumento en la concentracion de solidos solubles en el rechazo como se

muestra en la Figura 4.

40



0.6 - _ = Flujo ~7
yz— -0.002x + 0.457 e SST
. r =0.9868 i
0.5 - T Le
i — |
SRS N . N
£ i 2 S B
= 0.3- L ] " | m
= } | _ e
S ] { L4
> 0.2 8
L y = 0.03x + 3.588 r
l r*=0.9713
0.1- 3
0.0 . I . . . . 2

10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 4. Desempeiio de la membrana de ultrafiltracion de 5 KDa (condiciones de
operacion: temperatura 25°C y 100 psia).

Se observa que la caida del flujo y el incremento de los SDT a lo largo del
tiempo de operacién tuvieron un comportamiento lineal (R?> de 0.99 y 0.97
respectivamente), marcando una relacidon inversamente proporcional entre

ambos parametros (Figura 4).

Este tipo de comportamiento resulta frecuente en operaciones con membranas
de flujo tangencial debido a fendmenos conocidos como “polarizacion por
concentracién” originada en el flujo laminar que suele establecerse en la zona
inmediata a las membranas, donde los solutos rechazados se van acumulando
y Unicamente pueden retornar al seno del liquido por difusion y no por
conveccion forzada que se da en el régimen turbulento. Este fendmeno tiene

una influencia elevada en procesos de micro y ultrafiltracion, mientras que su
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influencia es moderada en procesos de nanofiltracion y Osmosis inversa
(Guastalli, 2006). En muchos casos, la polarizacién por concentracion puede
derivar en la formacién de la “capa de gel’. Esto se produce cuando la
concentracion de ciertos componentes de naturaleza macromolecular se eleva

demasiado, de manera que alcanza su limite de solubilidad (Guastalli, 2006).

Es el caso de la filtracion del nejayote, donde al final de los procesos es usual
observar el escurrimiento de un material altamente viscoso con las
caracteristicas de un gel, formado principalmente por moléculas de

arabinoxilanos (AX), presentes en gran cantidad en el nejayote.

El desempefio de los procesos de ultrafiltracion estd determinado por el corte
efectivo de peso molecular (MWCO), el material de la membrana, ademas de la
polaridad de las moléculas a filtrar. Van der Bruggen (2009) establece que la
membrana de caracter hidrofébico como las de polietersulfona, incrementan el
porcentaje de rechazo hacia moléculas organicas, observando un mayor
taponamiento de las membranas. En el caso de los AX rechazados
posiblemente se estén acumulando en mayor proporcion en la superficie de las
membranas, conjuntamente con otras moléculas, como oligdbmeros o azlcares,
debido a la hidrofobicidad de las membranas, agudizando el fenbmeno de
polarizacién por concentracion. En la Figura 5 se muestra el porcentaje de
rechazo de la membrana de polietersulfona de 5 KDa hacia los compuestos

evaluados.
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Figura 5. Rechazo (%) de la membrana de ultrafiltracion hacia los fenoles totales (FT),
acido ferudlico (AF), acido p-cumarico (ApC), azUcares reductores (AR), arabinoxilanos

(AX).

La membrana de polietersulfona presentd el mayor porcentaje de rechazo hacia
los AX (72%) en comparacion a los otros compuestos, debido a su naturaleza
polimérica. Sin embargo, el nivel de rechazo indica que al menos un 30% de los
AX tienen pesos moleculares inferiores o cercanos al valor de corte de peso
molecular de la membrana (5 KDa) por lo que no pueden ser retenidos por esta,
tratandose mas bien de oligébmeros de arabinosa y xilosa. También se observa
gue un 10% de los fenoles totales fue rechazado, los cuales corresponderian a
sus dimeros o trimeros, unidos a oligbmeros de arabinosa y xilosa, cuya
presencia fue reportada por Lépez-Garcia en el 2015. Otro aspecto a destacar
es el rechazo de un 29% de AR, que como se comentd en el punto precedente,
podrian estar siendo retenidos en la capa de gel, debido en gran parte al

rechazo de un material hidrofobico como el de poliestersulfona de las
membranas.
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Cassano et al., (2008) reportaron que la seleccion de una membrana polar de
acetato de celulosa con un corte efectivo de peso molecular de 30 kDa permite
reducir el % de rechazo hacia los compuestos polares, obteniendo un mejor

desempefio en comparacién con las de polietersulfona.

En el proceso de ultrafiltracion se obtuvieron en promedio 27.6 L del permeado
y 22.9 L de rechazo, en donde se consideraron aproximadamente 4.5 L de
pérdidas asociados a fugas en las lineas de alimentacion y al volumen de
nejayote alojado en la carcasa del filtro que no se pudieron recuperar. Con el fin
de completar la evaluacion de la membrana de ultrafiltracién, el rechazo se
sometido a un proceso de diafiltracion para “lavar’ los polisacaridos retenidos,
eliminando las moléculas de bajo peso molecular como fenoles, azlcares y
sales. La fraccion diafiltrada posteriormente fue empleada para otros estudios
dentro del grupo de trabajo. En la Tabla 3 se muestra la composicién de las

fracciones obtenidas del proceso de ultrafiltracion.

Tabla 3. Composicion fisicoquimica de las fracciones de ultrafiltracion (5 KDa) por kg
de materia seca.

Composicion Rechazo
(g/ig MS) Permeado Rechazo diafiltrado
AX 331 +29.6° 658.6 + 126.9° 910.8 + 69.62
AR libres 335 +3.3?% 233 +4" 253 +3°
Fenoles totales 104.7 + 5.4 4737 +6.1° 36.4 + 6.6°
AF 67.3 +10.12 16.6 +2.8° 5.7 £ 3.4°
ApC 4.3 +0.92 1.4 +0.1" 0.4 +0.1°
SDT 1000 + 246.42 1000 + 1392 1000 + 163.22

Los datos se representan como la media + la desviacion estandar de cinco procesos
experimentales independientes. Diferente literal en la misma linea indica diferencia significativa
(p<0.05) de acuerdo a la prueba de t para muestras independientes.

Tal como se habia mencionado en el punto precedente, el analisis de la fraccion
del permeado muestra la presencia de AX hasta en un 33%, confirmando que

una cantidad importante de estos carbohidratos son mas bien de cadena corta,
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no pudiendo ser retenidos por la membrana de 5 KDa. Como era de esperar, la
fraccion concentrada de rechazo mostro un incremento a casi un 70% de AX,
subiendo a un 91% en la fraccién diafiltrada, confirmando que los AX son los
componentes mayoritarios de esta fraccion. Por sus caracteristicas intrinsecas,
este material es el que confiere viscosidad al nejayote (Lu y Li, 2006; Paz-
Samaniego et al., 2016), por lo que a medida que se va concentrando el
nejayote clarificado, el rechazo va incrementando su viscosidad, favoreciendo el
fenbmeno de polarizacion por concentracion, al disminuir la velocidad en la
zona cercana a la membrana y la turbulencia en el seno del liquido (Gonzales-

Santander y Castellano-Estornell, 2014).

En el caso de los fenoles totales, el AF y el ApC, su proporcidén se incremento
en el permeado al disminuir la cantidad de AX y contrariamente disminuyo en el
rechazo al subir la concentracion de AX. Sin embargo, llama la atencion que en
el caso del AF y el ApC, su contenido en el rechazo diafiltrado fue casi 300%
mas bajo que en el rechazo sin diafiltrar, mientras que en el caso de los fenoles
totales la cantidad contenida en el rechazo diafiltrado fue apenas 30% menor
gue la contenida en el rechazo sin diafiltrar. Este porcentaje corresponde en
proporcion a las cantidades de AF y ApC que fueron lavadas durante la
diafiltracion. Se conoce que los AX contienen residuos de fenoles unidos a las
cadenas de arabinosa y xilosa que sirven de puente para el crecimiento de las
matrices poliméricas, promoviendo la formacién de geles cuando se encuentran
en soluciones acuosas bajo condiciones oxidantes (Berlanga-Reyes et al.,
2009). Bajo esta consideracion se puede mencionar que una gran parte de los
fenoles totales corresponderian a compuestos unidos aun a cadenas de AX y/o
a moléculas de lignina de alto peso molecular, tal cual se menciona en el

trabajo de Lopez-Garcia (2015).

En el presente estudio no se cuantificO el contenido de sales de calcio y
oligdbmeros de arabinosa y xilosa en el nejayote, no obstante, trabajos
realizados por el grupo de trabajo reportaron un contenido aproximado de 233.6

g/ Kg MS (Ignacio-Pacheco, 2015). De acuerdo al balance de SDT, se estimé
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gue el contenido de oligbmeros de xilosa y arabinosa es de 226.6 g/ kg MS en
el permeado de ultrafiltracion. Por otra parte, la cantidad de sales de calcio y
oligbmeros es relativamente mas baja en el rechazo, debido a que los AX

representan el contenido mayoritario.

6.1.3 Desempefio de la Membrana de Osmosis Inversa

Con el objetivo de obtener un sustrato rico en AF como precursor de la
produccién biotecnoldgica del 4-vinilguayacol, el permeado de ultrafiltracién (5
kDa) se concentrd por medio de 6smosis inversa, empleando una membrana de
poliamida, en un régimen de operacion por lotes, con recirculacién de la
corriente de rechazo. El desempefio de la membrana se evalué midiendo la
reduccién del flujo en el permeado y el aumento en la concentracion de solidos

solubles en el rechazo, tal como se muestra en la Figura 6.

El flujo inicial del permeado (0.84 L/min) disminuyé drasticamente después de
los 20 minutos de operacién hasta alcanzar finalmente un flujo de 0.1 L/min a
los 60 minutos. Se observd que al cabo de 40 minutos de operacion la
concentracion de SDT en el rechazo, casi fue duplicada, posteriormente, no
hubo cambios en la concentracion al tener un flujo de permeado practicamente

detenido, marcando el limite de la operacion de concentracién por Ol.

Se conoce que las membranas de poliamida son mas rugosas en comparacion
con las membranas de acetato de celulosa. Esto ocasiona una acumulacion de
compuestos organicos y sales de calcio en la superficie de las membranas
causando un fendmeno de colmatacion inmediato. Ademas, genera una mayor

resistencia al flujo de agua a través de la membrana (Elimelech et al., 1996).
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Figura 6. Desempefio de la membrana de poliamida en el proceso de 6smosis inversa
(condiciones de operacion: temperatura 25°C y 50 psia).

Se realiz6 un andlisis comparativo de la composicion fisicoquimica en la
alimentacion y el concentrado obtenido de la 6ésmosis inversa, tal como se

muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion fisicoquimica de la alimentacion y el concentrado de 6smosis
inversa.

Composicion

(g/ kg MS) Alimentacién Ol Concentrado Ol
AX cadena larga 291.4 +121° 346.8 + 55°
AR libres 33+2.6% 32.10 +2.52
Fenoles totales 131.4 +21.72 99.2 + 18.1°
AF 72.9 +10.42 48.4 +4.5°
ApC 475 +2.12 2+0.1>
SDT 1000 + 288.42 1000 + 188.52

Los datos se representan como la media + la desviacion estandar de cinco procesos
experimentales independientes. Diferente literal en la misma linea indica diferencia significativa
(p<0.05) de acuerdo a la prueba de t para muestras independientes.

En el caso de los AX y AR, no se observaron diferencias estadisticas entre su
contenido en las corrientes de alimentacién y el rechazo al final de la operacién
de concentracion por ésmosis inversa. Sin embargo, en el caso de los fenoles
totales, el AF y el ApC, se aprecia una disminucién entre el 30 al 50% en su
contenido (p<0.05) lo que indica que este material qued6 adsorbido en la
membrana, fendbmeno usual para membranas de este tipo de material
(Matsuura y Sourirajan, 1971; Arsuaga et al., 2011). La adsorcion de los
compuestos fendlicos estd asociado a su capacidad de formar puentes de
hidrogeno con el material de la membrana de ésmosis inversa, cuando éstos
estan parcial o totalmente disociados. El AF contenido en el nejayote a pH 8
puede presentar un 98.3% de disociacion (debido a su cercania a su segundo
pKa de 8.75) lo cual favorece su adsorcion en la superficie de la membrana de
poliamida (Goldberg etal., 2011).

Pese a las limitaciones encontradas durante la concentracion por 6smosis
inversa, se obtuvieron valores de hasta 1.3 g/L de AF, superiores a lo reportado
para efluentes liquidos de alcachofa (0.516 g/L) y del molido de la aceituna
(0.211 g/L) (Garcia-Castello et al., 2010; Conidi et al., 2014).
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6.1.4 Sistema Integral de Filtracion por Membranas

Se realizO el balance de materia del proceso integral, considerando el
acoplamiento de las operaciones de ultrafiltracion (5kDa) y 6smosis inversa
(Figura 7). En el balance de materia se consideraron los rechazos de las
corrientes de ultrafiltracion y 6smosis inversa, y el permeado de GOsmosis
inversa el cual no contiene sélidos disueltos. El porcentaje de recuperacion del
AF y el ApC fue menor del 77%, mostrando una retencién de estos compuestos

fendlicos en la superficie de la membrana de Ol (Tabla 5).

Tabla 5. Balance de materia (porcentaje de recuperacion) del proceso integral
de filtracion por membranas.

Compuesto Balance de materia

(% de recuperacion)

Fenoles totales 94
Acido ferulico 75
Acido p-cumarico 76
Arabinoxilanos 86
Azucares reductores 97
Solidos disueltos totales 98
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Figura 7. Balance de materia en el tratamiento del nejayote por un sistema integral de filtracion por membrana.



6.1.5 Secado por Aspersion del Concentrado de Osmosis Inversa
El concentrado de Ol se sometié a un proceso de secado por aspersion para

evitar la degradacion quimica y/o biologica de los compuestos fendlicos y su

composicion fisicoquimica se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion fisicoquimica del polvo deshidratado de nejayote.

Composicion Polvo deshidratado

(9/ kg MS)
AX na*
AR libres 249 +4.1
Fenoles totales 72.3+14.3
AF 36.2+115
ApC 24 +0.6

Los datos se representan como la media + la desviacion estandar de seis lotes de polvo
deshidratado analizado. *na= no analizados.

El contenido de fenoles totales representaron el 7.2% del contenido de soélidos
solubles del polvo deshidratado de nejayote, de los cuales el 50% de estos
compuestos fue AF y solamente el 2.5% fue ApC. Cabe desatacar, que se
observo una reduccion en el contenido de fenoles totales (27%) y de AF (25%)
posterior al proceso de secado por aspersion, en relacién al contenido del
material de partida (Tabla 4). Esta reduccion en el contenido de compuestos
fendlicos puede ser atribuida a las temperaturas de operacion del secado por
aspersion de 120 °C y 60 °C en la entrada y salida, respectivamente. Yilmaz et
al. (2011) reportaron que los compuestos fendlicos se degradan a temperaturas
superiores a 55 °C. Por otra parte, Arrieta-Baez et al. (2012), reportan que
temperaturas de 121 °C causan cambios estructurales y la formacion de

dimeros de los acidos hidroxicinamicos.

Los AX de cadena larga no fueron cuantificados en el polvo, pero considerando

el contenido del concentrado de d&smosis, se puede asumir que estos
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representan aproximadamente el 35% del contenido de sdlidos solubles (346.8
+ 55 g/ kg MS). Las sales de calcio y oligbmeros de arabinosa y xilosa
representarian el 23% y el 28%, de acuerdo a lo reportado por Ignacio-Pacheco
(2015).

6.1.6 Conclusiones

El proceso integral de filtracion por membranas evaluado en el presente trabajo,
permite el tratamiento efectivo de un efluente altamente contaminante mediante
la separacion de sus fracciones que pueden ser empleadas como fuentes de

materiales parcialmente purificados con potencial comercial.

Interacciones moleculares entre los compuestos fendlicos y la superficie de la
membrana de 6smosis inversa ocasionan pérdidas de este tipo de material,
debido a que quedan adsorbidos en su superficie por lo que el proceso de
concentracion resulta deficiente. También durante el secado por aspersion del
concentrado de Osmosis inversa se evidencia pérdida del material fendlico,

pese a los cortos tiempos de duracion del proceso.

6.1.7 Recomendaciones y Perspectivas

1.- Analizar la influencia del pH del nejayote sobre los procesos de filtracion por
membrana, particularmente por ésmosis inversa, para evitar la adsorcion de los

compuestos de interés.

2.- Estudiar membranas de 6ésmosis inversa o de nanofiltracibn de cortes
efectivos muy bajos (< 100 kDa), construidas con materiales diferentes a la

poliamida para minimizar la adsorcién de compuestos fendlicos.

3.- Caracterizar membranas de ultrafiltraciéon de cortes efectivos de 1000 kDa o

menores para lograr una separacion efectiva de los arabinoxilanos de cadena
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larga u oligdbmeros que luego pueden interferir en los procesos de concentracion

por Gsmosis inversa.

4.- Optimizar las condiciones de las temperaturas del secado para reducir la

degradacién de los compuestos fendlicos de interés, como el AF.

5.- Estudiar el material contenido en el concentrado de ultrafiltracion como

fuente de carbohidratos para la produccion de biocombustibles.

6.2 Sistema de Células en Reposo y en Crecimiento de Bacillus megaterium
para la Biotransformacion de AF a 4VG

6.2.1 Biotransformacién de AF Puro en un Sistema de Células en Reposo

Se evalué la eficiencia de transformacion, medida a través de diferentes
parametros cinéticos, de un sistema de células en reposo con soluciones de AF
de diferente concentracion (5, 10, 15 y 25 mM en buffer de fosfatos). Las

cinéticas de biotransformacion se muestran en la Figura 8.

En la cinética de biotransformacién para una concentracion inicial de 5 mM de
AF, en donde se observa que el proceso arrancé de forma inmediata,
alcanzando un méaximo de 3.8 mM de 4VG a las 12 horas, con un remanente de
1.42 mM de AF, que corresponden a una productividad de 0.32 mM/h de 4VG,
un rendimiento molar de bioconversién del 76% (Figura 8A). Posterior a este
periodo, la produccion de 4VG se detuvo, aunque el consumo de AF continud
hasta las 24 h. Posiblemente a partir de las 12 horas, el 4VG empieza a
degradarse alcanzando un equilibrio dinamico entre la velocidad de formaciény
la velocidad de degradacion o en su defecto el AF es metabolizado,
favoreciendo la formacion de otros subproductos o intermediarios. Al cabo de
24 h, el porcentaje de consumo de AF fue del 89%. Chai et al. (2013),

reportaron la capacidad de la cepa Cupriavidus sp. B-8 para la
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biotransformacion del AF, sin embargo, el 4VG producido fue rapidamente

metabolizado en &acido vainillinico y acido protocatecaico.

Estos resultados demuestran una productividad de 4VG mucho mas elevada a
la de otros reportes. Por ejemplo, Mishra et al. (2014), reportaron una
productividad de 0.05 mM/h de 4VG empleando una cepa de Bacillus cereus,
con una concentracion inicial de 2.5 mM de AF. Recientemente, Paz et al.
(2016), obtuvieron una productividad de 0.02 mM/h, empleando una cepa de

Bacillus aryabhattai con una concentracion inicial de 5 mM de AF.
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Figura 8. Cinéticas de biotransformacion en un sistema de células en reposo de B.
megaterium a concentraciones variables de AF. A) 5 mM AF, B) 10 mM AF, C) 15 mM
AF y D) 25 mM AF.
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En la cinética de biotransformacion con 10 mM de AF se observd un maximo de
produccién de 4.9 Mm de 4VG a las 16 horas de biotransformacién, con un
remanente de 3.6 mM de AF, que corresponden a una productividad de 0.30
mM/h, con un 76% de rendimiento molar de bioconversion (Figura 8B). A partir
de las 16 h, la conversion del AF en 4VG quedd detenida, al igual que el
consumo de AF, por lo que el porcentaje de consumo de AF fue del 64%. En la
cinética de biotransformacion con 15 mM de AF inicial, en donde se observo
una producciéon mucho mas lenta de 4VG, obteniendo un maximo de 4.7 mM de
4VG a las 24 horas de biotransformacion, con un remanente de 11 mM de AF,
que corresponden a 0.19 mM/h de productividad y un 76% de rendimiento

molar, con un porcentaje de consumo de AF del 36% (Figura 8C).

Estos resultados sugieren que concentraciones cercanas a los 4.7- 4.9 mM de
4V G, ocasionan una inhibicion por producto en el sistema de biotransformacion
con células en reposo. Ma y Daugulis (2014) reportaron que la
biotransformacion del AF es un mecanismo por el cual los microorganismos
reducen la toxicidad del medio en el que se encuentran. Sin embargo, los
intermediarios del proceso como la vainillina o el 4VG pueden ser inclusive mas

toxicos que el AF, ocasionando una inhibicién en el metabolismo microbiano.

Por otra parte, Lee et al. (1998), establecieron que la acumulacién a una
concentracion superior de 2 mM de 4VG en el citoplasma de Bacillus pumilus,
ocasiona una drastica disminucién en la actividad de la descarboxilasa del AF,

gue es la enzima responsable de su biotransformacién en 4VG.

En la cinética de biotransformacién con 25 mM de AF (Figura 8D), se obtuvo
una concentracion maxima de 3.4 mM de 4VG a las 24 h de biotransformacion y
un 25% de consumo de AF, correspondientes a una productividad de 0.14
mM/h de 4VG, con un 49% de rendimiento molar. Los resultados muestran
claramente que a medida que se incrementd la concentracion de AF, la
velocidad de bioconversion fue disminuyendo. Este hecho también indica un

fendbmeno de inhibicidén por sustrato del sistema.
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La toxicidad del AF y sus derivados se ha correlacionado con la pérdida de la
viabilidad de las células en los procesos de biotransformacion (Ou y Kwok,
2004). Sin embargo, el efecto de estos compuestos fendlicos puede variar
dependiendo del microorganismo empleado (Licandro-Seraut et al., 2013). Se
ha reportado que las bacterias Gram positivas, tal es el caso de Bacillus
megaterium, presentan una mayor pérdida de viabilidad si son sometidas a
concentraciones superiores a 5 mM de AF (Sikkema et al., 1995). El AF al
presentar una polaridad mas baja en comparacion a otros compuestos
fendlicos, favorece su transporte a través del citoplasma y de la bicapa lipidica
de la membrana. La acumulacion del AF disminuye la permeabilidad de la
membrana, ocasionando posteriormente su ruptura y la liberacién del material

intracelular (Borges et al., 2012).

Es por esto, que para evaluar procesos de biotransformacién con una
concentracion igual o superior a 5 mM de AF, se han empleado sistemas de
biocatalisis con el extracto de células lisadas o la enzima descarboxilasa del AF
pura (Rosazza et al., 1995). Li et al. (2008), reportaron la produccion de 2.55
mM de 4VG posterior a las 12 horas de biotransformacion con el extracto crudo
de la cepa Enterobacter sp. Px6-4 a una concentracion inicial de 5 mM de AF.
Mathew et al. (2007), evaluaron la biotransformacion a una concentracion inicial
de 10 mM de AF con el extracto crudo de Debaryomyces hansenii, obteniendo

una produccién de 9.78 mM de 4VG a las 10 horas.

Por lo anterior se deduce que la implementacion de sistemas de biocatalisis con
extractos crudos 0 enzimas puras, permite incrementar la produccion de 4VG
en cortos periodos de tiempo. Sin embargo, se ha reportado que las células en
reposo presentan una mayor estabilidad en la actividad enziméatica en
comparacién a las células lisadas e inclusive enzimas puras. Otras de las
ventajas de las células completas es que se evita la implementacion de
métodos costosos de purificacion, y ademas las células pueden emplearse
como biocatalizadores en multiples procesos de biotransformacion (Zhang et
al., 2012; Forti et al, 2015).
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El resumen comparativo entre los pardmetros cinéticos para las diferentes
concentraciones iniciales de AF en el sistema de células en reposo se muestra
en la Figura 9.
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Figura 9. Parametros cinéticos de biotransformacion de AF puro con el sistema de
células en reposo de B. megaterium. A) Produccion méxima de 4VG (mM), B)
Consumo molar de AF (%) a las 24 horas del proceso, C) Rendimiento molar producto-
sustrato (%) y D) Productividad (mM h). Diferente literal indica diferencia significativa
(p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparacion de medias de Tukey-Kramer.

Se observd un incremento en la concentracion de 4VG hasta a un limite
maximo de produccion de 4.9 mM de 4VG con una concentracion de 10 mM de

AF (p<0.05). El incremento a una concentracion de 25 mM de AF ocasiono una

57



disminuciéon en la produccion de 4VG debido a los fendmenos de inhibicién

tanto por sustrato como por producto anteriormente descritos (Figura 9A).

En los parametros de consumo de AF y productividad (Figuras 9B y 9D
respectivamente), la tendencia es muy similar observando una relacion
inversamente proporcional entre la concentracion de AF y los valores de los

parametros analizados.

En el caso de los rendimientos (Figura 9C), a concentraciones entre 5y 15 mM
se alcanzaron rendimientos cercanos al 70%, teniendo una caida hasta de un
50% de rendimiento a la concentracion de 25mM. Este comportamiento sugiere
gue el AF pudiera estar siendo empleado también como fuente de carbono para
mantener la viabilidad de las células, debido al estado de latencia que
presentan las células en reposo por la ausencia de una fuente de carbono de

asimilacion rapida.

6.2.2 Biotransformaciéon de AF con Polvo Reconstituido y Nejayote
Clarificado en un Sistema de Células en Crecimiento

Se comparé el sistema de biotransformacion de células en crecimiento en una
solucion reconstituida de nejayote en polvo con una concentracién de 5.9 mM
de AF y nejayote clarificado con una concentracion de 5.3 mM de AF. Los
cromatogramas correspondientes se presentan en la Figura 10. Mientras que en
el sistema de células en crecimiento en la solucién de polvo de nejayote
reconstituido no se observd ni el consumo, ni la produccion de 4VG (Figura
10A), en el sistema con nejayote clarificado se obtuvo una concentracién de
2.13 mM de 4VG (Figura 10B), evidenciandose también el consumo de AF. En
la Figura 10A se logra apreciar una serie de picos con un Rf inferior a los del
AF, que por las caracteristicas del método de HPTLC empleado, se tratarian de
compuestos de mayor polaridad, posiblemente compuestos fendlicos

glicosilados.
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Coincidentemente con los cromatogramas, la diferencia entre la concentracion
de fenoles totales (establecida por el método de Folin-Ciocalteau) y la
concentracién de AF (establecida por HTPLC) es 24% mas alta en la solucion
reconstituida de polvo de nejayote que en el nejayote clarificado (1.1 g/L y 0.74
g/L respectivamente). Este contenido méas alto de otros compuestos de
naturaleza fendlica puede deberse a cambios estructurales y formacién de
dimeros a temperaturas superiores a los 100 °C empleados en el secado por
aspersion (Arrieta-Baez et al.,, 2012), y que al parecer la presencia de estos

compuestos estaria ocasionando la inhibicién del sistema de biotransformacién.
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Figura 10. Biotransformacion de AF a 4VG con: A) polvo de nejayote reconstituido y B)
nejayote clarificado, con una cepa de B. megaterium.
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En la Figura 11 se presenta la cromatoplaca correspondiente de alicuotas de
diferentes tiempos, de la solucion reconstituida de polvo de nejayote
reconstituido, conteniendo aproximadamente 5 mM de AF, incubada con la

cepa de B. megaterium,

(4VG) Rf 0.70

(AF) Rf 0.45

Figura 11. Cromatoplaca de TLC de alicuotas de una solucién de biotransformacion de
polvo de nejayote reconstituido. Carril 1: Estandar de AF; Carriles 2-8: hora 0, 2, 4, 6,
8, 10 y 12 respectivamente.

La Figura 11 muestra claramente que no existieron cambios a lo largo del
tiempo en la concentracion del AF ya que las bandas correspondientes (Rf 0.45)
muestran la misma intensidad y tampoco se aprecia la aparicion de alguna
banda en la zona cercana a un Rf de 0.70, caracteristico del 4VG. De acuerdo a
esta técnica analitica, se confirma también la presencia de compuestos
altamente polares y activos a la luz UV que no migran (permanecen en la zona
de depdsito) y otros que migran ligeramente y se encuentran distribuidos entre
un Rf de 0.1 a 0.25, que podrian estar inhibiendo el sistema de

biotransformacion con células en crecimiento de B. megaterium.
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6.2.3 Biotransformacién de Nejayote Clarificado, Enriquecido con AF en
un Sistema de Células en Crecimiento

Para evaluar el efecto de la concentracién de compuestos fendlicos en los
procesos de biotransformacién de AF a 4VG sobre un fondo de carbohidratos y
sales de calcio contenidos en el nejayote clarificado, se procedio a enriquecer el
nejayote con AF puro (10, 15 y 25 mM AF), desarrollando el proceso de

biotransformacioén en un sistema de células en crecimiento.

En la Figura 12 se muestran las cinéticas de crecimiento de B. megaterium en

el nejayote enriquecido bajo las condiciones de 37 °C y 120 rpm.
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento de Bacillus megaterium en nejayote clarificado
enriquecido con AF puro.

El crecimiento de B. megaterium en el sistema de biotransformacion con
nejayote enriquecido se vio limitado por las concentraciones de AF evaluadas.
La fase lag de Bacillus megaterium tuvo una duracion aproximada de 5 h a las

concentraciones mas bajas, de 6 h a la concentracion de 15 mM de AF yde 8 h
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a la concentracion de 25 mM. En la Tabla 7 se presentan otros parametros
cinéticos de crecimiento de Bacillus megaterium en nejayote enriquecido. Se
observa que la tasa especifica de crecimiento maxima (U max) fue en descenso
a medida que se incremento la concentracion de AF, un fendmeno similar se

observd con la biomasa maxima.

Tabla 7. Parametros cinéticos de crecimiento de B. megaterium en nejayote
enriquecido.

5mM AF 10 mM AF 15 mM AF 25 mM AF

uméax (h) 0.08+0.01* 0.06+0.01*° 0.03+0.01° 0.02+0.01°

Biomasa
méaxima  4.84 + 0.062 4.03 +0.02° 2.92 +0.04°  2.55 +0.05¢

QL)

Los datos se representan como la media * la desviacion estandar de dos procesos
experimentales independientes. Diferente literal en la misma linea indica diferencia significativa
(p<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones de media de Tukey-Kramer.

Ademas de los mecanismos de inhibicion del AF reportados anteriormente,
Winlker y Kao (2011) observaron que una concentracion igual o superior a 20
mM de AF ocasionan una inhibicion en el crecimiento de Lactobacillus brevis
por una represién en los genes que codifican proteinas asociadas al
metabolismo de aminoacidos y carbohidratos, y proteinas implicadas en la

division celular.

Por el contrario, se ha observado que concentraciones mas bajas de AF que las
evaluadas en el presente estudio, han causado una drastica reduccién en la
velocidad de crecimiento de las células de diversos microorganismos en

procesos de biotransformacién. Chai et al. (2013), reportaron una p de 0.01 h™*
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aproximadamente, en un cultivo liquido de Cupriavidus sp. B-8 con una
concentracion de 1 mM de AF vy la fase estacionaria se alcanzé a las 20 horas
de cultivo. Campos et al. (2003) obtuvieron una p de 0.02 h* en un cultivo
liquido de Lactobacillus hildardii a una concentracion de 2.5 mM de AF; sin
embargo, se observd que la fase estacionaria del cultivo se alcanz6 a las 100
horas. Por el contrario, Stead (1993) reportd una completa inhibicion en el
crecimiento de Lactobacillus brevis y Lactobacillus collinoides en un cultivo

liquido con una concentracion de 5 mM de AF.

En la Figura 13 se muestran las cinéticas de biotransformacion del AF a 4VG en
nejayote enriquecido. La produccion de 4VG con nejayote a 5 mM de AF se
muestra en la Figura 13A. EI consumo del AF present6é una caida exponencial a
partir de las 6 horas hasta las 8 h de biotransformacion, punto en el cual
también se alcanzd la méaxima concentracién de 4VG de 2.11 mM, que

corresponde a un rendimiento molar del 36% y una productividad de 0.264 mM/
h.
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Figura 13. Cinéticas de biotransformacion en un sistema de células en crecimiento de
B. megaterium con nejayote clarificado A) 5 mM AF y con nejayote enriquecido a
concentraciones de AF variables: B) 10 mM AF, C) 15 mM AF y D) 25 mM AF.

En la cinética de biotransformacién con nejayote enriquecido a 10 mM de AF se
observd un rapido consumo del AF posterior a las dos horas de
biotransformacion, para después disminuir gradualmente hasta las 10 horas,
punto en el cual su consumo se detuvo y se alcanzo la maxima concentracion
de 2.38 mM de 4VG, que corresponde a un rendimiento molar de conversion del
26% y una productividad de 0.24 mM/ h (Figura 13B)

En el proceso de biotransformacién a 15 mM de AF se presentd un descenso
practicamente lineal en la concentracion de AF hasta las 10 horas de
biotransformacion, punto a partir del cual se mantuvo estacionaria. En este
punto también se alcanzé el maximo de produccion de 3.79 mM de 4VG,
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correspondiente a una conversion molar del 33% y una productividad de 0.38
mM/ h (Figura 13C).

Cabe destacar, que en los procesos de biotransformacién con 5, 10 y 15 mM de
AF, se observd una disminucién en la concentracion de 4VG posterior a las 10
horas de cultivo. Esto sugiere que el 4VG puede ser metabolizado por las
células en crecimiento de Bacillus megaterium. Sin embargo, no se identifico
otro metabolito relacionado con la descarboxilacion del AF, tal es el caso de la
vainilina. Este fendmeno podria indicar que ademas del AF, el 4VG puede ser

empleado como fuente de carbono en el metabolismo de Bacillus megaterium.

Un comportamiento diferente se observd en la biotransformacién a 25 mM de
AF, en donde se obtuvo una concentracion de 6.13 mM de 4VG,
correspondiente a un 75% de rendimiento molar de bioconversion y una
productividad de 0.51 mM/ h. Contrario a lo observado en los otros procesos de
biotransformacion, no se presentd una disminucion en la concentracion de 4VG
posterior a las 10 horas de cultivo, lo cual sugiere que la acumulacion de 4VG a
concentraciones mayores de 6 mM ocasiona una inhibicion en el metabolismo

de las células en crecimiento, evitando la degradacién de 4VG (Figura 13D).

Diversos residuos agroindustriales de arroz, salvado de cereales y aceite de
palma, que contienen concentraciones mucho menores a 5 mM de AF, han sido
empleados principalmente como precursores para la produccién de compuestos
aromaticos de alto valor agregado como la vainilina (Zamzuri y Abd-Aziz,
2012). Especificamente para la producciéon del 4VG, Salgado et al. (2012),
emplearon 1.54 mM de AF purificado a partir de residuos lignocelulésicos, en
donde obtuvieron una productividad de 0.02 mM / h de 4VG en fermentacion en
estado sélido. Por lo tanto, el nejayote enriquecido presenta un potencial para el
crecimiento de células de B. megaterium y la produccién biotecnolégica de 4VG

en cortos periodos de tiempo.
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Se realizd un resumen comparativo de los pardmetros cinéticos del sistema de
células en crecimiento para las diferentes concentraciones iniciales de AF
(Figura 14).
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Figura 14. Parametros cinéticos de biotransformacion de nejayote enriquecido con AF,
con el sistema de células en crecimiento de Bacillus megaterium. A) Produccién de
4VG (mM), B) Consumo molar de AF (%), C) Rendimiento molar sustrato-producto (%)
y D) Productividad (mM h). Diferente literal indica diferencia significativa (p<0.05) de
acuerdo a la prueba de comparacién de medias de Tukey-Kramer.

Contrariamente a lo observado en el sistema de células en reposo, se observo
una relacién directamente proporcional entre los parametros referidos a la
concentracion maxima de 4VG, rendimiento y productividad (Figura 14A, 14C y

14D respectivamente) y la concentracion de AF. Unicamente el porcentaje de

66



consumo de AF (Figura 14B), el comportamiento fue similar al del sistema de

células en reposo, observando una relacion inversamente proporcional.

Esta diferencia observada entre los sistemas de células en reposo y en
crecimiento puede ser debido al estado metabdlico en el que se encuentran las
células de B. megaterium. Por un lado, la ausencia de fuentes de carbono de
facil asimilacion y de nitrogeno en el sistema de células en reposo limita la
generacion de nuevas células. Adicionalmente, la concentracion del AF y la
acumulacion de 4VG en este sistema ocasionan un estrés en la célula,
pudiendo ocasionar una pérdida significativa de la viabilidad. Por el contrario, el
nejayote empleado como medio de cultivo, aporta carbohidratos de facil
asimilacién a las células en crecimiento de Bacillus megaterium. Esto permitiria
disminuir el estrés generado por la presencia de los compuestos fendlicos,

obteniendo una mayor produccion de 4VG.

Sin embargo, la concentracion de 6 mM de 4VG producida ocasioné una
inhibicion en el metabolismo de Bacillus megaterium, evitando el consumo del
4VG como fuente de carbono para el crecimiento de las células. La pérdida de
viabilidad ocasionada por la inhibicién del metabolismo, pudo ocasionar que la
cepa de Bacillus megaterium actuara como un biocatalizador de célula completa
y de esta forma incrementara la produccion de 4VG, alcanzando la
productividad mas alta (0.51 mM/ h de 4VG) (p<0.05).

Los resultados obtenidos en el presente estudio se compararon con lo
reportado para otros microorganismos en sistemas de células en crecimiento
(Tabla 8)
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Tabla 8. Biotransformacion del AF a 4VG en sistemas de células viables.

_ _ AF 4VG Y p/s  Productividad _
Microorganismo Referencia
(mM) (mM) (%) (mM/ h)
. Karmakar
Bacillus coagulans 5 6 120 0.86
et al., (2000)
_ _ Baqueiro-
Asperguillus niger
411 1.6 60 0.013 Pefa et al.,
DAR2
(2010)
Lactobacillus Adamu et
o 0.26 0.06 15 0.001
farciminis al., (2012)
Enterobacter Hunter et
5 5.6 112 0.07
aerogenes al., (2012)
Streptomyces Max et al.,
- 5 5.9 118 0.46
setonii (2012)
Bacillus
megaterium 5 3.8 93 0.32
Presente
(reposo) )
) estudio
Bacillus
_ (2016)
megaterium 25 6.12 75 0.51

(crecimiento)

Diversos estudios con bacterias, tales como Bacillus coagulans, Enterobacter
aeroegenes y Streptomyces setonii han reportado rendimientos de
bioconversion del AF mayores al 100% (Karkamar et al., 2000; Hunter et al.,
2012; Max et al., 2012). Sin embargo, de acuerdo a la relacion estéquiometrica
de la reaccién de la descarboxilacion del AF, la produccion de 4VG vy la

productividad reportada en estos estudios se encuentran sobreestimadas. Esto
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debido posiblemente por un error en la cuantificacién del 4VG ocasionado por la
degradacioén del estandar comercial del 4VG, tal como se pudo comprobar en el
presente trabajo (datos no reportados). Pese a que dichos resultados resultan
poco confiables, en la Tabla 7 se observa que Unicamente la cepa de B.
coagulans (Karmakar et al, 2000), tendria una productividad mayor a la
obtenida en el presente estudio, aunque la mayor concentraciéon de 4VG

alcanzada es la que se reporta en este trabajo de tesis.

6.2.4 Conclusiones

Los CF diferentes al AF a una concentracién de 1.087 g/L o superior contenidos
en el polvo deshidratado de nejayote, ocasionaron una completa inhibicion en el
sistema de biotransformacién con células en crecimiento de Bacillus

megaterium.

Se presentaron diferencias en la eficiencia de la biotransformacién del AF a
4V G dependiendo del estado metabdlico de las células de Bacillus megaterium.
El sistema de células en reposo de Bacillus megaterium resulto mas eficiente en
la bioconversion a 4VG con una concentracion inicial de 5 mM de AF puro. Asi
mismo, las células en crecimiento presentaron una mayor eficiencia de
biotransformacion con nejayote clarificado, enriquecido a una concentracion de
25 mM de AF.

En ambos sistemas de biotransformacién, el AF a concentraciones mayores de
10 mM ocasiona una inhibicion por sustrato. Mientras que el 4-vinilguayacol

muestra una inhibicién por producto mas drastica que el &cido ferulico.
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6.2.5 Recomendacionesy Perspectivas

1.- Caracterizar e identificar los compuestos fendlicos diferentes al AF

contenidos en el polvo deshidratado de nejayote.

2.- Establecer métodos de remocion de los compuestos fendlicos diferentes al
AF para disminuir el fendmeno de inhibicién en el sistema de biotransformacion

con células en crecimiento.

3.- Implementar un sistema de biocatalisis con células completas de Bacillus

megaterium para reducir el fenbmeno de inhibicidén por sustrato y por producto.

6.3 Sistema de Biocatélisis con Células Completas de B. megaterium para la
Descarboxilacion de AF

6.3.1 Descarboxilacion del AF en un Sistema de Biocatalisis con Células
Completas de Bacillus megaterium

Se evalud la descarboxilacién del AF a una concentracion de 5 mM en un
sistema de biocatdlisis con células completas. Como se muestra en la Figura 15
el sobrenadante del sistema de biocatélisis mostr6 cambios en el patron de
absorcién UV a lo largo del tiempo. La descarboxilacion del AF conduce a un
cambio hipocromico en los maximos de absorcion del AF (A max: 290 y 320 nm)
al 4-vinilguayacol que presenta un maximo de absorcién de 254 nm. Al inicio del
proceso se presenta el espectro caracteristico del AF, mientras que a las 9
horas el espectro es muy similar al del 4VG, infiriendo que se tuvo un alto grado

de conversion.

Un analisis por HPTLC de las alicuotas mostré que efectivamente, la conversion
molar del AF fue del 94%. Este resultado mostré un incremento del 18% de la
eficiencia de conversion molar en relacion con el sistema de biotransformacién

con células viables, el cual presentd un 76% de conversion molar del AF a las
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12 horas. En términos de productividad no se presentaron diferencias, el
sistema de biocatalisis con células completas alcanzé valores de 0.37 mM/h,

mientras que el sistema de bioconversion 0.32 mM/h.

2.5 1
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1.5 1
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1.0

4 horas

0.5 1 9 horas
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200 250 300 350 400
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Figura 15. Descarboxilacion del AF para la produccién de 4VG en un sistema
biocatalisis de células completas de Bacillus megaterium.

De acuerdo a los resultados obtenidos con el AF, se evalu6 también el sistema
de biocatalisis en la descarboxilacion de otros acidos hidroxicinamicos como los
acidos o-cumarico, m-cumarico, p-cumarico, cafeico; sinapico, y cinamico
(Figura 16). Se observé una mayor eficiencia en la descarboxilacion del acido
pC (100%), seguido por el AF (87%) y por ultimo el CF (19%), como se muestra
en la Figura 17. Los derivados 4-vinilos obtenidos de la descarboxilacién fueron
el 4-vinilfenol, 4-vinilguayacol y el 4-vinilcatecol, respectivamente (Laforgue y
Lonvaud-Funel, 2012). Los otros 4 acidos no pudieron ser descarboxilados por

sistema de biocatalisis empleado.
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Figura 16. Estructura quimica de los acidos hidroxicinamicos (AH). 1) acido ferulico
(AF); 2) &cido p-cumarico (pC); 3) acido cafeico (CF); 4) acido sinapico (SP); 5) acido
o-cumarico (0C); 6) acido m-cumarico (mC) y 7) acido cinamico (CN).

La descarboxilacion de los AH para la producciéon de los derivados 4-vinilos es
llevada a cabo por la enzima descarboxilasa mediante una reaccion catalitica
estereospecifica, en donde es indispensable la cadena lateral propenoide
caracteristica de los AH y un grupo hidroxilo en la posicién para en la estructura
del anillo aromético. Ambos grupos funcionales interactian con el sitio de unién
del sustrato de la enzima por medio de puentes de hidrogeno (Gu et al., 2011).
Como se muestra en la Figura 16, de los siete AH evaluados en el presente
estudio, solamente los AF (1), pC (2), CF (3) y SP (4) presentan un grupo
hidroxilo en la posicion para de la estructura del anillo bencénico. Sin embargo,
no se presentd actividad descarboxilasa sobre el SP posiblemente por un
impedimento estérico de la reaccidn por el grupo metoxilo en la posicién 5 del

anillo aromatico. Nuevamente el caso del CN, la ausencia del grupo hidroxilo en
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la posicion para, seria la causante de la ausencia de la decarboxilacion de este

acido.
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Figura 17. Actividad descarboxilasa de las células completas de Bacillus megaterium
sobre los acidos hidroxicinamicos (AH); acido o-cumarico (0C); &cido m-cumarico (mC);
acido p-cumarico (pC); acido cafeico (CF); &cido sinapico (SP); acido cinamico (CN);
acido ferulico (AF) a una concentracion 2.5 mM.

La descarboxilacion de los AH para la produccion de los derivados 4-vinilos es
llevada a cabo por la enzima descarboxilasa mediante una reaccién catalitica
estereospecifico. En donde, es indispensable la cadena lateral propenoide
caracteristico de los AH y un grupo hidroxilo en la posicién para en la estructura
del anillo aromético. Ambos grupos funcionales interactiian con el sitio de unién
del sustrato de la enzima por medio de puentes de hidrogeno (Gu et al., 2011).
Como se muestra en la Figura 16, de los siete AH evaluados en el presente
estudio, solamente el AF (1), pC (2), CF (3) y SP (4) presentan un grupo
hidroxilo en la posicion para de la estructura del anillo bencénico. Sin embargo,

no se presentd actividad descarboxilasa sobre el SP posiblemente por un
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impedimento estérico por el grupo metoxilo en la posicion 5 del anillo aromatico.
No se observo actividad descarboxilasa sobre oC (5), mC (6) y CN (7) debido a
gue en el caso del oC y el mC el grupo hidroxilo del anillo aromatico se
encuentra en posicién orto y meta, respectivamente. Mientras que en el caso

del CN, fue debido a la ausencia del grupo hidroxilo en el anillo bencénico.

Estos resultado sugieren que el crecimiento de Bacillus megaterium en el
nejayote esta relacionado con la capacidad de descarboxilar el ApC y el AF
contenidos en el nejayote. Resultados similares han sido reportados
anteriormente con la descarboxilasa pura de Bacillus subtilis, Brettanomyces
anomalus y Lactobacillus plantarum (Cavin et al., 1998; EdIlin et al., 1998;
Rodriguez et al., 2008; Rivas et al.,, 2009). No obstante, en comparaciéon a lo
reportado en el presente estudio, la descarboxilasa de estos microorganismos
presentd una mayor especificidad sobre CF, seguido del pC y por dltimo el AF.
Por otro lado, la descarboxilasa de Bacillus pumilus mostr6 una mayor actividad
sobre el pC en comparacion con el AF, aunque el CF no fue evaluado el estudio

realizado por Degrassi et al., (1995).

Li et al. (2008), reportaron que los microorganismos mencionados anteriormente
presentan regiones de aminoacidos altamente conservadas en el sitio catalitico
de la descarboxilasa que usa AH como sustrato, motivo por el cual comparten
un mecanismo de catalisis muy similar, en donde el grupo hidroxilo en posicion
para de los AH es desprotonado para generar un flujo de electrones a través de
la estructura fenolica. Posteriormente, se forma un centro nucledfilo en el grupo
carboxilo de la cadena lateral propenoide de los AH para la formacion de un
intermediario quinoide. Este intermediario es rapidamente descarboxilado

produciendo el derivado 4-vinilo y CO» (Lee et al., 2015).

Las regiones altamente conservadas y el mecanismo de catdlisis comun,
sugieren estas descarboxilasas estan involucradas en el proceso de
desintoxicacion general en las bacterias, que permite convertir compuestos
fendlicos toxicos a derivados de menor toxicidad (Prim et al., 2003). Con base

en los resultados obtenidos en la descarboxilacion de AH, la descarboxilasa de
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Bacillus megaterium presenta un mecanismo de catélisis similar a lo descrito
por Lee et al., (2015).

6.3.2 Seleccion de Parametros Optimos de Temperatura y pH parala
Descarboxilacion del AF

Con el objetivo de desarrollar un sistema adecuado para la descarboxilacion del
AF, se evalu6 el efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad
descarboxilasa de las células completas de Bacillus megaterium. (Figura 18). La
temperatura Optima para la descarboxilacion del AF se evalu6 en un rango de
20°C a 70°C como se muestra en la Figura 18A. La actividad descarboxilasa
increment6 casi de manera lineal a partir de los 20°C hasta alcanzar el maximo
de actividad a una temperatura de 40°C, observando una drastica disminucion

de la actividad a temperaturas superiores a los 40°C.

La termoestabilidad se evalu6 incubando el biocatalizador a 30 °C, 40°C y 50°C
durante 4 horas y se midio la actividad residual. A pesar de que la temperatura
optima de la actividad descarboxilasa se determiné a 40 °C (Figura 18A), al
momento de evaluar la termoestabilidad a esta temperatura, se presentd una
disminucion paulatina de la actividad, obteniendo un t ¥2 de una hora (Figura
18B). Por otro lado, cuando la termoestabilidad se evalué a 50°C, se observd
una pérdida total de la actividad a los 15 minutos de incubacion del
biocatalizador, lo que no permiti6 determinar el tiempo de vida media (ti.)
(Figura 18B). Por el contrario, el biocatalizador mostré6 una mayor estabilidad a
30 °C, conservando el 87% de su actividad a las 4 horas de incubacion,

obteniendo un t%2 de 8 horas (Figura 18B).
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la actividad descarboxilasa del
biocatalizador. A) Temperatura optima de la actividad descarboxilasa y B) estabilidad
térmica a 30°C (m), 40°C (o) y 50 °C (A). *nd = no determinada
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Diversos reportes seflalan que las descarboxilasas del AF puras de Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, presentan una temperatura
optima de 40 °C, que es similar a lo reportado en el presente estudio con la
descarboxilasa de Bacillus megaterium (Degrassi et al., 1995; Cavin et al.,
1998; Hu et al., 2015). Por el contrario, Landete et al. (2010), reportaron que la
descarboxilasa de Lactobacillus brevis presentd una temperatura 6ptima de 22
°C. Las descarboxilasas de los microorganismos mencionados anteriormente
muestran un 100% de actividad a 20 °C posteriores a 24 horas de incubacion.
Estos resultados sugieren que las descarboxilasas pertenecientes al género

Bacillus son termolabiles a temperaturas superiores a los 30 °C.

La termoestabilidad de las proteinas ha sido asociada a su contenido de hélices
a. Un incremento en la cantidad de hélices a, confiere una mayor estabilidad
conformacional a la proteina brindando resistencia a altas temperaturas
(Fimbres-Garcia, 2016). A la fecha, son pocos los estudios en donde se reporta
el modelo estructural de las descarboxilasas de AH, motivo por el cual se tomd
como modelo de estudio la descarboxilasa de Enterobacter sp. Px64 reportada
por Gu et al. 2011, la cual es altamente conservada en Bacillus subtilis y
Lactobacillus plantarum (Rodriguez et al., 2010). La estructura de esta proteina
estd compuesta por 9 laminas B, 2 hélices a y 2 hélices n; por lo que el
contenido bajo de hélices a, pudiera ocasionar la pérdida de estabilidad a

temperaturas superiores de los 35 °C en las descarboxilasas.

El efecto del pH sobre la actividad descarboxilasa del biocatalizador se muestra
en la Figura 19. El pH 6ptimo de la actividad se evalud en un rango de pH 4 a
pH 10 a 30 °C (Figura 19A). No se observd actividad enzimatica del
biocatalizador a pH 4, pero, el incremento del pH ocasiondé un aumento de la
actividad alcanzando el maximo a pH 5.5 posteriormente a partir del pH 6, se
observo una disminucion de la actividad de manera lineal conforme el valor de
pH incrementaba. La actividad disminuy0 hasta alcanzar valores de actividad

relativa de 0%.
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La triada catalitica de la descarboxilasa, que esta altamente conservada en
bacterias y esta conformada por los aminoacidos tirosina, acido glutamico y
asparagina. Las propiedades de ionizacion de estos aminoacidos estan
directamente relacionadas con el pH del medio. El pH éptimo de la actividad de
la descarboxilasa es de pH 5.5, debido a que en este pH la tirosina se
encuentra ionizada y el acido gluthmico tiene carga neutra lo cual favorece la
descarboxilacién del AF, de acuerdo al mecanismo reportado por Gu et al.,
(2011).

Por otro lado, la estabilidad del biocatalizador se evalu6 a los pH 5, 6 y 7,
incubando el biocatalizador a una temperatura de 30 °C durante 4 horas.
Contrario a lo esperado, se observé que con pH 5 y pH 6 se obtuvo un t2 de
solo una hora, a pesar de que se presento la mayor actividad descarboxilasa en
este rango de pH (Figura 19B). La estabilidad de la proteina fue mayor a pH 7
en comparacion con los pH 5 y 6, debido a que se mantuvo el 90% de la
actividad a las 4 horas de incubacién, obteniendo un t' de 17 horas.

Esto puede ser debido a que a valor de pH menores a 7, las cadenas laterales
de los residuos de aminoacidos se ionizan generando repulsiones o atracciones
de cargas que repercutiran directamente en la estructura, disminuyendo la

actividad de la descarboxilasa.
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad descarboxilasa del biocatalizador. A) pH

optimo de la actividad descarboxilasa y B) estabilidad a pH S (¢), 6 (»)y 7 (e).
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6.3.3 Sistema de Biocatalisis Monofésico de Células Completas con AF
Puro y Nejayote Enriquecido

Se evalué la eficiencia de descarboxilacion del AF mediante un sistema
biocatalisis monofasico de células completas de B. megaterium con AF puro en
buffer de fosfatos 50 mM y con nejayote enriquecido a las concentraciones de
5, 10, 15 y 25 mM de AF. Los parametros cinéticos de la descarboxilacion del

AF se analizaron y se compararon entre las diferentes concentraciones de AF
como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Pardmetros cinéticos de descarboxilacion con AF puro y nejayote
enriquecido, en un sistema de células en reposo de Bacillus megaterium. A)
Produccioén de 4VG, B) Consumo molar de AF (%), C) Rendimiento sustrato-producto y
D) Productividad. Diferente literal en la misma concentracion de AF evaluado, indica
diferencia significativa (p<0.05) de acuerdo a la prueba de t para muestras
independientes.
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En ambos procesos se observd un incremento en la produccion de 4VG
conforme se incrementd la concentracion inicial de AF. No obstante, a una
concentracion de 5y 10 mM de AF puro se observo una produccion de 3.9y 6.8
mM de 4VG, lo cual fue mayor a lo obtenido con nejayote (p<0.05). Por el
contrario a concentraciones de 15 y 25 mM de AF no se observaron diferencias
en la produccién de 4VG con AF puro y nejayote (p>0.05). El maximo de
produccion con el sistema de células completas fue de 13.8 mM de 4VG con
nejayote enriquecido a 25 mM de AF, lo cual es 2.25 veces mayor a lo obtenido
con el sistema de células en crecimiento de Bacillus megaterium (6.12 mM de
4VG), que se presentd en la Seccién 6.2.3 del presente estudio. Estos
resultados demuestran que la implementacion de un sistema de biocatalisis con

células completas permitié incrementar la produccion de 4VG (Figura 20A).

El porcentaje de consumo molar de AF en ambos procesos fue similar (p>0.05);
aunque, se observd una ligera reduccion conforme el incremento en la
concentracién del AF y por ende una mayor produccion de 4VG (Figura 20B).
Esto sugiere que la acumulacién de 4VG ocasiona una inhibicion por producto
en la enzima descarboxilasa del AF. Este fendbmeno fue reportado por Lee et al.
(1998), quienes observaron una disminucién lineal drastica de la actividad
descarboxilasa de Bacillus pumilus como consecuencia de la acumulacién de

4VG (1.66 mM) en un sistema de biocatalisis monofasico.

Por otro lado, el rendimiento molar de descarboxilacion fue mayor con nejayote
enriguecido a 15 y 25 mM de AF (p<0.05) en comparacion con el AF puro,
obteniendo un rendimiento del 66% y 75%, respectivamente (Figura 20C), lo
cual podria ser atribuido a un incremento de la actividad descarboxilasa por los

iones Ca*? contenidos en el nejayote.

La productividad obtenida con AF puro y nejayote no presentd diferencias
significativas (p>0.05) cuando se compararon a la misma concentracién. Con
nejayote enriquecido a 25 mM de AF se obtuvo un maximo de productividad de

1.15 mM/ h (Figura 20D), lo cual es 3.6 veces mayor al rendimiento reportado
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en el presente estudio con las células en reposo y 2.2 veces mayor respecto a

las células en crecimiento de Bacillus megaterium.

Estos resultados demuestran que el sistema de células completas permite
incrementar la produccién de 4VG vy la productividad en comparacion con las
células en reposo y en crecimiento. Sin embargo, se ha reportado que los
procesos de biocatalisis con células completas son hasta 10 veces mas lentos
en comparacion con enzimas purificadas o células lisadas. Esto debido a que la
membrana celular de las bacterias Gram positivas limita la difusién del sustrato
y producto, debido a su alta composicion de peptidoglicano (Chen, 2007). Es
por esto, que los procesos de biocatalisis de células completas han sido
evaluados en sistemas bifasicos; en donde se emplea un solvente organico
inmiscible con la fase acuosa. Los sistemas bifasicos permiten minimizar el
tiempo de difusion del AF y el 4VG a través de la membrana, incrementando la

productividad del sistema de biocatalisis (Wohlgemuth, 2010).

6.3.4 Sistema de Biocatalisis Bifasico de Células Completas con Nejayote
Enriquecido

Para establecer un proceso de biocatélisis en un sistema bifasico adecuado, es
necesario la seleccién de un solvente que permita la particion exclusiva del 4VG
hacia la fase organica, ademas que el biocatalizador sea estable bajo estas
condiciones. Estudios realizados por Lee et al. (1998), establecieron un sistema
de biocatalisis bifasico, en donde seleccionaron hexano como fase organica
debido a que las células completas de Bacillus pumilus mantuvieron en 50% la
actividad descarboxilasa después de 24 horas de incubacién. Ademas,

observaron un coeficiente de particion alto del 4VG en comparacion al AF.

Con base a lo anterior, se selecciond al hexano como fase organica para la
descarboxilacion del AF con células completas de Bacillus megaterium. Se
evalué la estabilidad del biocatalizador en el sistema bifasico con buffer de

fosfatos 50 Mm a pH 7 y como fase acuosa en una proporcion 1:1 y se
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determiné la actividad relativa residual del biocatalizador como se muestra en la
Figura 21. Como control se empledé un sistema monofasico con buffer de
fosfatos 50 mM que contenia AF a una concentracion de 2.5 mM. Se observo
una disminucion del 20% en la actividad descarboxilasa del biocatalizador en el
sistema monofasico posterior a los 30 minutos de incubacion y esta se mantuvo
constante hasta el término de la incubacién (4 horas). Por el contrario, con el
sistema bifasico se presentd un incremento del 50% de la actividad residual a

las 4 horas de incubacion del biocatalizador.

Estos resultados demuestran que el biocatalizador es mas estable en un
sistema bifasico e inclusive la actividad descarboxilasa aumenta en
comparacién con un sistema monofasico. Este comportamiento podria deberse
a que los biocatalizadores de células completas del genero Bacillus han
demostrado poseer una mayor estabilidad en sistemas bifasicos con solventes
hidrofébicos que presentan un valor de coeficiente de reparto (Log P ) entre 2.7
y 4; como el hexano, tolueno, isooctano y ciclohexano (Ben-Bassat et al.,, 2007
Jung et al., 2013; Hu et al., 2015).

Se ha reportado que los solventes que tienen un valor de Log P entre 2 y 5
tienen una mayor toxicidad sobre células viables, debido a que solubilizan los
lipidos presentes en la membrana e inactivan proteinas de transporte y
sefalizacion (Heipieper et al., 1994). Sin embargo, esto puede ser una clara
ventaja en sistemas de biocatalisis donde se emplean células sin viabilidad, ya
gue la permeabilidad de la membrana permite incrementar la velocidad de
reaccion de descarboxilacion al favorecer la difusividad del sustrato y producto
hacia el interior y exterior de la célula (Ledn et al., 1998). Ademas, las enzimas
son relativamente mas estables en los sistemas bifasicos, ya que el contacto

con el solvente organico es minimo (Doukyu y Ogino, 2009).
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Figura 21. Estabilidad del biocatalizador en un sistema bifasico con buffer de fosfatos
50 mM como fase acuosa y hexano como fase organica, en proporciones iguales.

El sistema bifasico se evalub con nejayote enriquecido a diferentes
concentraciones de AF (5, 10, 15 y 25 mM) (Figura 22). Se puede apreciar
como al implementar un sistema de biocatalisis bifasico se presentd un
aumento en la produccion de 4VG (p<0.05). La concentracion maxima de 4VG
obtenida fue de 16.4 mM, con nejayote enriquecido a 25 mM de AF (Figura
22A). Adicionalmente, se observd un incremento drastico en la productividad
con el sistema de biocatalisis bifasico (p<0.05), obteniendo 4.11 mM/ h de 4VG
a una concentraciéon de 25 mM de AF, lo cual es 3.57 veces mayor en
comparaciéon con el sistema monofasico a la misma concentracién de AF (1.15
mM/ h) (Figura 22B).
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Figura 22. Produccion y productividad de 4VG del sistema de biocatalisis monofasico
(Nejayote) y bifasico (Nejayote: Hexano). A) Produccion de 4VG y B) Productividad.
Diferente literal en la misma concentracion de AF evaluado, indica diferencia
significativa (p<0.05) de acuerdo a la prueba de t para muestras independientes.

85



De acuerdo a los buenos resultados obtenidos con el sistema bifasico, se
evaluaron concentraciones de 50, 100 y 500 mM de AF, con las que se
alcanzaron concentraciones maximas de 34.4, 62.2 y 48.11 mM de 4VG
respectivamente (Figura 23A). A su vez, las productividades obtenidas con las
concentraciones mencionadas fueron 5.9, 10.36 y 8 mM/ h, respectivamente
(Figura 23B). Con base a la produccion de 4VG y la productividad obtenida, se
observd que aparentemente a partir de concentraciones de mayores a 100 mM
de AF existe una inhibicién por sustrato, aunque hace falta verificar el efecto de
concentraciones en el rango de 100 a 500 mM para establecer de manera mas

precisa el punto de inflexion.
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Figura 23. Descarboxilacion del AF en un sistema de biocatalisis bifasico con nejayote
enriguecido a concentraciones de 50, 100 y 500 mM de AF. A) Produccion de 4VG y B)

Productividad del 4VG.
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En este estudio se exploraron 4 sistemas de biotransformacion del acido
ferdlico con células de Bacillus megaterium. Los sistemas estudiados fueron un
sistema de células en reposo, células en crecimiento, sistema de biocatalisis
monofasico y sistema de biocatalisis bifasico. La comparacion de los resultados
mas representativos de los 4 sistemas, tanto para la concentracién de AF inicial,

el 4VG generado y la productividad, se resumen en la Tabla 8.

La implementacion de un sistema bifasico con células no viables, permitié
emplear concentraciones de AF hasta 100 veces mayores en comparacion con
sistemas de células viables. Ademas, la produccion de 4VG se incrementé 16
veces en comparacion con las células en reposo y 10 veces con las células en
crecimiento. La particion del 4VG a la fase orgénica conllevd a un aumento de
alrededor de 4 veces la produccién de 4VG en comparacion con el sistema

monofasico (Tabla 9).

La productividad con el sistema de biocatalisis bifasico presentd un incremento
de alrededor de 32 veces en comparacion con el sistema de células en reposo y
20 veces cuando se usaron ceélulas en crecimiento. Inclusive comparando
sistemas de biocatalisis, la particion del 4VG de la fase acuosa, permitid
incrementar 9 veces la productividad de 4VG.

Lee et al. (1998), con un sistema bifasico de células completas de Bacillus
pumilus, empleando una concentracion de 83 mM de AF, reportaron una
produccién de 51 mM de 4VG y una productividad de 23.4 mM/ h, la cual es
aproximadamente 2 veces superior a la maxima productividad obtenida en el

presente estudio (10.36 mM/ h).

Por otro lado, Hu et al. (2015) con una concentracion inicial de 100 mM de AF,
reportaron una produccion de 99 mM de 4VG con una descarboxilasa
sobreexpresada de Bacillus licheniformis. A pesar de que la produccion de 4VG
es 38% mas alta a la que se alcanz6 con el sistema de biocatalisis bifasico de

Bacillus megaterium.
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Un factor que es importante destacar, es que los productos obtenidos por la
biotransformacion de microorganismos modificados genéticamente, en este
caso la enzimas sobreexpresadas en E. coli, no pueden ser denominados
productos de origen natural de acuerdo a las legislaciones europeas, lo que
representa una enorme desventaja para la implementacion de un proceso

industrial para la comercializacion del 4VG en la industria alimentaria.

Tabla 9. Comparacion en la produccion y productividad de 4VG en los sistemas
evaluados.

Sistema
AF inicial Produccién de Productividad
(Células de B.
_ (mM) 4VG (mM) (mM/ h)
megaterium)

Reposo 25 3.8 0.32
Crecimiento 25 6.12 0.51
Completas

o 25 13.8 1.15
(monofasico)
Completas (bifasico) 100 62 10.36

6.3.5 Produccion de 4VG a partir de AF Parcialmente Purificado de Polvo
Deshidratado de Nejayote

Una vez establecido el mejor sistema de produccién de 4VG, se evalud la
descarboxilacion del AF en el sistema bifasico con el AF purificado parcialmente
del polvo deshidratado de nejayote, a una concentracion equivalente de 100
mM de AF y una concentracion de fenoles totales de 9 g/L. Se obtuvieron
cristales de AF con un 70% de pureza y los 30% restantes se atribuyeron a

compuestos fendlicos glicosilados.
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Con el sistema bifasico empleando el AF parcialmente purificado se obtuvo una
producciéon de 13.31 mM de 4VG, aproximadamente 5 veces menor en relaciéon
al sistema bifasico que emple6é una solucién de AF ferudlico puro a la misma
concentracion inicial (100 mM). Esta gran disminucion en la conversién pone
nuevamente de manifiesto el fuerte efecto inhibitorio de los compuestos
fendlicos, diferentes al AF, posiblemente compuestos fendlicos glicosilados Este
hecho ratifica la necesidad de lograr una mayor purificacion del AF contenido en

el polvo deshidratado de nejayote para lograr buenos rendimientos de 4VG.

6.3.6 Conclusion

El sistema de biocatalisis empleando células completas de Bacillus megaterium
(sin viabilidad) es un sistema mas eficiente para la produccion de 4VG a partir
de AF en comparacion con los sistemas de biotransformacion con células en
reposo y en crecimiento. Por otro lado, la implementaciéon de un sistema
bifasico (hexano: nejayote enriquecido) permite reducir el efecto de inhibicion

por producto ocasionado por el 4VG.

6.3.7 Recomendaciones y Perspectivas

1.- Purificar y determinar las caracteristicas bioquimicas y cinéticas de la

descarboxilasa del AF de Bacillus megaterium.

2.- Desarrollar un método para la inmovilizacion de la enzima descarboxilasa
del AF mediante el entrecruzamiento enzimético, que permita incrementar la

termoestabilidad en el biocatalizador de células completas.

3.- Establecer un sistema de biocatalisis en modo de operacion lote alimentado

0 continuo, con el objetivo de incrementar la produccion de 4VG
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7. CONCLUSIONES

El acido ferdlico contenido junto con otras moléculas en un concentrado de
nejayote parcialmente purificado, no puede ser biotransformado en 4-
vinilguayacol con la misma eficiencia de procesos de biotransformacion que
emplean soluciones de acido feralico puro, debido a que la descarboxilasa de

Bacillus megaterium es inhibida por los compuestos fendlicos diferentes al AF.
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8. RECOMENDACIONES

Estudiar el potencial de uso del nejayote clarificado y el polvo deshidratado de
nejayote como sustrato para la produccién biotecnolégica de otros compuestos

aromaticos como la vainillina.
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