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XXX Aniversario de Biotecnologia y Bioingenieria

Tres decadas de
investigacion y
posgrado

Frédéric Thalasso

EIDr Fredéric Thalasso es investigador titular y jefe del Departamento
de Bioternologia y Biningenieria del Cinvestav. Direccion electrénica:
thalassof@mail cinvestav.mx.
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Los inicios: una vision justa para
una larga historia

En 1972, el Dr. Guillermo Massieu Helguera, director
general del Cinvestav encomendo al Dr. Carlos Casas
Campillo, distinguido profesor de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del IPN (ENCB). la creaciéon de un
Departamento de Biotecnologia. El Dr, Casas Campillo,
para definir el campo de accion del futuro departamento,
consideré que la “Biotecnologia es un campo del
conocimiento dirigido hacia la produccion de bienes y
servicios mediante la utilizacion de sistemas biolégicos o
desus productos”. Esta definicion no era nueva. En 1919,
Karl Ereky, un ingeniero hiingaro, habia ya definido el
término de biotecnologia como “Todos los métodos
utilizados para convertir materia prima en bienes y servicios
utilizando en alguna etapa organismos vivos o sus
productos”. El planteamiento inicial del Dr. Casas
Campillo fue no obstante pionero en varios aspectos. El
aspecto mas importante es que considerd desde el inicio
que el futuro departamento debia integrar los diferentes
aspectos de la bioingenieria para racionalizar los procesos
biologicos de produccion con los conocimientos basicos
de la ingenieria. Este planteamiento multidisciplinario de
la biotecnologia fue innovador no solamente en México
sino en América Latina y dio nacimiento al primer grupo
de investigacion y docencia en biotecnologia y
bioingenieria del pais. El planteamiento inicial del Dr.
Casas Campillo se basé también de manera exhaustiva
en las necesidades del pais, incluidas en el Plan Nacional
de Ciencia y Tecnologia e identificadas en un estudio
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o Nacional de Clencias y Afes 1973

llevado a efecto por el Instituto Nacional de la In-
vestigacion Cientifica (INIC), o definidas como
prioritarias después de una prospeccion nacional e
internacional que llevo a cabo el mismo Dr. Casas
Campille’

Después de una clara definicion del campo de accion
del futuro departamento v de su conformaciéon
multidisciplinaria, el Dr. Casas Campillo invité a participar
en su provecto al siguiente personal: Dr. Ignacio Magana
Plaza, enzimélogo; Ing. Préspero Genina Soto, ingeniero
de procesos; Ing. Sergio Larrea Reynoso, ingeniero en
alimentos; e Ing. Hiram Medrano Roldan, ingeniero
biequimico, El 2 de mayo de 1972 los fundadores del
Departamento se reunieron por primera vez en un
laboratorio facilitado por el Departamento de Quimica y
el 15 de mayo de ese mismo ano el Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria del Cinvestav fue
oficialmente creado.

En 1973 se incorporaron cinco profesores mas,
fortaleciendo el Departamento en ingenieria bioguimica,
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ingenieria quimica y microbiologia; se cre6 el programa
de maestria en ciencias en la especialidad de biotecnologia
con cuatro opciones: alimentos, fermentaciones, ecologia
y enzimas. En este periodo la principal limitante del
departamento era combinar trabajos de docencia e
investigacién en una superficie de 129 m*® prestada por el
Departamento de Quimica, El Dr. Magana comentaba
gue en aquel entonces tres profesores debian turnarse
para ocupar la tnica silla disponible y que desarrollaron
sus primeras investigaciones utilizando exclusivamente
una incubadora recuperada y un agitador orbital
descompuesto. Afortunadamente, en 1974 se inici6 la
construceién de un nuevo edificio que quedo concluidoa
mediados de 1976, fecha en la cual el departamento pudo
desarrollarse en condiciones adecuadas.

Dos aspectos importantes de los inicios del Depar-
tamento de Biotecnologia y Bioingenieria deben ser
subrayados, En primera instancia, cabe mencionar que
la ¢reacién de este departamento coeincidié con la
verdadera revolucion biotecnologica mundial: durante la
década de los anos setenta la biotecnologia pasé de la
simple utilizacion de organismos vivos a la modificacion
genética de esos organismos con fines medicinales,
agricolas o industriales (1973 se considera como el ano
de los inicios de la ingenieria genética). Es en esta época
que se deben buscar las raices de la biotecnologia modema
que representa actualmente en los EUA 430,000 empleos
y un mercado de 46,000 millones de délares®. |.a creacion
del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria fue
porlo tanto una obra visionaria y estratégica. Otro aspecto
importante de los inicios del departamento es el rapido
reconocimiento que obtuvieron sus creadores, con el
Premio de la Industria Quimico Farmacéutica que recibio
el Dr. Magana Plaza en 1972 v el Premio Nacional de
Ciencias v Artes que recibié el Dr. Casas Campillo en
1973

En un principio, los objetivos del departamento fueron
enfocados hacia el desarrollo de nuevos procesos
biotecnolégicos para el aprovechamiento de recursos
agricolas u otras fuentes de carbono disponibles al nivel
nacional para lograr el apoyo alimentario de poblaciones
marginadas. Asi, fueron prioritarios proyectos como la
produceion de proteinas unicelulares a partir de metanol
ode celulosa, la extraccion y concentracion de proteinas
vegetales a partir de plantas nativas v la produccién de
esteroides. Durante este periodo se desarrollaron también
actividades en biotecnologia ambiental tal como la
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ecologia microbiana de suelos contaminados o la
digestion anaerobia de residuos.

Segundo periodo: desarrollo
tecnologico

Con un crecimiento moderado pero constante, el
departamento diversificé sus actividades. En 1980, el
departamento contaba con 20 académicos repartidos en
cinco éreas; alimentos, fermentaciones, ecologia, enzimas
vy bioingeniena. Esa década fue marcada principalmente
por el impulso de las actividades de desanollo tecnologico
del departamento, de acuerdo con la politica cientifica y
tecnologica del pais. El desarrollo de tecnologias de
aprovechamiento de residuos agricolas para la produccién
de alimentos no convencionales siguié siendo un tema
prioritario v, en especial, el desarrollo de la produccién
piloto de proteinas unicelulares. Cabe mencionar que en
este aspecto el departamento llegd a tomar un nivel
preponderante en el medio intermacional. Es en este tema
que, por ejemplo, la Dra. Mayra de la Torre, el Ing. Luis
Bernardo Flores y el Dr. Eduarde Gutiérrez obtuvieron en
1987 el Premio Nacional de Investigacion en Alimentos
en la especialidad de bioingenieria y que en 1988 la Dra.
Mayra de la Torre obtuvo el Premio Nacional de Ciencias
y Artes v el Premio Manuel Noriega de la OEA. Durante
esa época las actividades en biotecnologia ambiental del
departamento tambien recibieron un impulso importante
bajo la iniciativa del maestro Vicente Lépez Mercado,
quien participé de manera muy significativa en el desanollo
de las tecnologias de depuracion de aguas mediante la-
gunas y lodos activados. En cuanto a las actividades
docentes, la década de los 80 fue marcada por la creacion
del programa de doctorado en ciencias con especialidad
en biotecnologia que se presenté a las autoridades
académicas en 1987,

Tercer periodo: un giro
importante

La década de los 90 fue marcada en 1994 por el
fallecimiento del Dr. Casas Campillo. En su memoria v
en reconocimiento al impulso que dio a la biotecnologia
mexicana, la Sociedad Mexicana de Biotecnologia v
Bioingenieria creé en 1996 el premio “Carlos Casas
Campille” que distingue cada dos anos a los mas

Avance y Perspectiva vol, 2/

Dr. Ignacio Magana Plaza (1937-2002), co-fundador de|
departamentc, promotor de o biocatalisis en México y
Presidente de la Socledad Mexicana de Biotecnclogia v
Bloingenlerna 1992-1994,

sobresalientes jovenes biotecnologos del pais. Durante esta
década el trabajo del departamento manifestd un
importante impulso y dio un giro-espectacular: la politica
cientifica del pais cambié radicalmente. El desarrollo
fecnolégico, que era prioritario, cedi el lugar a un espiritu
de excelencia y productividad cientifica v académica. El
departamento pudo adaptarse progresivamente gracias
al esfuerzo de sus miembros y a la contratacion de siete
jovenes investigadores que vinieron a fortalecer las lineas
de investigacién en los campos de la genética, de la
biologia molecular y de la biotecnologia ambiental. Asi,
el departamento tomé no solamente un giro importante
en cuanto a sus objetivos, sino también en una re-
orientacién hacia ciencias mas basicas como son la
biologia molecular y la genética. Un indicador significativo
de esta reorientacion es el premio Carlos Casas Campillo
que recibio en 2000 la Dra. Beatriz Xoconostle, recién
incorporada al departamento, por sus trabajos en el campo
de la biologia molecular de plantas.

Hoy y manana: preparandose
para nuevos retos

En la actualidad el Departamento de Biotecnologia v
Bioingenieria, después de 30 anos de existencia, ha llegado
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a la edad madura. Con el impulso de'sus miembros y
bajo la jefatura sucesiva de los doctores Carlos Casas
Campillo, Fernando Esparza Garcia y Mayra de la Torre
Martinez, el embnon que cobré vida en 129 m* prestados,
crecié de manera muy significativa. Tenemos en la
actualidad 2000 i de laboratories y oficinas en los cuales
se cultiva un sinnimero de especialidades, Nuestra planta
acadeémica esta constituida por 17 investigadores titulares,
3 investigadores adjuntos v 5 investigadores auxiliares.
Las cuatro areas de investigacion dieron lugar a tres lineas
de investigacion: Biologia molecular v biocatalisis,
Biotecnologia ambiental v Bioprocesos v bioproductos.
Cada una de estas lineas esta integrada por varios
investigadores y cada uno desarrolla varios proyectos con
enfoques basicos o aplicades. El depariamento cubre,
por lo tanto, los principales aspectos de la biotecnologia
y de la bioingenieria moderna y sigue siendo indis-
cutiblemente multidisciplinario, tal como lo quiso su
fundador Nuestro principal logro lo constituye, sin ninguna
duda, los 184 estudiantes de maestria v doctorado
formados a lo largo de esos anos y que a su vez forman
nievas generaciones en las principales universidades del
pais. El relevo esta asegurado: nuestro departamento
cuenta en la actualidad con 102 estudiantes de maestria
v doctorado que se forman en un ambiente multidisci-
plinario v se integran de manera activa a los grupos de
investigacion del departamento.

Los objetivos actuales del departamento son acercarse
mas al ideal de excelencia académica en los campos
prioritarios de la agricultura, lasalud y el medio ambiente,
campos en los cuales la biotecnologia puede generar
riqueza y bienestar. Nuestro reto es no solamente crear
nuevos conocimientos de frontera sino también responder
a demandas especificas del sector productive vy de la
sociedad. La recién aprobada ley de ciencia v fecnologia
indica claramente las prioridades que nuestro de-
partamento debe considerar para integrarse de manera
armoniosa en esta nueva politica de desarrollo. En su
articulo 2, esta ley indica que la base de una politica
nacional de investigacion es “Promoverel desarrollo y la
vinculacion de la ciencia basica y la innovacién
tecnoldgica asociadas a la actualizacion v mejoramiento
de la calidad de la educacion y la expansion de las
fronteras del conocimiento, asf como convertir a la ciencia
v la tecniologia en un elemento fundamental de la cultura
general de la sociedad”. Nuestro primer reto es por lo
tanto asociar de manera constrictiva investigacidn basica
y desarrollo fecnolégico. Nuestro departamento tiene esta
capacidad, por haber atravesado la década de los 80 en
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la cual el desarrollo tecnalégico era prioritario, v la década
de los 90 en la cual la excelencia cientifica era exclusiva,
La multidisciplinariedad es nuestra especialidad. Nuestro
segundo reto es asegurar una educacion de calidad. La
pertenencia de nuestros programas de maestria y
doctorado al Padrén de Excelencia del CONACYT, la
constante actualizacion de nuestros programas, asi como
una intensa y cercana colaboracién con las principales
instituciones del pais, nos permiten ver el futuro con
optimismo Y esperar de los investigadores que hemos
formado una contribucién significativa al desarrollo
cientifico del pais. Finalmente, nuestro tercer reto es
contribuiren el esfuerzo de divulgacion de la cienciayla
tecnologia para integrarlos a la cultura general de nuestra
sociedad. También en este aspecto nuestro departamento
esta decidido a seguir jugando un papel clave,

30 anos parece poco tiempo, pero significa mucho:
Lo que es historia reciente para algunos es prehistoria
para nosotros. Entre el café que compartieron los cinco
primeros investigadores del departamento aguella manana
del 2 de mayo de 1972 y los pequenos o grandes logros
que nuestra comunidad alcanza cada dia, la biotecnologia
paso de ser anécdota y se convirtié en uno de los pilares
de lasociedad. Con orgullo participames modestamente
en este esfuerzo v estamos agradecidos con todos, ma-
estros, estudiantes, auxiliares, técnicos y asistentes que
nos acompanaron en este largo recorrido.

En los siguientes capitulos de este nlimero especial de
Avance y Perspectiva, que conmemora el trigésimo
aniversario de la fundacién del Departamento de
Biotecnologia v Bioingenieria, se expone en forma
resumida el trabajo de investigacién de los profesores del
departamento y de sus grupes de trabajo. Los autores
dedican el presente nimero a la memoria del Dr. Ignacio
Magana Plaza, cofundador del departamento, quien
después de una larga y destacada carrera fallecio el 9 de
mayo del 2002. @

Notas

1. C. Casas Campillo, Departamento de Biotecnologia v
Bioingenieria, Informe de la jefatura (1980).

2. J. Ernsty A. Young, The economic contributions of

the biotechnelogy industry to the U.S. economy (Bio-
technology Ind. Org., 2000).
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Impacto de la
biotecnologia
agricola en cultivos:
el caso de las
micorrizas

Beatriz Xoconostle Cazares y
Roberto Ruiz Medrano

Los autores son investigadores titulares del Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria del Cinvestau.

Avance y Perspectiva vol. 21

La biotecnologia agricola es una disciplina cuye objetivo
es aumentar la productividad, reducir costos de pro-
duceion yaumentar la calidad de los alimentos utilizando
estrategias ecoldgicas. Considerando que la biotecnologia
sustentable debenia ser una tecnologia ecolagica, diversos
grupos han caracterizado extensivamente a la microflora
presente en suelos agricolas que favorece el crecimiento
de la planta v la protegen de parasitos y enfermedades
El uso de la microflora en nuestros cultivos favoreceria a
la conservacion de ecosisternas, la diversidad, al productor
y a los consumidores.

Breve historia

La biotecnologia vegetal tiene una historia interesante v
extraordinariamente antigua. Desde que el hombre dej6
la caza v la recoleccion v se hizo sedentario, inicio la
seleccion v el mejoramiento de especies vegetales
importantes para su alimentacion. Los antigues pebla-
dores mesoamericanos hicieron una gran contribucion a
la lista de especies mejoradas, entre las que destacan
maiz, frijol, chile, jitomate, papa y calabaza, El proceso
de seleccién artificial fue descrito por Mendel v no fue sino
hasta principios del siglo XX cuando se obtuvieron de
manera sistematica variedades con cualidades superiores.
A esta historia siquié la mecanizacion v utilizacién de
fertilizantes y plaguicidas, continuada por la revolucién
verde, que permitio un aumento sustancial de la pro-
duccién. Como toda actividad humana. la agricultura
ha incidido involuntariamente en el deterioro del ambiente
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y la diversidad vegetal; sin embargo, ha atenuado

importantes hambrunas. En la actualidad estamos
presenciando una nueva revolucion con el desarrollo de
herramientas que nos permiten obtener variedades
mejoradas en tiempos cortos; esta estrategia es la
calumniada ingenieria genetica. Esta especialidad de la
biotecnologia agricola tiene como objeto aumentar la
productividad, reducir costos de preduccion y mejorar la
calidad de losalimentos. Asimismo, pretende realizar estos
ambiciosos objetives ulilizando estrategias ecoldgicas,
donde se usen menos sustancias de origen gquimico. La
utilizacion de estas plantas es diversa; a la fecha se tienen
variedades con mejores caracteristicas agronomicas,
mayor calidad protéica, que producen hidrocarburos,
provitamina A o vacunas, por citar algunos ejemplos.

A pesar de las ventajas en el uso de esta metodologia,
diversos foros de consulta v discusiones de especialistas
han concluido que deberan usarse junto con buenas
practicas agropecuarias que fomenten la sustentabilidad
de los recursos bioldgicos del planeta’, ¢Cuales son
entonces estas practicas que asequren buenas cosechas
yminimicen el impacto ecoldgico? Trataremos de describir
algunas de ellas.

264

Biotecnologia sustentable

Un manejo integrade de un cultive contempla el uso de
practicas culturales eficientes, en las que se ha emadicado
la roza vy quema y se ha seleccionado la planta a cultivar
en funcion de las caracteristicas del suelo y las demandas
de agua v nutrientes del cultivar. Asimismo, se contempla
el uso de material adecuado de la region para garantizar
el crecimiento de la planta con el consiguiente contrel de
las plagas v enfermedades’. Considerando que la
biotecnologia sustentable deberia ser una tecnologia
ecologica, diversos grupos han caracterizado extensi-
vamente a la microflora presente en suelos agricolas. De
estos estudios conocemos el papel de microorganismos
simbiontes que tienen nichos ecolégicos en el ecosisterna
del cultivo v que inciden favorablemente en el crecimiento
de la plania y la protegen de parasitos y enfermedades.

Microorganismos simbiontes de
plantas

La raiz de las plantas forma asociaciones simbiéticas
mutualistas con dos microrganismos: bacterias fijadoras
de nitrégeno (solo plantas leguminosas) v hongos
micomizicos. En esta compleja interaccion, la planta, la
bacteria v el honge interactian en equilibrio. Extensos
estudios han documentado que la asociacion mutualista
micorrizica da como resultado plantas con crecimiento
mas vigoroso, que requieren menos fertilizantes y
plaguicidas®. Esta asociacion es exfraordinariamente
exitosa en la naturaleza, pues se puede encontrar en el
83% de plantas dicotiledoneas, 79% de monocotiledéneas
y en todas las aimnospermas®. Desde el punto de vista
ecoldgico, la micorriza promueve el equilibrio del
ecosistema, ya que participa en mecanismos de trans-
ferencia de nutrientes”. Los hongos micorrizicos son
cosmopolifas y promueven el crecimiento de las plantas
a las que se asocian

Hongos micorrizicos

Las micorrizas son asociaciones simbiéticas establecidas
entre las hifas de un hongo v las raices de una planta,
Esta asociacién provee de grandes beneficios a la planta:
fisicamente se puede considerar que el hongo es una
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extension de la raiz, con lo que se mejora la busqueda y
absorcion de agua v sales minerales. Se ha observado
también gue las plantas micorrizadas muestran mayor
resistencia al ataque por patogenos v depredadores.
Existen evidencias fosiles de la presencia de micorrizas en
el periodo devénico, mismo en el que ocurrié la colo-
nizacion de la tierra por las plantas; una hipétesis sugiere
que la colonizacion fue posible por la presencia de hifas
de hongos que amortiguaron las condiciones de estrés
hidrico que impone el medio terrestre. Las micorrizas
arbusculares son simbiontes obligades, va que no pueden
ser cultivadas en ausencia de la planta huésped. Las
ectomicorrizas son simbiontes v poseen un estado
saprofitico; sin embargo, requlan su crecimiento cuando
estan asociadas a la raiz del huésped”.

Beneficios de las plantas
micorrizadas

Considerando gue el hongo micomizico es una extension
de la raiz, se tiene una mejor absorcion de agua y
minerales; es esta la ventaja mas distintiva de las plantas
micorrizadas. Entre los minerales de mayor movilizacion
hacia la planta se encuentra el fésforo. Otra caracteristica
sobresaliente es la menor incidencia de enfermedades en
las raices: se sugiere que ocurre gracias a un fenémeno
de competencia del hongo micorrizico que ya ha
colonizado a la raiz. La tolerancia a estrés hidrico ha
sido también ampliamente documentada. Diversas
especies de hongos han evolucionado mecanismos de
tolerancia que son compartidos con la planta; sélo cabe
senalar que diversas plantas del desierto poseen raices
micorrizadas. De particular interés es el uso de micorrizas
en plantulas que van a ser enraizadas en tierra, donde la
sobrevivencia es significativamente mayor. El crecimiento
de estas plantulas es mayor que las plantas control que
han crecido sin el hongo’.

Beneficios para el agricultor

Las caractensticas de la simbiosis repercuten en beneficios
para el agricultor: los cultivos necesitan menor adicién
de fertilizantes ya que se aprovechan mejorlos nutrientes
del suelo; en promedio se reduce la adicién de fertilizante
en 25% v de fésforo en 50%. La reduccién del uso de
fungicidas v bactericidas es también importante,
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considerando que la planta es menos susceptible a
infecciones. En cuanto a la calidad y cantidad de flores o
frutos, ésta es mayor, va que la planta ha tenido una
induceion en su crecimiento.

Problemas en la utilizacion de
las micorrizas

A pesar de la importancia de esta asociacion, no todas
las plantas estan micorrizadas. L.a principal causa es la
rotacion de cultivos que disminuye la cantidad de inoculo
compatible con el nuevo cultiva, Otra causa puede ser la
introduccion de hongos comerciales no nativos que estan
en desventaja competitiva con el resto de microorganismos
del suelo. Para solucionar estos problemas es necesario
realizar la identificacion de cepas nativas particulares de
cada cultivo, sea éste hortaliza, planta de ornato, arbol
frutal o de reforestacion. En adicion, la disponibilidad de
inoculante es limitada v costosa debido a que el honge
micorrizico depende de la planta para su crecimiento. La
investigacion basica podria proveer de nuevas hemramientas
para producir inoculantes en mayor cantidad, con
adecuados controles de calidad y con mayor capacidad
infectiva v de colonizacion.

Estudios basicos en la relacion
micorrizica

Se ha observado que en la relacion planta-micro-
organismo existe una coordinacion en la expresion de
marcadores genéticos que son comunes a ambos
simbiontes; sin embargo, se desconoce la manera en que
se coordina la expresion de tal manera que algunos genes
de la planta se apaguen y se enciendan los equivalentes
en el hongo. Serad fascinante la identificacién de los
mecanismos moleculares que gobieman esta coordinacion
en la expresion genética. Por otro lade, es importante
realizar estudios de diversidad, asi como de las relaciones
ecologicas de los microorganismos que forman las
simbiosis en la rafz.

Nos esperan tiempos en los que la biotecnologia
sustentable, como una tecnologia amigable al medio, im-
pacte significativamente nuestra agricultura. Depende de
nosotros y el futuro esta a la vuelta de la esquina. @
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El polisacarido natural mas
abundante

La celulosa es un polisacarido lineal formado por residucs
de glucosa unidos por enlaces beta 1-4, Estas cadenas
lineales de celulosa interaccionan entre si por medio de
enlaces de puentes de hidrégeno dando lugar a la
formacion de microfibrillas con regiones altamente arde-
nadas que le dan las caracteristicas de insolubilidad,
rigidez y resistencia al ataque enzimatico y que se conocen
como regicnes cristalinas. Cuandao a lo largo del haz de
cadenas se rompen los puentes de hidrogeno se forman
regiones denominadas amorfas, que permiten su hidra-
tacion y mejor accesibilidad al ataque enzimatico

La celulosa es une de los materiales mas utilizados
por el hombre desde tiempos remotos v en la actualidad
se encuentra comercialmente disponible en una gran
variedad de presentaciones, siendo el papel una de las
mas conocidas, Se estima que al ano se sintetizan 180
billones de toneladas de celulosa principalmente por las
plantas', por lo que constituye una de las reservas de
energia renovable mas abundante en la naturaleza. Por
varias decadas los esfuerzos de muchos investigadores se
han concentrado en buscar alternativas para el uso de
este polisacarido como maternia prima para obtener
glucosa, mediante su hidrélisis, que al utilizarla como
sustrato en la industria de fermentaciones permitiria
obtener una gama amplia de productos; entre ellos etanol
para su use como combustible.



A pesar de los avances logrados en el conocimiento
de la hidrélisis enzimatica de la celulosa, los procesos
desarrollados hasta la fecha para aprovechar este
polisacarido natural atin no tienen la rentabilidad nece-
saria para explotarlos comercialmente®. Sin embargo, al
igual que ofras investigaciones, al estudiar las enzimas
que utilizan los hongos y bacterias para degradar la
celulosa (celulasas) se ha observado que las propiedades
de estas enzimas han encontrado aplicacién en las
industrias de los detergentes, la papelera, textil v
alimenticia. La hidralisis de celulosa es mas compleja de
lo que se creia; por ello es necesario continuar estudiando
los sisternas enzimaticos de los microorganismos capaces
de hidrolizar de manera eficiente la celulosa e identificar
y caracterizar funcional v estructuralmente sus enzimas
para conocer con mayor detalle el o los mecanismos
enzimaticos involucrados enla utilizacion de la celulosa
La meta es poder mejorar los procesos ya existentes; o
bien encontrar nuevas aplicaciones.

Microorganismos celuloliticos

Existe un gran nimero de microorganismos celuloliticos,
principalmente hongos v bacterias. Las celulasas de hongos
se encuentran disponibles en el mercado. Sin embargo,
se ha encontrado un gran nimero de especies bacterianas
cuyas enzimas poseen caracteristicas similares y en muchos
casos han demostrado superar las propiedades de las de
origen fungico. Entre las bacterias celuloliticas aerobias,
el género Cellulomonas produce una amplia variedad de
glucanasas y tiene la capacidad de degradar varios
carbohidratos, como xilana, almidon y celulosa®

LLos microorganismaes capaces de degradar celulosa
secretan un sistema complejo de enzimas extracelulares,
celulasas y xilanasas, que actian sinergisticamente en la
degradacion de celulosa v hemicelulosa®. Las fibras de
celulosa son degradadas esencialmente por dos tipos de
sistemas enzimaticos llamados agregativos y no agre-
gativos®

Sistemnas agregativos. En las bacterias anaerobias C
thermocellum y C. celluloverans se ha demostrado que
las enzimas que participan en la degradacion de celulosa
y hemicelulosa se encuentran localizadas en la superficie
de estas bacterias formando complejos multienzimaticos
de alto peso molecular. El sistema agregative mas
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ampliamente descrito es el de C. thermocellum. Este

complejo, conocido como “celulosorna” comprende al
menos 14 polipéptides distintos, incluyendo varias
celulasas vy xilanasas v al menos una B-glucosidasa,
acoplados a una proteina de andamiaje de 210 kDa sin
actividad enzimatica que participa en el reconocimiento
de las fibras de celulosa a la superficie de la célula. La
proteina de andamiaje, llamada proteina de unién a
celulosa ( CbpA: cellulose binding protein A), contiene
miltiples dominios funcionales: un péptido senal, un
dominio de union a celulosa (CBD), un dominio hidrofilico
presente en cuatro ocasiones y un dominio hidrofobico
repetido en nueve®. Cuando las enzimas se disocian de la
CbpA son capaces de hidrolizar formas amorfas de
celulosa pero no formas cristalinas del polisacarido’.

Sistemas no agregativos. Estos sistemas no agregativos
estan compuestos principalmente por tres tipos de enzimas:
(i) -1, 4-endoglucanasas (EC 3.2.1.4), las cuales se unen
en las porciones amorfas de las fibras de celulosa y rompen
los enlaces -1,4 glucosidicos incrementando la dis-
ponibilidad de los extremos no reductores de las fibras de
celulosa; (ii) celobiohidrolasas (f-1,4-glucan celobio-
hidrolasas EC 3.2.1.91), las cuales liberan unidades de
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celobiosa a partir de los extremos no reductores de la
celulosa; y (iii) f-glucesidasas (EC 3.2.1.21), que
hidrolizan las unidades de celobiosa en monomeros de
glucosa. Estos tres tipos de enzimas aciuan en forma
cooperativa en la degradacion de la celulosa®

Se ha planteado que las enzimas esenciales para la
degradacion de celulosa cristalina en los microorganismos
aerobios funcionan sinergisticamente por la presencia del
CBD en cada proteina, mientras que en los anaerobios
estan asociados al celulosoma. Independientemente del
acomodoe estructural del CBD en los sisternas celuloliticos,
se ha demostrado que la unién especifica de este dominio
a la celulosa es una propiedad necesaria para la hidrolisis
eficiente de este polimero natural. Existen evidencias
experimentales que sugieren que algunos de estos
dominios, ademas de posicionar a las celulasas en la
microfibrilla, debilitan la interaccién entre las cadenas de
celulosa en su regiones cristalinas, facilitando el
rompimiento de los enlaces glucosidicos™®

Proteinas con afinidad a
celulosa cristalina (cbps) de
Cellulomonas flavigena

Cellulomonas flavigena es una bacteria aerobia capaz de
hidrolizar celulosa cristalina v, al igual que otros
microorganismos celuloliticos, sintetiza varias celulasas v
xilanasas extracelulares. En el Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria del Cinvestav varios
laboratorios estudian esta bacteria con la finalidad de
aumentar nuestro conocimiento de su sistema celulolitico
y asi poder encontrar aplicaciones potenciales de estas
enzimas. Se sabe que cuando C. flavigena se cultiva
utilizando sustratos que contienen celulosa eristalina
(bagazo de cana, papel, Avicel) la bacteria crece adherida
a las fibras de celulosa (figura 1) y la mayor parte de la
actividad enzimatica se adsorbe al sustrato. Esto indica
que estas enzimas poseen en su estructura algtin dominio
que les confiere la propiedad de unirse especificamente a
la celulosa. Sabiendo que esta propiedad es necesaria
para lograr una hidrélisis eficiente de la celulosa, en el
laboratorio de Bioteenologia de Proteinas se han purificado
y caracterizado bioguimicamente algunas de las proteinas
con afinidad a celulosa producidas por C. flavigena. La
estrategia experimental empleada es muy sencilla: la bac-
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Figura 1. Mic!
flavigena. La
un
[A]y 26000X (8]

va utihzar
Imagenes

ca fuente de

teria se crecio utilizando Avicel (celulosa microcristalina)
como nica fuente de carbono; despueés de 48 a 72 horas
de incubacion las proteinas adsorbidas especificamente
se eluyeron del Avicel y se purificaron por métodos
cromatograiicos tradicionales, Una vez purificadas se
determind su peso molecular aproximado y su actividad
enzimatica. Mediante esta estrategia se han logrado
identificar cuatro endoglucanasas con peso moleculares
aproximados de 140, 120, 105 y 55 kDa , una
celobichidrolasa de 70 kDa, una xilanasa de 67 kDa v
proteinas de 45 a 12 kDa sin actividad celulolitica o
xilanolitca, a las que se les a denominade CBP140
CBP120, etc. Para separar estas CBPs del Avicel se
requirio utilizar soluciones de urea hasta 8M, o de
hidrocloruro de guanidina 6M, o de etilenglicol al 100%

269



(8:1]

| Conectar

Matriz de
celulnta

Ellcibn

Frotema recombinante (pura)

el Entima Sistrala
recombiname (nafural)
|

| Conedint

Heaction y slucin

Producto (ratural]

Figura 2.- Aplicaciones del CBD, (A) Coma médulo de alinidad para purificar proteinas recombinantes. (8] Como:ligando para

Inmavillzor profeinas © enzimas.

En otras palabras la interaccion celulosa-proteina es tan
fuerte que fue necesario perturbar drasticamente la
estructura tridimensional de estas proteinas para deses-
tabilizar suinteraccion con la celulosa. La CBP105, una
edoglucanasa, y la CBP70, una celobiohidrolasa, se han
caracterizado con mayor detalle y se ha podido establecer
que ambas contienen CBD de alta afinidad, propiedad
que puede aprovecharse como una herramienta en
biotecnologia’

Una de las aplicaciones de los CBDs de C. flavigena,
que se estudian en nuestro laboratorio, es su empleo como
modulos de afinidad para purificar proteinas recom-
binantes'” por cromatografia de afinidad; o bien, para la
inmovilizacién de proteinas de fusién a matrices de
celulosa (figura 2). Las aplicaciones especificas de esta
simple metodologia son ilimitadas y ofrecen las siguientes
ventajas:

(&) purificaci:jn en un solo paso,

(b) no hay necesidad de hacer modificacione=
covalentes en la matriz para unir un ligando,

(c) laicelulosa es inerte, estable; barata, y disponible

en una amplia variedad de formas incluyendo granulos,
polvo, fibras, membranas, filtros v hojas.
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Considerando el impacto econdmica potencial que
esta simple metodologia puede tener en la purificacion
de proteinas recombinantes utilizando columnas de
afinidad a membranas de celulosa'. se trabaja para
obtener un sistema que facilite su diseno utilizando el
sisterna CBD-GFP (proteina verde fluorescente).

La actividad biologica asociada a una proteina en
muchas ocasiones se pierde al expresarla de forma
recombinante, debido a que no adquiere su estructura
tridimensional caracteristica. Este es uno de los problemas
que mas afecta la obtencion de proteinas recombinantes
funcionalmente activas. Recientemente se ha demostrado
qu. la inmovilizacion del dominio apical de la chaperonina
GroEL facilita el proceso de plegamiento en una columna
y este procedimiento se le ha denominado “replegamiento
cromatografico’*, En este contexto, la utilizacién del CBD
para purificar e inmovilizar este dominio de GroEL a
celulosa se realizaria en una sola etapa,

Finalmente, la utilizacion del CBD en kits de
diagnéstico para detectar proteinas de interés también se
ha contemplade tomando en cuenta tres etapas: (a) la
construccion del producto de fusion, gue incluye un CBD
con alta afinidad a celulosa, v una segunda proteina o
fragmento de ella capaz de unirse a una sustancia de
interés, (b) el nivel de sensibilidad y especificidad, v (c} la
forma de celulosa a emplearse.
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Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que
participan en el rompimiento de los enlaces glicosidicos
B-1.4 presentes en los polisacaridos celulosa y hemi-
celulosa, respectivamente. El interés por las celulasas y
xilanasas empezd alrededor de los anos 50 debido a su
enonme potencial para convertir la lignocelulosa en glucosa
y azlcares solubles. Cabe senalar que |a lignocelulosa es
la fuente de energia renovable mas abundante de |a tierma.
Esta formada por fres componentes principales que son:
celulosa, hemicelulosa v lignina. v su contenido es bajo
en cenizas, proteinas, grasas y ceras’.

Produccion y regulacion

Las celulasas v xilanasas son producidas por una gran
variedad de microorganismos entre los que se encuentran
hongos y bacterias. La mayoria de los microorganismos
celuloliticos son capaces de producir tanto celulasas como
xilanasas; sin embargo. algunos otros sélo producen
celulasas o xilanasas. La produccién microbiana de estas
enzimas esta sujeta a diferentes mecanismos de re-
gulacion. A partir de los estudios realizados tanto en
hongos como bacterias se ha propuesto un modelo ge-
neral de requlacion controlado por dos mecanismos prin-
cipalmente. Por un lade, la induccion que se lleva a cabo
por sus sustratos naturales celulosa y xilana para las
celulasas y xilanasas, respectivamente; y por otro la
represion por fuentes de carbono de bajo peso molecular
como glucosa y celobiosa para el caso de las celulasas, y
xilosa, arabinosa o xilobiosa para las xilanasas, Este
modelo sugiere, ademas, la existencia de un nivel basal



Figura 1. Aplicacion de celulasas y xilanasas en la industrio,

de enzimas; aqui el microorganismo sintetiza y exporta a
la superficie celular pequenas cantidades de enzimas, que
inician la hidrélisis del sustrato v producen pequenos
oligosacandos que entran a la célula siendo los verdaderos
inductores que encienden la transcripcion de los genes
(figura 1)~

Modo de accion

Celulasas. El término celulasas involucra un complejo de,
por la menos, tres actividades diferentes, las que a su vez
existen en una multiplicidad de formas para llevar a cabo
la hidrélisis total de la celulosa. De esta manera las endo-
B-1,4-glucanasas (E.C. 3.2.1.4) rompen al azar los en-
laces internos de la molécula en las regiones amorfas,
producen un rapido decremento en la longitud de la
cadena y un lento incremento de los grupes reductores
libres. Las exo-B-1 4-glucanasas (E.C. 3.2.1.91) remue-
ven unidades de glucosa o celobiosa a partir del extremo
libre no reductor de la cadena de celulosa, dando como
resultado un incremento répido en los azlicares o grupos
reductores y poco cambio en el tamano del polimero.
Finalmente la B-glucosidasa (E.C. 3.2.1.21) hidroliza la
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celobiosa producida por las actividades anteriores. dando
como producto final la glucosa (figura 2)*.

Xilanasas. Las xilanas son heteropolisacaridos v su
degradacién total para producir xilosa y/o arabinosa es
llevada a cabo, como en la celulosa, por un grupo de en-
zimas que participan sinergisticamente. Las mas conocidas
son las endo-B-D-xilanasas (E.C. 3.2.1.8), las cuales rom-
pen al azar los enlaces glicosidicos de la cadena principal
de la molécula. La arabinofuranosidasa (E.C. 3.2.1.55)
hidroliza las cadenas laterales de arabinosa, mientras que
las acetil xilan esterasas (E.C, 3.1.1.72) liberan grupos
acetatos, La glucoronidasa (E.C. 3.2.1.139) remueve las
cadenas laterales de acido glucorénico a partir de unidades
de xilosa. L.as B-xilosidasas (E.C. 3.2.1.37) son enzimas
activas sobre oligosacaridos cortos, llevando a cabo la
hidrélisis de los enlaces B-1.4-aril-xilopiranésido
produciendo xilosa (figura 3)%.

Aplicaciones

La biotecnologia de las celulasas y xilanasas empezo al
principio de los anos 80, primero en la alimentacion ani-
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Figura 2. Aplicacion de 1as celulasas en detergentes quita
pelusas.

mal seguida por aplicaciones en la industria de alimentos.
Posteriormente estas enzimas empezaron a usarse en las
industrias de lavanderia, textil y de la pulpa y papel. En
las dltimas dos décadas su uso se ha incrementado en
forma considerable y actualmente representan cerca del
20% del mercado mundial de las enzimas. A continuacion
se mencionan algunas de las aplicaciones mas im-
portantes.

Celulasas. En la industria textil las celulasas juegan
un papel muy importante en el destenido de mezclilla ya
que se usan para remover el color azul indigo v dar una
apariencia de destenido/deslavado [biostoning-
biobleaching). Tradicionalmente el desterido de este tipo
de prendas se efectuaba con piedra pémez (stone wash).
Una pequeria cantidad de enzima puede sustituir varios
kilos de piedras. Con la reduccién de las piedras se pro-
duce menos dano a las telas, menos desgaste de las
lavadoras v menos polvode piedra pémez en el ambiente
de la lavanderia®. El biostoning ha abierto nuevas
posibilidades eniel acabado de tela vaquera, aumentando
la variedad de fratamientos de acabado. También se in-
crementa la productividad del proceso de deslavado, ya
que las lavadoras contienen menos piedras v mas prendas.
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Figura 3. Aplicacion de las D-xlianasas en la industia de la
puipa ¥ el papel

Por otro lado, las celulasas se anaden a los detergentes
quita pelusas, la enzima degrada las microfibrillas que se
separan parcialmente de las fibras principales, restitu-
vendo a las fibras una superficie suave y a la prenda su
color original. Dentro de la industria alimentaria, las
celulasas se usan para favorecerla extraccién y filtracién
de jugos de frutas o verduras, filtracién de mostos,
extraccion de aceites comestibles, etc. Asimismo se usan
en la hidrélisis parcial de materiales lignocelulésicos para
mejorar la digestion de rumiantes. Por otra parte, los
dominios de unién a celulosa se han usado con gran
éxito sobre una matriz de celulosa para facilitar la
purificacion de proteinas recombinantes?,

Xilanasas.Una de las aplicaciones mas importantes
de las xilanasas es en la industria de la pulpa v del papel.
El pulpeo Kraft involucra el cocimiento alcalino de la
pulpa para remover el 95% de la lignina presente en la
madera, El 5% remanente le confiere a la pulpa &l color
café pardo oscuro. Por razones estéticas y para mejorar
las propiedades del papel es necesario un paso de
blanqueo, el cual tradicionalmente se hacia por un
proceso multietapas, que utiliza cloro o diéxido de cloro.
Los productos altemos de estos compuestos quimicos son
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Figura 4. Aplicacion de xlanosas en la industia de la panificacion.

sustancias organicas cloradas, algunas de las cuales son
toxicas, mutagénicas, persistentes y bicacumulativas que
causan numerosos danos en los sistemnas biolégicos. En
los tiltimos diez anos, la industria de la pulpa y ¢l papel
utiliza mezclas de xilanasas en el proceso de bioblanqueo,
con esto se ha logrado realzar la brillantez de las pulpas y
disminuir la cantidad de cloro utilizado en las etapas de
blanqueo, ademas de resultar muy efectivas con respecto
a los costos.

Hoy en dia, un nimero significativo de fabricas en
todo el mundo utilizan el proceso completo de blangueo
con xilanasas, Ademas, diferentes productos, incluyendo
papeles para revistas y papeles con determinado tejido
que son manufacturades con pulpas tratadas enzi-
maticamente, han sido introducidos al mercado con éxito.

Cabe senalar que es indispensable que la preparacion
de xilanasas esté completamente libre de celulasas, ya
que esto traerfa serias implicaciones econdmicas en
términos de pérdida de celulosa, calidad de la pulpa
degradada y un incremento en los costos del tratamiento
de efluentes, Las xilanasas, como las celulasas, también
se usan en la industria alimentaria en la clarificacion de
jugos yvinas, licuefaccion de mucilago de café; extraccion
de saborizantes y pigmentos, aceites de plantas y semillas;
maceracion de materia vegetal; acondicionamiento de
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piensos para aves y cerdos y en la industria de la
panificacién, entre otras’.

En la industria de la panificacion las xilanasas,
especialmente la endo-1,4-B-xilanasa, se adicionan a la
masa para mejorar su calidad, obteniéndose productos
de panaderia con mejor textura y sabor. El efecto de las
xilanasas es incrementar el volumen especifico de los
panes, sin provocar un efecto colateral negativo en el
manejo de la masa. Este efecto sobre el mejoramiento
del volumen del pan puede atribuirse a la distribucion de
agua de la fase del pentosano presente hacia la del glu-
ten1, resultando eventualmente en un mejor homeado®.
Asimismo, se ha publicado recientemente que las
arabinasas, B-L-arabinofuranosidasas, B-L-arabino-
furanohidrolasas y esterasas juegan un papel importante
en la textura, calidad v propiedades sensoriales de los
productos de panificacion(figura 4)°.

Futuro de la tecnologia
enzimatica

El progreso de la biotecnologia de celulasas y xilanasas
ha llamado la atencién a nivel mundial, ya que los
métodos tradicionales de produccion de enzimas pueden
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ser demasiado prolongados hasta la obtencién de la
enzima purificada. Por esta razén nace la necesidad de
buscar nuevas altemativas que permitan la obtencién de
enzimas en tiempos cortos y con propledades bioquimicas
adecuadas para el proceso en el cual va a usarse. Una
de ellas es la abtencién de cepas productoras de xilanasas
o celulasas mejoradas genéticamente para la hiperpro-
duccion de estas enzimas, con técnicas de genética clasica
o bien por biclogia molecular.

Nuestro grupo de trabajo cuenta con una bacteria
celulolitica, Cellulomona flavigena (CDBB-531), la cual
es capaz de producir tanto celulasas como xilanasas al
crecer en cualquier residuo agricola como sustrato; sin
embargo, el mejor inductor del sistema celulesas/xilanasas
es el bagazo de cana'’. A partir de esta bacteria se ha
obtenido una mutante (PN-120) que produce 2 veces mas
celulasas y 4 veces mas xilanasa que la cepa silvestre.

Por otra parte, para conocer la arquitectura molecu-
lar y los mecanismos de regulacién involucrados en la
biosintesis de estas enzimas, se han aislado v carac-
terizado hasta el momento tres genes; xuncflA que codifica
para una xilanasa, celcflA que codifica para una
celobiochidrolasa y celcflB que codifica para una
endoglucanasa La creciente demanda de celulasas y
xilanasas y su gran potencial en biotecnologia nos llevan
a continuar con los estudios multidisciplinarios de estos

complejos enzimaticos. @
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Las enzimas son catalizadores biocl6gicos, es decir,
proteinas que tienen la capacidad de acelerar ciertas
reacciones quimicas. En los tltimos afos su uso en gran
cantidad de industrias ha adquirido gran relevancia. La
enzimologia o ciencia encargada del estudio de las enzimas
siempre sera un tema de actualidad en la biotecnologia.
En los altimos anos, esta ciencia ha experimentado
grandes avances al igual que sus aplicaciones en la in-
dustria alimentaria, farmacéutica, de detergentes, pana-
deria y papelera, entre otras. Los procesos catalizados
por enzimas en la industria son cada dia més numerosos,
ya que presentan ventajas frente a los catalizadores no
biologicos.

La historia de las enzimas se origino en 1897, cuando
Eduard Buchner pudo llevar a cabo la fermentacién de
azucares en un caldo por medio de levaduras rotas. En
aquel tiempo se le llamé zymase al fermento libre de
células. Pero el término de “fermentos” o “enzimas” va
habia sido postulade por Wilhelm Kiine en 1867. En 1926
James B. Sumner cristalizé la ureasa v cuatro afos mas
tarde John H. Northrop aislé v purificé la pepsina y la
tripsina del jugo duodenal. Se sabe que la actividad
catalitica de las enzimas ha sido utilizada por el hombre
desde tiempos remotos en fermentaciones y elaboraciéon
de quesos. Sin embargo, no fue sino hasta 1960 cuando
se hizo la descripeidon de las estructuras enzimaticas en
términos quimicos comenzando con la deduccion de las
secuencias de aminoacidos de la ribonucleasa.

Las aplicaciones comerciales de las enzimas se conocen
en todo el mundo. Uno de los campas con un éxito sin
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precedentes, desde el punto de vista microbiolégico,
enzimolégico, bioguimico. quimico y farmacéutico, fue
la transformacion de esteroides por via enzimatica en la
década de los anos 40 a los 50. La utilizacion de
microorganismos completos con actividad calalitica para
la deshidrogenacion, aromatizacion del anillo A,
eliminacion de cadenas lateralesy la hidroxilacién en la
molécula esteroidal dio lugar a la sintesis quimico-biologica
de importantes hormonas como los cortico-esteroides;
asi florecié una de las industrias mas rentables en esa
epoca.

LLos procesos biocataliticos normalmente involucran
el cultive v uso de microorganismos v el uso de enzimas
aisladas solubles o inmovilizadas en medios acuosos o
inorganicos que contienen compuestos organicos como
substrato. En estos procesos las enzimas alteran la
estructura de los substratos o sintetizan nuevos com-
puestos. Estos procesos pueden ser llevados a cabo a
pequena escala, como por ejemplo en la produccion de
esteroides; o bien a gran escala como seria la utilizacion
de invertasa para la obtencion de jarabes fructosados.

Desde hace varias décadas se dispone de enzimas
relativamente puras y con una gran variedad de
aplicaciones en los distintos procesos industriales. La
produccion de una enzima por los métodos de la
biotecnologia clasica incluye dos etapas principales: la
de fermentacion, en la que se multiplica el micro-
organismo productor de la enzima, v la de recuperacion
y purificacion, en la que se aisla la enzima y se lleva al
grado de pureza adecuado para su uso. El desarrollo de
tecnicas y métodos para el desarrollo de estos procesos
han sido un importante requisito para el avance en la
enzimologia en las tltimas tres décadas y por muchos es
considerada como un arte, ElDr. lgnacio Magana Plaza,
fundador de nuestro departamento, estuvo siempre al
frente del Laboratorio de Biocatalisis, en el cual se llevaron
a cabo la obtencién, purificacion v caracterizacion de
algunas enzimas, entre ellas varias xilanasas obtenidas
de Cellulomona flavigena. Actualmente estamos
trabajando en la obtencion de estas enzimas que se utilizan
para el blanqueo de la pulpa de papel v son consideradas
como una de las aplicaciones mas importantes de la
industria papelera: por un lado mejoran enormemente
la calidad del papel v por otro eliminan aproxi-
madamente en un 35% el uso de compuestos clorados
usados en dicho proceso, y que van a dar a los rios
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terminando con su vida acuatica’. Sin embargo, se
requiere de un mayor conocimiento de las enzimas, asi
como su obtencién en cantidades atractivas para la in-
dustria, lo cual se espera lograr por técnicas de ADN
recombinante.

Una de las principales ventajas de las enzimas, ademas
de las de indole econémica o biotecnologica, esta asociada
a su gran especificidad de accion que hace que no se
produzcan reacciones laterales imprevistas. Asimismo, se
pueden trabajar en condiciones moderadas: presion
atmosférica, temperaturas bajas o medias y pH de 3 a
10. Ademas las enzimas pueden inactivarse facilmente
cuando se considera que han cumplido su objetivo.

Algunos ejemplos

Como ya se menciono, el cugjo. que es usado en la
elaboracién de quesos, es una de las enzimas mas
antiguas; esta formado por la mezcla de dos enzimas,
quimiosina y pepsina que se obtienen del cuajar de las
terneras j6venes. Estas enzimas rompen la caseina de la
leche v producen su coagulacion.

Otra enzima que también es muy importante es la
lactasa o P-D-galactosidasa, que es una enzima que
hidroliza la lactosa, el aztcar de la leche. Sin embargo,
una gran parte de la poblacién mundial carece de lactasa
intestinal v su ingesta produce diarreas y transtornos
intestinales. La eliminacion de este azucar se puede
conseguir tratando la leche con f-galactosidasa, la cual
va se comercializa actualmente. Cabe senalar que en
nuestro laboratorio se desarrollaron sistemas que utilizan
esta enzima en forma inmovilizada, esto es, que unen la
enzima a un soporte por métodos quimicos®. La enzima
en esta forma retiene su actividad catalitica v puede ser
reutilizada repetidamente, lo cual la hace atractiva a la
industria desde el purito de vista econémico.

Existen otras enzimas empleadas en el procesamiento
de alimentos vegetales denominadas genéricamente
pectinasas, que digieren la pectina, substancias presentes
en las paredes de las celulas vegetales. Enel procesamiento
de jugos de frutas el producto obtenido generalmente es
viscoso, debido a la pectina disuelta, y turbio por los
fragmentos de paredes celulares en suspension. Cuando
se agregan pectinasas, la viscosidad disminuye v las
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particulas pueden eliminarse facilmente, centrifugando
el liguido o filtrdandolo®. Este mecanismo produce un
liquido' con una presentacion mas atractiva para el
consumidor. En los extractos comerciales de pectinasas
usados para la fabricacion de jugos de frutas coexisten
tres enzimas: la pectinliasa, la poligalacturonasa v la
pectinesterasa. Estas enzimas en combinacion hidrolizan
a la pectina, que es un polisacarido constituido princi-
palmente de acido galacturénico que se encuentra
parcialmente metoxilado. De tal manera que las
pectinliasas actiian sobre la pectina; las pectinesterasas
eliminan los grupos metoxilo v la poligalacturonasa actia
sobre la pectina una vez que ésta ha sido desmetilada

Una enzima en franca expansion es la empleada en
la obtencion de jarabes de glucosa o fructosa a partir de
almidon de maiz. Cerca del 70% de este almidon es
convertidoen jarabes de alta fructosa. Estos jarabes se
utilizan en la elaboracion de bebidas refrescantes, conserva
de frutas, reposteria, etc., como sustituto del azicar de
cana, La forma antigua de obtener estos jarabes, por
hidrélisis acida. ha sido practicamente desplazada en los
dltimos 15 anos por la hidrélisis enzimatica que permite
obtener un jarabe de mucha mayor calidad v a un costo
muy competitive, Durante este proceso se involucran varios
pasos enzimaticos: la licuefaccion del almidon por la
enzima a-amilasa, posteriormente viene la sacarificacion,
en donde se emplea la glucoamilasa, v finalmente la
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isomerizacion por la glucosa-isomerasa. Este proceso
representa un caso (nico en la industria en donde el uso
de las enzimas es esencial. Sin embargo, las condiciones
de operacion estan limitadas por las propiedades de cada
una de ellas, esto es, cada enzima actia en condiciones
de pH y temperaturas diferentes, lo cual constituye un
problema para la industria al incrementar los costos o al
disminuir la eficiencia y calidad de los productos. De
hecho, la produccion de estos jarabes, que se convirtieron
en un negocio millonario con la introduccion de las
enzimas, se ha visto limitada para evitar el hundimiento
de la industria azucarera.

Otra altemnativa para la obtencion de estos jarabes es
la utilizacién de otra enzima, la invertasa o [-fructo-
furanosidasa, que desdobla la sacarosa en sus dos
componentes: glucosa y fructosa, obteniéndose asi un
producto de alto contenido de fructosa. México es uno
de los mayores productores de azicar en el mundo; sin
embargo, como ya dijimos, los jarabes fructosados
elaborados a partir del almidon de maiz se usan cada vez
mas en lugar del aziicar. Como una manera de ayudara
esta problematica, en nuestro laboratorio estamos
desarrollando un sistema enzimatico que utiliza esta
enzima en forma inmovilizada para hidrolizar jugo de cana
Este sistema podria ser competitive con la abtenién de
jarabes del almidén de maiz y puede ofrecerse como
tecnologia para la industria azucarera.
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Comentarios finales

Como resultado de todas estas aplicaciones en las
diferentes industrias, los aspectos académicos sobre la
materia han recibido mucho mayor atencién. Por otro
lado. con la nueva biotecnologia, nacida gracias a la
biologia moleculary a la ingenieria genética, los progresos
que se estan realizando en este campo permiten augurar
un desarrollo cada vez mayor del uso de las enzimas, al
disponer de un suministro continuo de materiales con la
actividad deseada. A la industria le tocara decidir si esta
en condiciones de sacar provecho al quehacer que com-
pete a los cientificos. e
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En plantas la “division del trabajo” entre diferente 6rganos
o tejidos es evidente por la presencia de tejidos autotréficos
(fotosintéticos) capaces de utilizar CO, como fuente de
carbono v tejidos heterotréficos como meristemos, tejido
reproductivo, rafces y hojas inmaduras, que dependen
del CO, fijado en forma de azticares y exportado por el
tejido fotosintético. Asimismo, agua y nutrientes minerales
son absorbidos por la raiz y transportados al resto de la
planta. El transporte de todos estos nutrientes requiere
de los haces vasculares: conductos que comunican a
diferentes partes de la planta entre si. El tejido vascular
esta constituido por el xilema, que transporta tanto agua
como nutrientes minerales de la raiz al resto de la planta,
y el floema que distribuye el CO, fijado en forma de
azucares, asi como aminoacidos v otros nutrientes de los
tejidos folosintéticamente activos a los que no son capaces
de fotosintetizar' (figura 1). Ambos estan formados por
unaextensa red de vasos que derivan de células altamente
modificadas, en cuya madurez pierden la mayor parte de
sus organelos (incluido el nacleo), pero mantienen la
integridad de su membrana celular (el floema), o bien,
sufren un proceso analogo al de muerte celular pro-
gramada, resultando en vasos con una pared celular
reforzada (el xilema). En ambos tejidos, la divisién entre
células contiguas es modificada de tal manera gue permite
el libre movimiento de estructuras tan grandes como
organelos o patégenos microbianos. Estas filas de células,
por ofra parte, forman verdaderos tubos que interconectan
a los diferentes 6rganos de la planta. La funcién de
distribucién de nutrientes del fejido vascular en plantas
es esencial, pero ces la tnica? Cabe preguntarse si
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Figura 1. [A) Diograma esguematico que representa el floema
del tefido vascular, a la zguierda de la figura, y el diema, a la
derecha: Las flechas indican ia direccion del fiujo de cada
uno. En el coso de fioema, es en direccion de hojas maduras
ol opice y @ los rices, y para xiema es de [oices a la pare
aerea de la planta. El aclao abscisico [ABA), Inducido: por
sequia, as fransportado via el xllema de la raiz a las hojas
maduras, en donde presumiblemente Induce upa sefial
secundania gue ' es fransporada via el floema'a los merisiemos
apical ¥ de la iz en donde altera el crecimienta celular, La
sefnal flotigénica y aguello inducida por patégencs (todas
hipotéficas] son lransportadas via &l floema [vedse fexto para
mas detalles]. (B] Esquema gue represenia la celula
acompanante y el tubo criboso del fieema. CA, celula
acornpanante; 1C, tubo crbase; N, nicieo; V, vacuecla; PD,
plasmodesmes; RE, reficulo endoplasmico; M, mitocondsia;
PC, placa ciibosa que separa TC contigucs.

solamente trasiegan nutrientes organicos o minerales en
los conductos de plantas que conforman el tejido vascu-
lar, o si bien, circulan también senales quimicas o de
ofra naturaleza que coordinan las respuestas de las plantas
a diversos estimulos ambientales: en otras palabras, sila
comunicacion a larga distancia en plantas implica Gni-
camente el intercambio de nutrientes entre tejidos distan-
tes, o también el de senales quimicas. Algunas evidencias
sugieren que el papel del tejido vascular en el desarrollo
de plantas es mas activo, particularmente en el caso del
floema,

284

El tejido vascular

Durante el desarrollo del xilema, las células precursoras
se alargan, su pared celular se engrosa, y su membranay
todos los organelos son autodigeridos. Finalmente, “fosas”
en la pared celular entre células vecinas mantienen la
continuidad del tejido. En contraste, el floema en su
madurez consta de dos tipos celulares, la célula acom-
panante (CA) y el tubo criboso (TC), interconectadas por
tubulos citoplasmicos, denominados plasmodesmos
(figura 1), como en todas las células vegetales (excepto
los estomas). Mientras que la CA mantiene su integridad
y elevada actividad metabdlica, el TC degenera de tal
manera que en su madurez pierde el ntcleo y organelos
en general, asi como las separaciones con los TC vecinos.
Sin embargo, su membrana plasmatica permanece
funcional, por lo que el proceso de degeneracion no es
tan extremo como en el xilera. Ademas, mientras que el
xilema es continuo con el espacio exiracelular de toda la
planta, el floema es continuo con el citoplasma de casi
todas sus células. Los azicares son exportados del
mesdfilo, el tejido que propiamente lleva a cabo la fijacion
del CO,, hasta el floema, ya sea a través de los plas-
modesmos (via simplasmica), o via el espacio extracelular
(apoplasmica)’. Una vez en el tubo criboso, los nutrientes
son transportados rapidamente a los tejidos consurnidores,
en donde requieren ser “descargados” del floema a las
celulas circunvecinas. Un papel adicional del floema en
la comunicacién intercelular es sugerido por respuestas
de la planta a ciertos estimulos ambientales que son
percibidos inicialmente por tejidos que no son responsables
de la respuesta, propiamente. El tejido receptor del
estimulo sintetiza una senal que es transportada a otro
tejido que produce la respuesta observada. Los ejemplos
clasicos son la induccion de la floracién y la respuesta de
defensa contra patégenos, pero hay algunos otres que se
han agregado mas recientemente a la lista.

Induccion de la floracion

En este fenémeno, el meristemo apical, formado por
células proliferativas no diferenciadas y que originan todos
los 6rganos de la planta, da lugar a su vez a otro grupo
de células precursoras de la flor como respuesta a una
senal que proviene de las hojas (figura 1), el misterioso
florigeno, Es decir, las hojas reciben el estimulo para florecer
(un cierto umbral de horas/luz por dia que es rebasado), v
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en respuesta producen una senal que es transportada via
el floema al meristemo -apical, en donde se origina el
primordio floral’. Un pulso de luz aplicado a plantas
crecidas en obscuridad puede ser un estimulo suficiente
en diversas especies vegetales. Todavia se desconoce la
naturaleza de dicha senal, o senales, pero se han sugerido
aziicares, honmonas vegetales, péptidos (por analogia con
hormonas animales) v otras moléculas difusibles. Una
pista que puede proveer informacion acerca de la(s)
senal(es) involucrada (s) es el gen indeterminado 1 (id1)
de'maiz’. Plantas cuyo gen id] es defectuoso ignoran el
estimulo que en circunstancias ordinarias conduciria a la
floracién. Este gen es activo no en el meristemo apical,
como podria esperarse, sino en células que rodean al
floema de hojas maduras e inmaduras. Mas aun, codifica
para un regulador de la expresién génica, por lo que es
tentador especular que esta involucrado en la produccién
de la elusiva senal florigénica.

Respuesta sistemica adquirida
(RSA) al atague de patogenos

Las plantas establecen numerosas respuestas de defensa
con el fin de contrarrestar el ataque de patdgenos, como
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la activacién de genes que codifican para proteinas que
degradan pared celular de bacterias u hongos, o que
detruyen a células infectadas por patégenos, etc. Esta
induccion ne ocurre sélo en el tejido inicialmente
infectado, sino en hojas que no han estado expuestas al
patogeno, e incluso en aquellas que no han surgido
siquiera en el momento de la infeccion, Esto sugiere que
la presencia del patégeno induce la produccion de senales,
de naturaleza desconocida, que son transportadas a tejidos
libres del patégeno a través del floema®. En el caso par-
ticular de dano mecéanico producido por insectos, se
inducen inhibidores de proteasas que son altamente
toxicos a éstos. Senales transportadas en el floema
inducen estos genes también en hojas intactas. En algunas
especies vegetales, un péptido sintetizado en la CA, la
sistemina, es fransportado en el tejido vascular a hojas
no danadas, en donde activa los genes para inhibidores
de proteasas®, Cabe especular que la sistemina o péptidos
semejantes pueden ser senales involucradas en procescs
adicionales.

Respuesta a déficit hidrico

En este caso, la senal primaria ha sido plenamente
identificada, no asi la secundaria, responsable de
respuestas adaptativas a mas largo plazo. Como respuesta
a agobio hidrico, percibido por la cofia de la raiz como
una mayor dureza del suelo, se produce una molécula
requladora del crecimiento, el acido abscisico (ABA), el
cual es transportado via el xilema desde la raiz a hojas
maduras. En este tejido el ABA induce principalmente el
cierre de los estomas, evitando una mayor pérdida de
aqua en las hojas®. Esta respuesta es relativamente rapida.
No obstante, ocurre también ofra respuesta mas lenta,
cuyo resultado neto es un menor crecimiento de la parte
aérea de la planta con relacion a la parte subterranea. El
valor adaptativo de esta respuesta es obvio: la planta
deja para mejores tiempos eventos tales coma la flomcion,
mientras que concentra sus recursos en la produceion de
raices (es decir, la busqueda de agua en el suelo). Se
sabe que requladores del ciclo celular especificos se inducen
como respuesta a ABA, por lo que se ha especulado que
esta fitohormona, percibida en las hojas, induce la sintesis
de una o méas senales secundarias en este tejido, las que
a su vez son fransportadas, via el floema, al resto de la
planta, particularmente al meristemo apical y al de la
raiz’, De esta forma, el meristemo apical permanece en
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estado mas o menos latente mientras que las células de

los mieristemos de la raiz contindan desarrollandose.

Silenciamiento genico pos-
transcripcional

Un mecanismo. de defensa contra virus en plantas
[particularmente aquellos cuyo genomio es ARN) que
resulté ser en un principio una pesadilla para inves-
tigadores que deseaban introducir genes en plantas con
semejanza elevada a genes endogenos, consiste en la
degradacién especifica del ARN viral en tejidos atn no
expuestos al virus infectante™”. Es decir, como en el caso
de la RSA, la senal involucrada en el desencadenamiento
de la degradacion de los ARN virales, o bien, de aquellos
especificados por el transgen, es producida en la hoja

inicialmente infectada (o en hojas fotosintéticamente

activas en el caso de transgenes), v posteriormente
transportada al resto de la planta, induciendo un estado
“antiviral”" altamente especifico. Los elegantes expe-
rimentos del grupo de Vaucheret, que utilizan injertos,

han demostrado por un lado que la sefial (o senales) es
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transportada via el floema, y, por otro, que la senal
transportada a larga distancia parece consistir en acido
nucleico, ya sea ADN o ARN"™

Dominio apical

Un fenémeno evidente en una gran variedad de plantas,
pero ausente en ofras tantas (como arbustos o arboles),
es el dominio (o dominacion) apical. Es decir, solo existe
un apice principal, aun cuando hay meristemos axilares
a largo del eje de la planta, si bien en estado “latente”.
Es bien sabido que si el apice es removido, el mieristemo
axilar mas cercano toma su lugar (es decir, se reactivan
sus células), ejerciendo su dominio sobre el resto de los
meristemos axilares de forma tan despotica como aquél
que reemplazé'!. La primera pregunta que surge es porqué
estos meristemos no son activos y cuales son los me-
canismos, presumiblemente por parte del meristemo
apical, que mantienen en este estado a los meristemos
axilares. Trabajos recientes han demostrado que no solo
se requieren senales provenientes del meristemo apical
para producir este fendmeno, sino que otras, provenientes
de las hojas fotosintéticamente activas e incluso de la
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raiz transportadas via el floema o xilema, son necesarias
para establecer y mantener el dominio apical’?. Se
desconoce por completo qué sefiales estan involucradas,

Todos estos ejemplos v otros menos evidentes sugieren
que tanto en el floema como en el xilema no sélo circulan
productos de la fijacién de CO, o de la absorcién de
nutrientes en la raiz, respectivamente, sino quizas también
moléculas seniales, écual es su naturaleza? La presencia
de reguladores del crecimiento —moléculas lo suficien-
temente pequeias para difundir libremente, en principio,
entre células vecinas a fravés de los plasmodesmos— en
los conductos vasculares de plantas ha sugerido que estas
moléculas son senales que comunican tejidos distantes.
El papel del ABA como una molécula senal, tanto a
nivel intracelular como a nivel intercelular, esta bien
demostrado. Sin embargo, en los casos de las citocininas,
etileno, auxinas, acido giberélico o brasinosteroides u ofras
moléculas requladoras del crecimiento vegetal “clasicas”,
no es claro si son senales a larga distancia, o si requieren
el concurso de ofras moléculas para constituirlos. El
transporte intercelular en células del apice de raiz y de la
parte aérea de auxinas'! también ha sido demostrado, y
la presencia de receptores para etileno ha permitido
proponerlas como verdaderas hormonas vegetales, en
tanto que son producidas por un grupo de células v
transportadas y percibidas por otras, si bien a través de
distancias “cortas” v extracelulares'®. Sin embargo, la
evidencia es menos sélida en cuanto a su papel como
moléculas senalizadoras a larga distancia. El principal
problema es la capacidad de virtualmente todes los tipos
celulares de plantas de producir estas moléculas. Por otra
parte, se ha sugerido que senales eléctricas son
responsables de al menos algunas respuestas en plantas
(como el cierre de la flor en Mimosa pudica o la activacion
de inhibidores de proteasas como respuesta a dafo
mecanico en solanaceas'™ %), Una vez que se demuestre
cuales son las senales involucradas en los ejemplos que
se han descrito, faltara atin por determinar los mecanismos
involucrados en la descodificacion de estas senales en las
células o tejido blanco que originan la respuesta
observada, Dada la naturaleza de los tejidos conductores
en plantas, tanto floema como xilema, la sola presencia
de determinadas moléculas en éstos no es prueba
concluyente de que circulen por toda la planta, ni de que
esa sea su localizacion in vivo, puesto que aqui es critico
el método de recoleccién del fluido contenido en el tejida
vascular, la savia de floema o xilema.
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Naturaleza de las senales
involucradas

Si bien a corta distancia en el espacio extracelular hay
flujo de requladores de crecimiento tales como auxinas,
etileno e incluso especies reactivas de oxigeno gue
intercomunican grupos compactos de células, la natu-
raleza de las senales a larga distancia que viajan en el
floema o xilema no se conoce con precision, excepto en
los casos de déficit hidrico y de respuesta a dano mecanico.
El acido salicilico, pariente cercano de la aspirina, parecia
serla molécula senal involucrada en la RSA, pero estudios
mas recientes han demosirado que es necesario para el
establecimiento de esta respuesta, mas no para su
propagacion a tejidos no infectados!’. El andlisis de la
savia, particularmente del floema, ha demostrado la
presencia de requladores del crecimiento en ésta, aunqgue
su difusion de tejidos circundantes no ha sido descartada.
La presencia de macromoléculas biolGgicas con pro-
piedades informacionales en savia sugiere que éstas
podrian constituir también senales que intercomunican
tejidos distantes, sobre todo porque su presencia en este
tejido no es facilmente explicable por difusién pasiva de
tejidos que rodean al floema o xilema. El estudio del
transporte de virus dentro de las plantas ha apoyado dicha
nocion.

Transporte de virus y
macromoléculas en plantas

Los virus de plantas, a diferencia de los virus animales,
una vez dentro de una célula no necesitan salir
propiamente de ésta para reinfectar otras células. Por
mucho tiempo se buscaron receptores para virus en las
membranas plasméticas de células vegetales. Sin em-
bargo, se ha demostrado que diversos virus de plantas se
desplazan de una célula a otra a través de los plas-
modesmos'®. Sorprendentemente, el didmetro titil de los
plasmodesmos no permitiria el libre transito ni siquiera
de los virus mas pequenos. Esta aparente paradoja ha
sido resuelta en parte con el descubrimiento de las
proteinas de movimiento viral'®. El genomio de todos los
virus de plantas contiene genes para una o mas de estas
proteinas, cuya funcién es aumentar el didmetro (til (o
limite de exclusién molecular, o LEM) de los plasmo-
desmos y transportar los acidos nucleicos virales. Se
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desprende entonces que el transporte de macromoléculas
como proteinas e incluso acidos nucleicos puede ocurrir
en plantas, al menos si estan infectadas par virus. El
hecho que proteinas virales tengan la capacidad de
interactuar especificamente con los plasmodesmas sugirio
que un aumento en su [LEM podria ocurrir en forma nor-
mal en plantas no infectadas, v que, por ofra parte,
proteinas endogenas fueran capaces de transitar entre
células vecinas.

Recientemente se ha establecido que ciertas proteinas
que requlan el desarrollo de plantas se desplazan de una
celula a otra a distancias cortas, tanto en meristemo api-
cal (las células proliferativas que dan lugar al cuerpo de
toda la planta) como en la raiz'* . Si bien se desconoce
el significado preciso del transito intercelular de proteinas,
las implicaciones de este hallazgo son claras: proba-
blemente estas proteinas constituyen senales que comu-
nican células vecinas entre si. Pero, épodrian también ser
senales a larga distancia? Ya que los virus deben ingresar
al floema para infectar de manera sistémica a una planta,
se ha propuesto que podrian circular en floema
macromoléculas bioldgicas enddgenas, ademas de virus.
De hecho, la savia de floema, o mas precisamente los
TC. contiene una gran variedad de proteinas, que poseen
la capacidad de aumentar el | EM de plasmodesmos® #
Recordemos que estas profeinas se encuentran en un tipo
celular que en su madurez carece de nuacleo y de la
magquinaria necesaria para producir proteinas. Se
desprende que éstas son sintetizadas en otra célula, la
CA, de donde son transportadas al TC.

Muchas de estas proteinas deben estar involucradas
en el mantenimiento v funcionamiento de los tubos
cribosos, que en muchas especies parecen ser muy longevas
(ise ha calculado que pueden alcanzar los cincuenta
anos!). Sin embargo, ofras no parecen tener una funcion
clara, Por ejemplo, la proteina CmPP16 de Cucurbita
maxima (calabaza) puede unir ARN, independienternente
de su secuencia, y transportarlo de una célula a ofra a
través de plasmodesmos®, lo que también implica que
puede haber ARN mensajero desplazandose en el floema
(v, por tanto, podria ser considerado como ofra senal a
larga distancia). Hemos demostrade recientemente la
presencia de una gran variedad de ARN mensajeros
(ARNm) en savia de floema (en un tejido que carece de
la capacidad de sintetizar ARN o proteinas a partir de
éste), algunos de los cuales codifican para proteinas
involucradas en la requlacién del desarrollo de plantas®.
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Sin embargo, desconocemos qué papel pueda jugar el
transporte a larga distancia de proteinas o de ARNm:. El
ejemplo mas claro que sugiere que dicho fransporte puede
tener un papel relevante en el desarrollo de plantas es el
de una mutante de jitomate, denominada orejas de raton,
por la forma que adquieren sus hojas. La mutacion se
debe a que un gen que codifica para una proteina
requladora del desamollo se ha fusionado con el gen para
una enzima involucrada en el metabolismo de aziicares.
Experimentos (cuya motivacién seria prolijo explicar) en
los que se injertaron plantas silvestres a plantas mutantes
demostraron que, sorprendentemente; la apariencia de
las hojas surgidas después en el injerto no mutante era
idéntica a la de las mutantes. Mas aun, dicha transmision
del fenotipo se debia al transporte del ARN mensajero
“mutante” del portainjerto mutante al injerto silvestre a
través del floema®. Trabajo adicional en esta direccién
determinara qué tan general es este fenémeno, v en cual
de los casos descritos de comunicacion intercelular esta
involucrado.
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Desde los inicios de la agricultura las civilizaciones sufrieron
frecuentemente la devastacion de sus cosechas por los
ataques de las plagas de insectos. Ante esta situacion, el
hombre fue desarroliando algunas estrategias para su
control y es asi que desde hace algunos siglos los chinos
utilizaron hormigas para proteger sus huertas de citricos
contra gusanos, avispas y ofros insectos. Ya en el siglo
RIX, cientificos europeos vy norteamericanos emplearon
depredadores naturales (catarinas y avispas) y patdgenos
(hongos) para proteger cultivos y bosques, obteniendo
resultados muy alentadores. Estas investigaciones
perdieron importancia entre 1930 v 1940 al descubrirse
los insecticidas quimicos: compuestos que originalmente
fueron concebidos como armas quimicas; como resultaron
ser mucho mas rapidos, baratos v con un espectro de
accion mas amplio que los enemigos naturales de los
insectos, su uso se extendio rapidamente hasta llegar ha
constituirse en una herramienta imprescindible de la
agricultura moderna,

Si bien los insecticidas quimicos han permitido un
control eficaz de las plagas, se ha establecido que estos
compuestos son altamente perjudiciales para la salud
humana v los ecosistemas; ademads, por su persistencia
en el medio ambiente, favorecen la seleccion de insectos-
plaga resistentes a ellos, lo que ha motivado el uso de
dosis cada vez mayores o de productos cada vez mas
toxicos. Esto ha generado mucha preocupacién en el
ambito mundial y actualmente se trabaja para limitar la
aplicacién de los insecticidas quimicos y promover el
manejo integrado de plagas que incluye otras formas de
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control, efectivas v menos contaminantes, tales como
trampas, plasticos v el control biolagico.

Control biologico

Control biolégico es la manipulacion intencional de las
poblaciones de los enemigos naturales de los insectos
plaga para limitar su poblacién. A estos organismos se
les llama agentes de control y entre ellos se encuentran
insectos depredadores y parasitos, asi como micro-
organismos patogenos de insectos. Las formulaciones
comerciales de los microorganismos son conocidas como
bioinsecticidas e incluyen a diferentes géneros v especies
de bacterias, hongos, nematodos y virus. Estes micro-
organismos, denominados entomopatogenos, son es-
pecificos; afectan sélo a determinados grupos de insectos
(hospederos) vy son inofensivos para insectos benéficos,
humanas y otros organismos superiores.

La biotecnologia ofrece varias alternativas para el
control biolégico, que van desde el uso de reactores para
la produccion masiva de microorganismos silvestres y
modificados genéticamente, con un margen mas amplio
o mayor virulencia que los silvestres, hasta el uso de
plantas modificadas genéticamente y resistentes al ataque
de algunos insectos.

Un requisito importante para el uso de un micro-
organismo como agente de control es su produccion
masiva a bajo costo. En este contexto, nuestro grupo de
investigacion se ha avocado al desarrollo de tecnologias
de proceso para la produccién masiva de microorganismos
entomopatégenos; nos interesa correlacionar el efecto de
las condiciones de proceso sobre la expresién de genes y
por ende sobre las vias metabdlicas, con el propasito de
utilizar estos conocimientos para mejorar los rendimientos
del o de los productos, realizar estudios de ingenieria y de
sintesis y escalamiento de procesos. A la fecha las
tecnologias desarnrolladas han sido transferidas a empresas
mexicanas y existen cinco productos en el mercado
derivadas de ellas. Hemos tomado como modelos a Ba-
cillus thuringiensis (bacteria). Paecilomyces fumosoroseus
(hongo) v Steinernema feltiae (nematodo)* .

Bacterias: Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) representa el mayor volumen
de los bioinsecticidas producidos en el ambito mundial.
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Bt produce proteinas cristaliferas que son toxicas para
plagas de insectos en su estado larval, tales como
lepidopteros, dipteros y coledpteros. Los cristales son
protoxinas que al ser ingeridas por el insecto son
solubilizadas y procesadas por proteasas en el tracto
digestivo. Las proteinas procesadas son toxinas que se
unen areceptores especificos en el epitelio del intestino y
actiian como otras enterotoxinas.

Las proteinas cristaliferas, llamadas Cry, estan
codificadas en plasmidos y se producen durante el proceso
de esporulacién. Los plasmidos pueden perderse por el
efecto de las condiciones del proceso, en particular algunos
genes Cry, lo que modificaria a su vez la proporcion de
las diferentes proteinas que forman el cristal y por lo tanto
su solubilidad y toxicidad®. Las esporas de Bt no estan
directamente involucradas en la toxicidad, pero con-
tribuven a la mortandad del insecto, por lo gue la mayoria
de las preparaciones comerciales de Bt incluyen proteinas
Cry y esporas,

A escala industrial el método de produccién de Bt
involucra el cultivo por lote. Experimentalmente, en cultivo
por lote alimentado o en cultivo continuo, se ha logrado
un incremento considerable de biomasa v esporas; sin
embargo, la actividad insecticida obtenida, normalizada
por la biomasa, es baja comparada con los cultivos en
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lote!, lo que ha demostrada que no existe una relacién
directa entre la cuenta total de esporas v la produccién
de Cry. Por esta razon es importante ajustar las con-
diciones de proceso para obtener rendimientos altos de
ambas. A la fecha hay una falta de informacion acerca
de los procesos industriales para la produccién de Bt y
del efecto de variables de operacién v medios de cultivo
sabre su produccion.

Por ofra parte, las construcciones de Bt, con fusiones
de las regiones reguladoras de los genes Cry con el gen
reportero lacZ, han sido utilizadas en estudios de regulacion
de la expresi6n de los genes Cry, pero no para estudiar el
efecto de las condiciones de procesa. Resultados recientes
de nuestro grupo de investigacion muestran que los genes
reporteros son una herramienta Gtil para entender la
correlacion entre la expresion de los genes Cry, la fisiologia
de Bty los pardmetros de fermentacion®. Ademas padrian
utilizarse para establecer las condiciones de proceso
necesarias para la produccién de cristales con carac-
teristicas especiales, como una proporcién constante de
las proteinas Cry.

Por ofra parte, hemos encontrado que si bien el inicio
de la esporulacion es indispensable para la sintesis de
Crv, posteriormente ambos procesos se separan vy son
independientes, de tal forma que no se requiere la
maduracion de la espora. Por ejemplo, ebtuvimos una
mutante spo’ de Bt kurstaki que forma cristales y se lisa.
Esta mutante inicia la esporulacién pero es incapaz de
producir esporas maduras®,
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Hongos: Paecilomyces
fumosoroseus

A diferencia de otros agentes entomopatégenos, los cuales
deben ser ingeridos para invadir al hospedero, los hongos
generalmente penefran en el insecto a través de su cuficula
externa, actuando como insecticidas de contacto. Esta
cualidad tnica les permite ampliar el espectro de
hospederos y atacar a insectos chupadores, entre otros.
Las esporas de los hongos son las que inician el proceso
patogénico, luego de su adhesion a la superficie de los
insectos y constituyen la base de los productos insecticidas
comerciales. Una vez adheridas, las esporas germinan y
empiezan a penetrar a través de la cuticula gracias a una
combinacién de presién mecanica y accién enzimatica
que va degradando esta estructura externa. Dentro del
insecto, los hongos empiezan rapidamente a crecer y a
producir toxinas que les permiten evadir la respuesta
inmune del insecto y que en muchos casos son la causa
directa de la muerte del hospedero. Una vez que el hongo
ha consumido todos los nutrientes v tejidos del insecto,
emerge y produce esporas, continuando con el ciclo
patogénico.

Hasta la fecha se han identificado més de 750 especies
de hongas entomopatégenos, pero solo unos cuantos se
usan comercialmente, entre los que se encuentran
Beauveria spp., Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii
v Paecilomyces fumnosoroseus.

P fumosoroseus es un hongo capaz de infectar a
una gran variedad de insectos plaga®, incluyendo a la
mosquita blanca, Bemisia spp. Este insecto chupador se
encuentra extendido en todo el mundo v anualmente
causa millonarias pérdidas en la agricultura. P fumo-
soroseus es capaz de infectar a la mosquita blanca en
todas sus etapas de desarrollo, incluso huevecillos, v
provocar altos niveles de mortalidad a una velocidad
mayor que otros hongos entomopatdgenos. Existen dos
métodos para la produccién comercial de esporas
fingicas: la fermentacién en sustrato sélido, utilizando
bolsas de arroz, y'la fermentacién en cultivo sumergido
en fermentadores.

En sustratos sélides los hongos forman conidios a
partir de hifas aéreas. Esta clase de esporas son més
resistentes a la desecacion y tienen una vida de anaquel
mayor que las esporas producidas en cultivo sumergido.
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Sin embargo, el escalamiento del proceso es dificil por
problemas asociados con la esterilizacién del sustrato, ¢l
intercambio gaseoso, el control de temperatura, el
mantenimiento de cultivos axenicos v la recoleccion del
producto®

La fermentacion en cultivo sumergido es el método
mas econémico para la produccién de esporas. Este tipo
de cultive permite mantener un medio nutricional
homogéneo facil de ser monitoreado, simplificando la
procuccion y recoleccion del producto. Sin embargo,
dependiendo de la composicion del medio de cultivo, los
tipos de esporas que se producen son diferentes. En P
fumosoroeseus, los medios ricos favorecen la produccién
de blastosporas, que si bien son muy virulentas, tambien
son muy susceptibles al dano por luz ultravioleta,
temperatura v desecacion, Medios pobres en nutrientes
favorecen la formacion de conidios sumergidos. Hemos
encontrado que los conidios sumergides de P fumo-
soroseus, al igual gue los aereos, son mas resistentes a la
temperatura que las blastosporasy tienen una velocidad
de germinacion menor’.

Se ha observado también que en un cultivo sumergido
Paecilomyces fumosoroseus produce acido dipicolinico,
que tiene actividad insecticida contra la mosquita blanca
vy que podria potenciar la accién del hongo; por ello no es
recomendable separar las esporas del medio de cultivo
fermentado®. Por otra parte, se ha establecido que en
sustrato solido el hongo presenta distintas respuestas a la
luz: con luz azul esperula mientras que con luz roja no;
ademas, con esta luz se modifica la morfologia colonial.
El hongo también desarrolla unas estructuras llamadas
sinemas y exhibe fototropismo®.
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Nematodos: Steinernema
feltice

Los nematodos son gusanos circulares simples, sin
segmentos y carentes de apéndices: algunos son de vida
libre, mientras que ofros son paréasitos de plantas o
animales incluyendo insectos. Los géneros que se utilizan
para el control biologico de plagas son Heterorhabditis y
Steinernema. Estos nematodos han establecido una
asociacién simbiética con bacterias de los géneros
Photorhabdus y Xenorhabdus, respectivamente. La
simbiosis es necesaria para la reproduccién masiva del
nematodo y su patogenicidad, ademas las bacterias
constituyen su principal alimento™.

Dentro de la familia de las enterobacterias, Xenor-
habdus es un bacilo dimérfico; Gram negativo, que
presenta dos fases (I y II): la primera resulta ser mejor
para promover |a propagacion del nematodo y es la que
se requiere para la actividad entomopatégena’!.

Steinernema ataca principalmente a larvas de dipteros
y orugas de lepidopteros que viven en el suelo y se utiliza
para el control de plagas en cultivos, como papa, fresa,
champinon y flores.

S. feltiae durante su ciclo de vida pasa por las etapas
de huevecillo, juveniles 1, 2 y 3, adultes (hembras y ma-
ches), Cuando se agotan los nutrientes los juveniles 3 se
diferencian a las formas de resistencia IJ (infectivas juve-
niles), que logran sobrevivir sin alimento y por largos
periodos de manera natural. Una vez que las fases IJ
localizan al insecto hospedero, lo invaden por sus
aperturas naturales o directamente a través de la cuticula
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y liberan a la bacteria simbionte (contenida en su
intestino), que produce foxinas y otros metabalitos que
son la causa de la muerte del insecto'. El ciclo de vida se
repite mientras existan condiciones adecuadas v al final
las fases IJ salen del cadaver del insecto en busca de
nuevos hospederos. Por sus caracteristicas de resistencia,
los productos comerciales estan formulados precisamente
con fases 1J, incluyen a la bacteria simbionte y son
producidos en larvas de insecto o en fermentadores.

Hemos encontrado que los nematodos adultos de S.
feltiae resisten los esfuerzos de corte generados en medios
liquidos agitados vy que las formas juveniles 2 son las mas
sensibles. Combinando los efectos de turbulencia y
transferencia de oxigeno se lograron obtener concen-
traciones de 600 000 nematodos/ml, en frascos cilindricos
agitados orbitalmente’, cifra 3 veces mayor a la mas
alta publicidad en la literatura.

Actualmente, nuestro grupo de investigacion realiza
estudios para caracterizar el movimiento de los nematodos
y de las burbujas de aire en una columna aereada y
correlacionar estos patrones de movimiento v velocidades
con su reproduccion.
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Rizosfera

El término rizosfera fue usado primeramente por Hiltner
en 1904 asignando la siguiente definicion: “Es el volumen
de suelo que recibe influencia de la raiz". Esta delgada
capa de suelo ha sido estudiada intensamente en los
ultimos anos; el principal aporte es reconocer a la rizosfera
como un complejo ejemplo de equilibrio ecolégico que se
establece entre la flora microbiana y las raices de las
plantas gracias a las relaciones biologicas de tipo sinérgico
o comensalismo. La compasicién inorganica del suelo
también influye sobre la planta y la flora microbiana.
Del tipo de suelo dependen el contenido de humedad y la
aireacion, que a su vez influyen notablemente en la
colonizacién microbiana. El equilibrio ecolégico manifiesto
en |a rizosfera corresponde a un equilibrio de los ciclos
geobiologicos en esta zona.

A partir de los avances en el conocimiento del
funcionamiento de la rizosfera se ha visto la necesidad
de dividir este espacio en endorizosfera v ectorizosfera
dependiendo de la capacidad invasiva de la flora
microbiana: si coloniza sélo la superficie de la raiz,
conocida como rizoplano, pertenece a la ectorizosfera y
si invade las células de las capas mas superficiales de |a
rafz corresponde a la zona conocida como endorizosfera.
Este fenémeno es muy interesante en ecologia v muestra
la capacidad invasiva de los microorganismos a la raiz.
El ejemplo maximo al respecto son las asociaciones
conocidas como micorrizas, un maravilloso caso de
interaccién biolégica positiva planta-microorganismo que
no'se aborda en este articulo.



Trinidad en equilibrio ecologico

Lynch! ha descrito el medio ambiente rizosférico como
una trinidad de entidades en interaccion en la que
intervienen la planta, los microorganismos v el suelo'en
una compleja interaccion de beneficios mutuos en la parte
biética y una definida intervencion de la parte abiética
de la trinidad que es el suelo. Un ejemplo de esta in-
teraccion se da cuando la raiz exuda aztcares como
monémeros o polisacaridos, aminoacidos y acidos
organicos que son aprovechados por las poblaciones
microbianas. Los microorganismos rizosféricos tienen
también efecto sobre el crecimiento de las plantas:
incrementan el reciclo v la solubilizacion de nutrientes
minerales, aportan por sintesis vitaminas, aminoacidos,
auxinas, citoquininas v giberelinas que estimulan el cre-
cimiento de la planta

Contaminacion por
hidrocarburos del petroleo

Las propiedades fisicas del suelo se ven muy afectadas
por la contaminacion con hidrocarburos: al aglutinarse
las particulas del suelo se generan estructuras mas gruesas
que cubren la superficie de las particulas y el espacio
poroso y afectan la aireacién del suelo. La pelicula que
cubre [as particulas es hidréfoba y disminuye la retencién
de agua. Porotro lado el contenido de materia organica
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del suelo se incrementa notablemente, asi como la
acidificacion y la saturacién de bases y la capacidad de
intercambio cationico. Todo estos factores acarrean una
disminucién de la fertilidad del suelo.

Es facil imaginar el terrible impacto que la conta-
minacién de hidrocarburos del petréleo puede presentar
en el equilibrio ecolégico de la rizosfera: cuando las
concentraciones son toxicas, los hidrocarburos del petroleo
inhiben la masofauna del suelo; en casos de toxicidad
aguda, se inhibe la germinaciony el rebrote de mernistemos
v la elongacién radicular disminuye, asi como el contenido
de clorofila y la fotosintesis. No obstante, se ha observado
que a bajas concentraciones, los hidrocarburos estimulan
el crecimiento de los vegetales.

Recuperacion de suelos
contfaminados

Existen diferentes procesos biotecnolégicos para limpiar
los suelos contaminados, El principio basico es destruiro
modificar los materiales contaminantes con el fin de que
sean menos daninos o dejen de serlo por completo. Segun
el lugar en donde se realiza se denominan in situ, on site
yex situ, ysegun al tipo de tratamiento son de naturaleza
fisicoquimica o biolégica. Todos los procesos de reme-
diacion biolégica aprovechan la capacidad degradativa
de los microorganismos del suelo v en algunos casos
también la capacidad depuradora de las plantas.
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Biorremediacion y
fitorremediacion

La biorremediacion es una alternativa biolégica para el
tratamiento de suelos contaminados, e involucra el uso
de microorganismos para remover contaminantes or-
ganicos presentes en el suelo, CO, o diversos metabolitos
como productos intermediarios. La fitorremediacion se
refiere al uso de las plantas con capacidad para remover
los contaminantes y con resistencia para crecer en suelos
contaminados con hidrocarburos. Estas plantas son
capaces de fitodegradar y estimular a poblaciones de
microorganismos en los sistemas rizosféricos. Existe un
gran numero de este tipo de plantas y agrupan
especialmente una buena cantidad de pastos.

Se ha demostrado que las plantas pueden metabolizar
o inmovilizar hidrocarburos del petrélea por medio de
numerosos procesos: Por otro lado, el metabolismo de
hidrocarburos aromaticos en plantas es limitado. Con-
centraciones altas de contaminacion también pueden
afectar la exudacién de la raiz de azicares, los factores
de crecimiento v los acidos organicos con el consiguiente
rompimiento del equilibrio rizosférico, la disminucién de
microorganismos totales (hongos v bacterias), asi como
bacterias asimiladoras de nitrégeno v fijadores de
nitrégeno atmosférico.

En condiciones de contaminacion con hidracarburos
en concentracién de baja toxicidad, el sisterma rizosféerico
proporciona condiciones nutricionales v de aeracion
favorables para el aumento de las poblaciones v la
diversidad de la flora. Estas poblaciones tienen capacidad
de biodegradar los hidrocarburos del petréleo por
oxidacién metabdlica o por co-oxidacion. En varios
estudios de las poblaciones microbianas existentes en
suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo se
ha encontrado un alto porcentaje de bacterias libres
fijadoras de nitrégeno®. Esta situacion acarrea varias
preguntas: équé factores influyen en esla selecciéon
microbiana, cual es el papel de una flora microbiana en
alta capacidad de fijar nitrégeno atmosférico?

Biorremediacion con
queroseno

El queroseno puede ser liberado al suelo por derrames y
por infiltraciones de tanques de almacenamiento
subterraneos. Los efectos del queroseno en la microflora
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del suelo pueden reducir la poblacién pero no inhiben la
actividad metabélica de la flora en la zona contaminada.
La flora microbiana degrada preferentemente la fraccion
parafinica y con menos intensidad la no parafinica, o
sea estructuras ciclicas y aromaticas. Muchos micro-
organismos pueden producir emulsificantes cuando estan
en contacto con los hidrocarburos: cuando el area de
superlicie disminuye, la biomasa se incrementa en forma
exponencial,

La capacidad degradativa de la flora microbiana de
la zona rizosférica puede ser empleada en la bio-
remediacion de suelos como una tecnologia atractiva por
su bajo costo. Las técnicas de biorremediacion que usan
micreorganismos pueden combinarse con el uso de
plantas, que dan lugar a la fitorremadiacion; seguin la
factibilidad de la eliminacién del contaminante se han
descrito varios aspectos de la fitorremediacion: fito-
extraccion, que consiste en la concentracion de los
conlaminantes en los tejidos de la planta siguiendo la
degradacion bidtica o abictica, por la volatilizacion o
transpiracion hasta la atmosfera por via del follaje o la
inmovilizacion en la zona de la raiz’.

Fitorremediacion con
queroseno

Hasta ahora se han presentado las atractivas posibilidades
de recuperacion de suelos contaminados por las técnicas
denominadas como biorremediacion, y entre éstas la
fitorremediacion que establece el empleo de las plantas y
la flora microbiana en la zona rizosférica. En sequida
presentaremos algunos aspectos de nuestras experiencias
en procesos de remediacion,

En estudios de fitorremediacién en suelos conta-
minados con queroseno (5000 ppm) v en cultivos con
gramineas, se encontré un predominio de bacterias
libres fijadoras de nitrogeno. Ante esta situacion, la
primera pregunta que surge es, ¢cual es el papel de estas
baclerias libres fijadoras de nitrégeno? Iniciamos un
estudio para conocer la capacidad fisiolégica y bioguimica
de estos microorganismos para degradar el queroseno v
estudiar el papel de los hidrocarburos del queroseno como
fuente de carbono y energia para mantener la fijacion de
nitrogeno molecular de la flora predominante. Se aislo
un cultivo mixto denominado 11K con capacidad para
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remover el queroseno en un 70%. De este cultivo mixto
se aislaron tres cultivos predominantes: el denominado
11KMO con capacidad de degradar al queroseno con un
78%, y el cultivo 11KP con una capacidad de remocién
del 62%:; el tercero, 11KMT, degradé sélo al 30%.

Identificamos posteriormente la capa 11KMO como
Azotobactar nigricans y la capa 11KMT como Derxia
gummosa. La capa 11KMT no pudo ser identificada pero
se aislaron varios cultivos, denominados CS, CB, CAM y
CANA. El cultive CS fue identificado como Azomonas
con capacidad para fijar nitrégeno atmosférico v degradar
el queroseno en cantidades siempre menores que el
consorcio. Los cultivos constituyentes del consorcio
mostraron capacidad para degradar el queroseno y los
hidrocarburos lineales como el dodecano; en el ensayo
de hidrocarbures aromaticos como el xileno, séle pudo
ser degradado por las capas CS y CB; la capa CAM sélo
degradé hidrocarburos lineales y el cultivo CANA no tiene
capacidad por si solo para crecer con queroseno, xileno o
dodecano pero forma parte del consorcio aislado de la
rizosfera. Todos los microorganismos ensayados son
capaces de sostener la fijacion de nitrégeno atmosférico
por la degradacién de queroseno, dodecano o xilenos.
Dentro de la complejidad de la rizosfera es muy diffcil
asignar un papel a la flora microbiana en los procesos de
fitorremediacion y mas dificil atn atribuir una capacidad
definida de remocién de los contaminantes a uno de los
géneros. Para conocer la capacidad degradativa de los
microorganismos rizosféricos en los procesos de fito-
remediacion es necesario aislardos y estudiar su capacidad
degradativa y de fijacién de nitrégeno atmosférico en
cultivos puros.
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Por otro lado, no tenemos la experiencia para asegurar
que la capacidad degradativa mostrada en los ensayos
de degradacion de contaminantes por los cultivos puros
sea la misma que se pudiera presentar en la complejidad
de la rizosfera. Sin embargo, es posible seleccionar capas
o cultivos con alta capacidad degradativa para ser
utilizados como indeulo a suelos contaminados y esperar
su implantacién y equilibrio ecolégico con la flora
rizosférica nativa. En biotecnologia ambiental esta
situacion es conocida como un proceso de bio-aumen-
tacion.

Hemos tratado de dar a conocer en este articulo el
fino equilibro ecolégico que mantiene la vegetacion en
nuestro planeta a través de la zona rizosférica, como puede
ser afectada vy c6mo puede responder ante la conta-
minacién ambiental. El estudio de la biclogia de la rizosfera
es un tema de amplia y constante investigacion y continda
la esperanza de contar con procesos de fitorremediacién
con mayor control y efectividad en un futuro cercano.
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En virtud de la enonme importancia que tienen las
microalgas, tanto en su habitat natural como cuando
son empleadas por el hombre, su cultivo en condiciones
controladas ha abierto numerosas posibilidades para su
conocimiento, independientemente de su importancia
economica. La facilidad de mantenerlas en cultivo, entre
ofros aspectos, ha permitido ampliar el conocimiento sabre
sus diferentes procesos fisiol6gicos v de interpretarlos con
vistas a posibles aplicaciones.

Durante mas de cincuenta afos se ha hecho evidente
el gran progreso y alcance en los aspectos basicos de la
algologfa v la ficologia y en sus aplicaciones: desde los
estudios sabre la fotosintesis de microalgas unicelulares
(e.g., Chlorella), su cultive continuo y masivo al aire libre
y en fotebiorreactores, hasta el gran abanico de usos de
los productos derivados de estas microalgas. asi como su
contribucion efectiva en acuicultura y biorremediacion.

La biotecnologia microalgal ha atraido un interés
creciente desde los anos 80. Los algélogos han empezado
a trabajar con los ingenieros y los quimicos en esta area
y el siguiente paso ha sido involucrar a expertos en
comercializacién y empresarios con el fin de enlazar las
instituciones de investigacion y desarrollo. Esta tendencia
ha enfocado sus estudios en unos cuantos géneros de
microalgas, como Chlorella, Dunaliella, Haematococcus
v Spirulina; pero ofras especies también estén atravendo
el interés de investigadores y companias con miras a
producir productos de alto valor agregado (e.g., dcidos
grasos poliinsaturados de cadena larga, carotenoides y

pigmentos).
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Figura 1. Calethrix sp., Clanobactena flomentosa aisiada de arozales del Estado de Morelos.

Un factor importante que limita la comercializacion
de la bioteenologia microalgal es el costo de produccion
de la biomasa algal. Este costo debe reducirse de manera
significativa para que dichos productos puedan ser
competitivos en los mercados nacionales e internacionales
y satisfagan las preferencias de los consumidores. Los
requisitos de registro y reglamentacién podrian ser otros
factores limitantes, aunque son mas faciles de resolver
que la disminucién de los costos de produccion’.

Entre los principales carotenoides, cuyo uso esta
legalmente permitido en los alimentos por la mayoria de
los paises, estan el i-caroteno, licopeno, luteina,
zeaxantina, cantaxantina, astaxantina, rodoxantina,
capaxantina, bixina y crocetina, que se obtienen de
bacterias, hongos, plantas'y microalgas®. Los productos
actualmente disponibles y comercializados son i-caroteno,
astaxantina, ficobilinas, acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga como el acido docosahexanoico (DHA) v
compuestos marcados con isotopos

El mercado de p-caroteno esta en fase de reconversion
debido al hecho que este compuesto no es un alimentoy
sélo debe servir para subsanar la carencia de vitamina
A. El 1 de abril del 2000 la Academia Nacional de
Ciencias de los EUA advirtio que la ingestién de altas
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dosis de [i-caroteno puede resultar perjudicial®. En opinién
de los expertos el mercado del futuro es el de los piensos;
por consiguiente hace falta reducir el precio del producto
natural al nivel del sintético. La utilizacion de Dunaliella
se orientara a la produccion de otros carotenoides en vez
de [i-caroteno.

Astaxatina

Un producto que actualmente se cotiza alto en el mercado
es la astaxantina que es un cetocarotenoide rojizo
ampliamente utilizado en la industria acuicola para
intensificar el color de salmones, truchas, camarones,
langostas, cangrejos v peces de omato; también se emplea
como alimento de pollos para obtener carme y huevos
con yemas de apariencia mas agradable; que posee una
actividad antioxidante mayor que el p-caroteno y el a-
tocoferol’. Ultimamente se le han atribuido propiedades
nutracéuticas’, Entre las principales fuentes naturales de
astaxantina esta la microalga Haematococcus pluvialis
que tiene la capacidad de acumularla en altas con-
centraciones (2 a 5% en base seca), lo que implica el
precio elevado de venta del alga y justifica una inversion
considerable en el proceso de produccién, incluyendo la
cosecha y el procesamiento.
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En Europa se utilizan 100 ton de astaxantina al ano
para pigmentar 500 000 ton de salmén. Las companias
BASF y Roche controlan este mercado'. En Sede Boquer,
Israel, se ha obfenido una concentracion de 6 a 8% de
astaxantina en las células de Haematococcus gracias a

un control preciso del ciclo de crecimiento de la microalga;
la calidad del producto (Caryophyll pink) es excelente,
tal como fue reconacido por Roche y Cyanotech*

La utilizacién de microalgas para la produccion de
compuestos quimicos finos, biomasa algal para consumo
humane yanimal, ademas de su aplicacién en diferentes
procesos como en el tratamiento de aguas residuales,
constituye una realidad desde hace mas de veinte anos.
No obstante, en la actualidad contintian de manera muy
intensa las investigaciones para el desarrollo de nuevos
productos v procesos, ademas del mejoramiento de los
ya existentes. En la industria acuicola existe la necesidad
de nuevas especies de microalgas que resulten mas
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adecuadas para la acuacultura tropical v de especies
nutricionalmente superiores para el cultivo de animales
como el abulén, Entre los productos que se espera
alcancen la etapa de comercializacion durante la préxima
decada se encuenira una amplia variedad de carofenoides,
incluyendo la luteina v el licopeno, algunos compuestos
biolbgicamente activos que tienen aplicacion en farmacia
v en salud animal y posiblemente nanomateriales de
amplia aplicacién industrial®

Cianobacterias

Otro grupo de gran importancia son las cianobacterias,
procariotes que llevan a cabo fotosintesis oxigenica v
que en los ultimos anos, a medida que se ha avanzado
en el conacimiento de su fisiologia, han extendido su
potencial de aplicacion. Estos organismas han sido muy
utilizados en investigaciones de caracter basico (estudio
de los procesos de fotosintesis v del metabolismo de
nitrégeno y carbono, asi como de adaptacion a diferentes
cambios ambientales) y aplicado (como fuente de
vitaminas, proteinas y por su utilizacién potencial como
biofertilizantes). Se espera que el uso de herramientas
geneticas disponibles hoy en dia constituya un area de
investigacion muy interesante en el futuro proximo para
manipular el genoma de las cianobacterias con el obieto
de mejorar procesos de interés biotecnolagico, tales como
la obtencién de productos, la construccion de cepas ttiles
como biosensores y cepas capaces de adaptarse a las
condiciones de estrés ambiental, lo que sequramente
contribuira a un mejor aprovechamiento de su potencial.

Un aspecto muy interesante relacionado con la
utilizacion de genes procedentes de cianobacterias es su
introducciéon en los cloroplastos de plantas superiores para
mejorar su eficiencia fotosintética en el metabolismo del
carbono v ofros procesos metabolicos potenciales que
tienen lugar en el cloroplasto, Por otra parte, se sabe que
las cianobacterias constituyen una fuente excelente de
metabolitos naturales con actividades antibacterianas,
antivirales, antifingicas y actividad citotoxica o citos-
tatica. Lo anterior resulta de gran importancia si
consideramos que ha ide en aumento la resistencia de
bacterias patdgenas a los antibicticos convencionales, por
lo que la bisqueda de substancias novedosas con
actividad antibacteriana en contra de cepas resistentes
se ha reforzado”
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Flgura 2. Scenedesmus Incrassafulus, una microalga verde [cloroficeq), eucariotica, gque
crece en peguenas colonios de 2 a 8 miembros.

Acidos grasos

Recientemente ha aumentado el interés por los acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga debido a que
juegan un papel muy importante en diversas funciones
biologicas, incluyendo el desarrollo cerebral, la
reproduccion, algunas respuestas inflamatorias v la
homeostasis, ademas de ser de gran importancia en la
industria acuicola. Tradicionalmente la principal fuerite
de estos compuestos ha sido el aceite de pescado v el
aumento en la demanda de estos compuestos ha creado
la necesidad de buscar fuentes alternativas para su
produccién. Por ofra parte, se sabe que las peces adquieren
los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga a partir
de las microalgas que consumen como parte de su dieta.
En principio, la purificacién de estos compuestos a partir
de microalgas deberia ser mas sencilla que a partir del
aceite de pescado, ya que su contenido en ciertas algas
constituye entre el 25 vy 30% de los acidos grasos tofales.
Por otra parte, el perfil de los acidos grasos en los aceites
de algas es menos complejo que en los extractos de aceite
de pescado. Las microalgas marinas pueden constituir
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una altemativa interesante al uso del aceite de pescado
ya que una caracteristica importante de algunas de ellas
(e.g., Phorphyridium cruentum, Phaeodactylum
tricomutum, Monodus subterraneous y Crypthecodinium
conhii) es su alto contenido de &cidos grases poliin-
saturados de cadena larga®.

Biorremediacion y biosensores

Con relacién a la aplicacion biotecnolégica de las
microalgas, su utilizacion en procesos de biorremediacion
constituye una altemativa atractiva debido a las diferentes
ventajas que estos organismos presentan (e.g., autotrofia,
capacidad para utilizar los nutrientes presentes en las aguas
residuales). Los principales enfoques de los procesos que
utilizan microalgas v cianobacterias son en la remoeion
de nutrientes y de metales pesados presentes en las aguas
residuales, aunque también se encuentra bien do-
cumentada su capacidad para remover radiontilidos a
partir de efluentes’. Entre los géneros que han sido
utilizados para estos propésitos se encuentran las
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cloroficeas Chiorellay Scenedesmus y las cianobacterias
filamentosas Phormidium y Spirulina. Un tipo de
contaminantes ambientales, que ha generado gran
preocupacion porsu creciente aumenito en los ecosisternas
y estimulado el interés en su degradacion, son los
compuestos aromaticos y otras substancias recalcitrantes
y actualmente se llevan a cabo investigaciones que
involucran el uso de consorcios de microalgas con fines
de biorremediacion. Otro aspecto relacionado con la
biorremediacién es la produccién y utilizacién de
polisacaridos extracelulares producidos por cianobacterias
(Synechococcus sp., SPH 01, Phormidium sp.) como
fuente de grupos funcionales para la captacion de metales
pesados.

Una posibilidad de aplicacién novedosa que brindan
las microalgas v cianobacterias es su uso como biosensores
para la deteccién de compuestos téxicos (e.q. 2,4,6-
trinitrotolueno, herbicidas) que producen danos a los
ecasisternas terrestre y acuatico en todo el mundo, Existen
reportes sobre el bajo costo de estos biosensores, de su
facilidad de operacion, rapidez v reproducibilidad en su
respuesta®,

El futuro de la biotecnologia microalgal enfrenta una
serie de desafios relacionados con el progreso y los
descubrimientos de los campos de fisiologia algal,
bioquimica y genética, y con el adiestramiento eficiente
del cultive de microalgas en biorreactores cenados. Estos
desaffos en opinion de los especialistas, pueden ser
resueltos a través de los esfuerzos nacionales, parti-
cularmente en los paises mas adelantados que iniciaron
su investigacién y desarrollo en el drea hace mas de medio
siglo. También puede contribuir a su solucién la coo-
peracion regional e internacional, donde los paises en
desarrollo pueden jugar un papel muy importante’,

Experiencias en el Cinvestav

En el Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del
Cinvestav las investigaciones sobre biotecnologia de
microalgas se iniciaron en 1990 y desde entonces se han
venido desarrollando proyectos relacionaclos con algunos
de los aspectos mencionados anteriormente. A través de
esos anos se ha contado con la colaboracion de grupos
afines en México (UNAM, IPN, UAM) v en el extranjero
(Cuba, Colombia) a través de programas de colaberacién
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internacional apoyados por el CONACyT. Entre los
proyectos desarrollados por nuestro grupo en estos 12
anos, en los que se han utilizado microalgas v ciano-
bacterias, se encuentran la obtencion de biomasa de
microalgas marinas y su utilizacion en maricultura: se
estudié el potencial de la biomasa de una cloroficea del
genero Scenedesmus para ser empleada en cosmeticos,
tratamiento terciario de aguas residuales (porcinas, in-
dustriales) para la remocién de nitrégeno, fésforo y metales
pesados (Cd, Cr, Zn, Cu). En estos estudios hemos
empleado cultivos en suspensién e inmovilizados en
diferentes soportes (e.g., k-carragenina, alginato de sodio,
espuma de poliuretano). Otro interés diferente a los
provectos de biotecnologia ambiental que nos ocupa
actualmente, v hacia donde estamos dirigiendo esfuerzos,
es la obtencion de bioproductes de alto valor como
pigmentos. particularmente ficocianina, B-carofeno y
astaxantina, a partir de la microalga Haematococcus
pluvialis y la cianobacteria Calothrix sp, la obtencion de
acidos grasos poliinsaturados de diatomeas y de Calothrix
sp. y la obtencion de polisacaridos por la cianobacteria
Phormidium sp. Los niveles de experimentacion en nuestro
laboratorio van desde mesa hasta reactores de diferente
diseno y capacidad, algunos de los cuales han sido
construidos en el taller del Cinvestav.

En el aspecto academico y contando con la cola-
boracion de ofras instituciones (UAM, CICESE, B.C. y
la ENCB-IPN), nuestro grupo ha tenido a su cargo la
organizacion de cuatro curses intemacionales sobre temas
selectos en el cultivo de las microalgas. El Gltimo de ellos
se llevd a cabo en abril del ano en curso v fue financiado
por la UNESCO. Con excepcién del tercer curso, el
Cinyestav ha sido la sede de estos encuentros. @,
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Los considerables adelantos de la (ltima década en
el area de [a biotecnologia vegetal molecular han dado la
oportunidad de que las plantas puedan concebirse como
verdaderos biorreactores para la produccién de meta-
bolitos secundarios o productos naturales y de otras
biomoléculas como anticuerpos'?, antigenos®® y pro-
teinas®®, asi como para la remocién de xenobiéticos,
compuestos toxicos para el medio ambiente’. Este articulo
hace una remembranza de como la manipulacion genética
ymolecular del metabolismo secundario ha dado lugar a
esas oportunidades y espontaneamente a nuevas es-
trategias experimentales v procesos biotecnolégicos para
la obtencién de productos naturales y transgénicos.

La falsa promesa

Las plantas han sido la principal fuente de alimentos y
de metabolitos secundarios o productos naturales desde
tiempos prehistéricos®. Estos compuestos, que pueden ser
farmacos, insecticidas, saborizantes, aromas y colorantes,
se utilizan comunmente como materias primas o prin-
cipios activos en la industria quimica, farmacéutica,
agricola y alimentaria (tabla 1). Sin embargo, debido a
los problemas ambientales provocados por el hombre y a
la sobreexplotacién de las fuentes naturales, muchas
especies vegetales estan en peligro de extincién o'se han
extinguido va. Es comprensible entonces que se esté
realizando un gran esfuerzo para obtener estos compuestos
usando técnicas altemativas a las naturales, como el
cultivo de células, tejidos v érganos vegetales en bio-
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Tabla 1. Productos naturales e industria de aplicacién.

Inciustria Producto Planta Aplicacion
Quimica Diosgenina Dioscorea deffoidea Sintesis de anficonceptivos
Shikenina Lithospermum erythiortizon Precursor de antraquinonos
Solasedina Solanurm chrysofrichum Sintesis de estercides
Farmaceutica Codeing Papaver somniferum Ancigésico
|uinina Cinchona ledgerfana Antipaludico
Digoxina Digitalls lanata Cardiaténico
Escopolaming Datura: stramonium Antihiparensiva
Vincristing Catharanthus roseus Anticancerigeno
Trigonelina Trigenelia foenum-graecun Anticancerigeno
Alimentaria Shikonina Lithospermum envthrorhizen Pigmento
Ginsenosido Panax ginseng Sabarizante
Capsaicing Copsicun spp. Saborizante
Agricola Capsaicing Capsicum 5po. Insecticida

rreaciores que se han investigado ampliamente durante
los tiltimos 30 anos. Estas técnicas, que inicialmente
incluian cultivos sumergidos de células en suspensién,
células inmovilizadas, brotes, embriones y raices®!!,
posteriormente abarcaron cultivos de células y raices
transforrmadas v la obtencion de plantas transgénicas®®.

El potencial del cultivo de células, tejidos u érganos
vegetales en biorreactores, de manera similar a los
procesos de fermentacién con microorganismos, para la
produccion de metabolitos secundarios o productos natu-
rales fue demostrado plenamente por Zenk y sus
colaboradores en 1976. Lograron establecer cultivos de
celulas en suspension de Catharanthus roseus capaces
de producir serpentina y ajmalicina, dos alcaloides del
indol caracteristicos de esta planta’. Algunas de las
ventajas de los cultivos de celulas vegetales respecto a
las tecnicas agricolas tradicionales que han sido
enumeradas por diversos autores'®!! son: (1) inde-
pendencia de las variaciones de factores climaticos. (2)
sistemas de produccién definides y constantes, (3)
consistencia en los rendimientos v |a calidad del producto,
(4) minimas necesidades de espacio para el desarrollo de
la produccion, (5) poblacién eelular uniforme y facilidad
de extraccion del producto, (6) independencia de aspectos
politicos. No obstante estas ventajas, después de més de
25 anos de investigacion sélo cuatro procesos se han
podido establecer a nivel comercial: Shikonina, de
Lithospermum erythrorhizon por la compania Mitsui
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Peirochemical Ind. Ltd*, Gingenésido de Panax ginseng
y Purpurina de Rubia akane por Nitto Denko Corp'®, y
Taxol de Taxos cuspidata por Phyton Inc' en asociacion
con Bristol-Myers Squibb Co. Esto se ha debido
principalmente a la baja velocidad de crecimiento de estos
cultivos (en comparacién con los de microorganismos),
baja productividad volumétrica, bajos rendimientos del
producto, altos costos de proceso, inestabilidad del
preducto en los cultivos y principalmente al pobre
conocimiento del metabolismo secundario a nivel de
intermediarics metabolicos, sus enzimas vy de su regulacién
metabdlica. El reconocimiento de estos problemas desde
finales de la década de los ochenta' origind que desde
entonces las investigaciones sobre la produccién de
metabolitos secundarios se dirigieran hacia la aplicacion
de diversas estrategias para incrementar la productividad
de estos compuestos en los cultivos (tabla 2). La
aplicacion de esas estrategias, en especial la genéticay la
biologia molecular en combinacion con la bioquimica para
estudiar el metabolismo secundario y su regulacion,
condujo las investigaciones al desarrollo de nuevas
estrategias experimentales que han culminado en la
aparicion de la ingenieria metabolica v la agricultura
molecular (molecular farming).

La nueva esperanza

La ingenieria metabélica se ocupa de la aplicacién de la
bioguimica, la genética v la biologia molecular para ma-
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Tabla 2. Estrategias para mejorar la produccién de metabolitos secundarios en cultivos
de células vegetales.

Sisternas de cultiva
Culfivos de calios
Cultivos de celulas
Culfivos de brotes
Culfivos de raices
Cultivos de dos fases

Condiciones de cultivo
Optimizacion del medio de cultiva

Permeabilizacion celular
Adicion de potencladores [elicitors)

Exttaccion confinua del producto

Optimizacion de parametros nutriclonales vy fisicogquimicos

Adicion de precursores e infermedianios biosinietices

Gengtica y Blologia Molecular Vegetal

Sobreexpresion de erzimas limitantes de Kk blosintesls

Creacion de nuevas ramas en las redes melabdlicas existentes
Canalizacion del flux metabdlico hacia el producto de inferés

Generocion de mutantes desteguiadas con respecto ol producto de Interés
Plantos transgenicas sin las ramificociones de la ruta biosintética principal

nipular y estudiar las rutas metabélicas endégenas de 1in
organismo con el objetivo de generar cultivos celulares u
organismos fransgénicos en los que el perfil de los
productos naturales caracteristicos de esa especie se vea
incrementado o modificado para adquirir caracteristicas
adecuadas que permitan establecer procesos comer-
cialmente viables'!®, En el caso de los productos natu-
rales, el propésito principal en la mayoria de los casos ha
sido el incremento en la produccién o velocidad de
biosintesis o la reduccion del flujo metabélico hacia la
formacion de productos metabdlicamente colaterales. Asi,
la aplicacién de la ingenieria metabélica en plantas ha
permitido obtener organismos que sobreacumulan aceites
comestibles e industriales', ligninas'® y almidones' de
composicion constante y controlada, carotenoides y
vitaminas A v E*, metabolitos secundarios como
alcaloides del tropanc®, flavonoides y antocianinas®.

La esperanza se fortalece

Pero la manipulacion de las rutas metabdlicas de las
plantas ha ido més lejos: ha permitido la introduccién de
material genético proveniente de otras plantas, e inclu-
sive de microorganismos o animales, para proveer a la
planta receptora con funciones como la produccion de
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nuevos compuestos, asimilacién de nuevos sustratos y
degradacitn de xenobidticos?. Esto tltimo ha permitido
estudiar y entender los mecanismos por los cuales las
plantas participan en procesos de remocion de con-
taminantes del medio ambiente, proceso tecnolégico
denominado fitorremediacion’®#=4,

Ademas, se ha aprovechado la capacidad natural de
las plantas para excretar compuestos a su rizosfera y se
han obtenido plantas y raices transformadas capaces de
producir v excrelar biomoléculas y proteinas re-
combinantes'##, Se ha comprobado también en
numerosos estudios que las plantas son capaces de
efectuar los procesos postransduccionales de las proteinas,
como acetilacién, fosforilacion v glicosilacion, propios de
los organismos eucarioticos y que los microorganismos
no pueden efectuar'*%*’. Esta caracteristica se ha
aprovechado para establecer cultivos de células, tejidos v
6rganos vegetales fransgénicos para la produccion de
proteinas completas o sus epitopos, antigenos vacunales
y anticuerpos®. De estos cultivos es posible obtener plantas
transgénicas productoras de esas biomoléculas, tecnologia
que se ha denominado agricultura molecular. En particu-
lar, a las plantas transgénicas para la expresién § su-
ministro de antigenos vacunales se les ha denominado
vacunas comestibles y varias de ellas se encuentran en
pruebas a nivel clinico®.
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Las ventajas de la produccién de biomoléculas por
cultivos de células v tejidos vegetales transgénicos son las
mismas que ya se mencionaron para los cultivos no
transgénicos pero, ademas, la tecnologia de agricultura
molecular ofrece la posibilidad de obtener proteinas
animales con las modificaciones postransduccionales

correctas para obtener la actividad biologica respectiva.

Conviene mencionar que en nuestro laboratorio
estamos aplicando estas tecnologias enfocando nuestros
esfuerzos a la obtencién de compuestos bioactivos como
farmacos, antigenos, anticuerpos, y para estudiar los
mecanismos de remocion de xenobioticos de sitios con-
taminados con hidrocarburos. Nuestro principal soporte
lo constituyen programas sobre ingenieria metabélica de
productos naturales y para la obtencién de antigenos
vacunales y anticuerpos

Conclusiones

La supervivencia del hombre ha dependido v sequira
dependiendo de las plantas y sus compuestos. Aunque
se han investigado intensamente diversas alternativas
biotecnol6gicas para la produccién de metabolitos

secundarios vegetales o productos naturales por cultivo
de células vegetales en biorreactores, s6lo algunos procesos
se han podido establecer a nivel comercial debido a que
los costos de proceso no son viables con respecto a las
técnicas agricolas tradicionales de cultivo, aun cuando el
rendimiento de varios compuestos en los cultives in vitro
es mayor que en las plantas. El uso de estrategias de
ingenieria metabolica para incrementar los rendimientos
y la productividad para la obtencion de productos natu-
rales y transgénicos en plantas o cultivo de células y
organos vegetales debera beneficiar esponténeamente los
bioprocesos y la agricultura molecular. La generacion de
cultivos de células, tejidos v 6rganos vegetales y plantas
transgenicas ha renovado la esperanza para establecer
procesos biotecnolégicos pero ahora no sélo para la
obtencién de los productos naturales, sino también otros
muchaos tipos de compuestos bioactivos como proteinas,
anticuerpos y antigenos. @

Notas

1. E. Stoger et al., Current Opinion Biotechnol. 13, 161
(2002).

2. A. Hiatt et al, Nature 342, 76 (1989).

Septiembre-octubre de 2002



3. H.S. Mason et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 89, 11745
(1992).

4. G.G. Zhang et al., Mol. Biotechnol. 20, 131 (2002).
5. G. Giddings et al., Nature Biotechnol. 18, 1151 (2000)

6. E. Franken et al., Current Opinion Biotechnol. 8,411
(1997).

7. D.E. Salt et al., Biotechnol. 13, 468 (1995)
8. R. Bentley, Crit. Rev. Biotech, 19, 1 (1999),
9. MH. Zenk et al , en Plant tissue culture and its bio-

technological applications, W.E. Barz et al, Eds. (Springer-
Verlag, Berlin, 1976).

Avance y Perspectiva vol. 21

10. A. W. Alfermann y M. Petersen, Plant cell, tissue and
organ culture 43, 199 (1999)

11. M. Fowlery G. Sepan-Sarkissian, Aduv. Biotech. Prog
135 (1983).

12. Y. Yamada, T. Hashimoto en Proc. ViIth Inter. Cong.
plant tissue and cell culture (Amsterdam, Holanda, 1990)

13.Y.S. Fujita et al., Agric. Biol. Chem. 49, 1755 (1985).

14. EM. DiCosmo y M. Misawa, Biotech. Adv. 13, 425
(1995)

15. C.B. Taylor, Plant cell. 10, 641 (1998)

16, . Stephanopoulos, Current Opinion Biotechnol. 5,
196 (1994),

31!



17. D.J. Murphy, Current Opinion Biotechnol. 10, 175
(1999).

18. MiM. Campbell y R.R. Sederoff, Plant Physiol. 110,
3 (1996).

19. A G, Heyer et al., Current Opinion Biotechnol. 10,
169 (1999).

20. J. Hirschberg, Current Opinion Biotechnol, 10, 186
(1999)

21.D.J. Yunetal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 11799
(1992)

22. R.A. Dixon etal, Gene 179, 61 (1996)
23. D.E. Salt, Biotechnology 13, 468 (1995)

24. D. Gleba, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96, 5973
(1999)

25, J V. Shanks, J. Morgan, Current Opinion Biotechnol
10, 151 (1999).

26. M .M. Trexleret al., Biotechnol Prog. 18, 501 (2002)

27. G. Giddings, Current Opinion Biotechnol. 12, 450
(2001)

Septiembre-octubre de 2002



XXX Aniversario de Biotecnologia y Bioingenieria

Aplicaciones
biotecnologicas de 1o
microencapsulacion

J. Yanez Fernandez, J.A. Salazar
Montoya, L. Chaires Martinez, J.
Jiménez Hernandez, M. Marquez

Robles y E. G. Ramos Ramirez

Los autores son miembros del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del Cinvestaw, Direccidn electrénica:
Jjsalazar@mail cinvestay mx

Avance y Perspectiva vol. 21

Los procesos de encapsulacion fueron desarrollados en-
tre los anos 1930 y 1940 por la National Cash Register
para la aplicacién comercial de in tinte a partir de gelatina
como agente encapsulante mediante un proceso de
coacervacion'. La utilizacion de microcapsulas abarca
una amplia gama de campos: la eliminacién controlada
de sabores, colores, aromas, perfumes, drogas, fertili-
zantes y precursores en impresiones’. Las enzimas y las
celulas animales o vegetales también pueden ser encap-
suladas, permitiendo que los sustratos y productos entren
y salgan de la capsula. Este concepto fue instrumentado
con el desarrollo de un higado arificial con enzimas
hepéticas colocadas en membranas semipermeables para
mejorar su funcion. Las membranas de nylon han sido
empleadas para encapsular y atrapar enzimas como la
pepsina, |la pectin esterasa para clarificacién de jugos, la
invertasa para la inversién de sacarosa y la renina para
coagulacion de leche. Una bacteria acido lactica, Lacto-
bacillus lactis, fue encapsulada en alginato'y se sugiere
que las bacterias inmovilizadas pueden ser usadas para
producir yoghurt de manera continua.

La encapsulacién es un proceso mediante el cual
ciertas sustancias bioactivas (sabores, vitaminas o aceites
esenciales) son introducidas en una matriz o sistema pared
con el objetivo de impedir su pérdida, para protegerlos de
la reaccion con ofros compuestos presentes en el alimento
o para impedir que sufran reacciones de oxidacién debido
a la luz o al oxigeno. Una ventaja adicional es que un
compuesto encapsulado se liberara gradualmente del
cormpuesto que lo ha englobado o atrapado v se obtienen
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Tabla 1. Tipos de coberturas utilizadas en
microencapsulacién.

Tipo de cobertura Cobertura especifica

Gomas Goma arabiga, agar, aiginalo

de sodio, coragening

Almidon, dextranos, sacarosa,
jarabes de rmalz

Carbohidratos

Carboximetil-calulosa;
matiicelulosa, etlicelulosa,
nitroceluliosa, acellicelulosa

Celulosas

Lipldos Caras, parafings, fistearng,
acido estednco,
menoglicérdas, digiicéndoes,

aoefles, grasas

Protainas Gluten; caseina, greneting,

albdmina

Materales inorganicos Sulfato de calcio, silicalos

productos alimenticios con mejores caracteristicas
sensorales v nutricionales®?. Se utiliza también el término
microencapsulacién en la industria alimentaria o
farmacéutica cuando se encapsulan sustancias de bajo
peso molecular o en pequenas cantidades. Los dos
{éminos, encapsulacion y microencapsulacion, se usan
indistintamente (tabla 1).

Meéetodos generales

Diversos métodos han sido propuestos para la produccién
de microcapsulas. En general, estos métodos pueden ser
dividicos en tres grupos®:

(1) Procesos fisicos: secado por aspersion, extrusion y
recubrimiento por aspersion.

(2) Procesos fisicoguimicos: coacervacion simple o
compleja y atrapamiento en liposomas.

(3) Procesos quimicos: polimerizacién interfacial e
inclusion molecular.

La seleccion del proceso de encapsulacion para una

aplicacién considera el tamano medio de la particula
requerida v las propiedades fisicoquimicas del agente
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encapsulante y la sustancia a encapsular, las aplicaciones
para el material microencapsulado, el mecanismo de
liberacién deseado y el costo. En el caso de sabores y
aromas, varios métodos han sido desarrollados para
encapsularlos y utilizarlos en la industria de alimentos; el
secado por aspersién es el que mas se utiliza*®.

Secado por aspersion

El secado por aspersién es ampliamente usado en la in-
dustria de los alimentos debido a que es un método
economico y efectivo en la proteccién de materiales, en
particular empleado en la deshidratacién de leche®. Los
almidones madificados, las maltodextrinas y las gomas
son empleados como acarreadores o materiales pared.
El material a encapsular es homogenizado con el aca-
rreador; la mezcla es alimentada al secador por aspersion
y se atomiza por medio de una boquilla o disco; las
capsulas son colectadas posteriormente. Desarrollos
recientes se han hecho con nuevos acarreadores,
incluyendo coloides y gomas naturales, para la obtencion
de mezclas que permitan incrementar la retencion de
compuestos volatiles y la vida de anaquel de las
microcapsulas. Se ha conseguido la retencién de aceites
esenciales de naranja y disminuido su oxidacién al usar
goma arabiga®.

Aspersion por enfriamiento o
congelamiento

Una variante del secado por aspersion consiste en
enfriamiento o congelamiento, donde el material a
encapsular es mezelado con el acarreador y es atomizado
por medio de aire frio, Las microcapsulas son producidas
por nebulizacién de la emulsion o suspension que contiene
el material pared v la sustancia activa sélida o liquida.
Las coberturas empleadas usualmente son aceites
vegetales en el caso de aspersién por enfriamiento o aceite
vegetal hidrogenado para la aspersién por congelamiento;
asi pueden encapsularse liquidos sensibles al calor v
materiales que no son solubles en disolventes con-
vencionales. La reduccién de la temperatura produce una
solidificacién del lipido pared y el atrapamiento de la
sustancia activa en el centro de la capsula®. La aspersién
por enfriamiento es usualmente empleada para encapsular
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sulfato ferroso, vitaminas, minerales o acidulantes. Las
aplicaciones mas comunes de la aspersién por con-
gelamiento incluye el secado de sopas v los alimentos
con altos contenidos de grasa. Las microcapsulas
producidas por enfriamiento o congelamienta son inso-
lubles en agua debido a su cobertura de lipidos por lo
que se encapsulan materiales solubles como enzimas,
vitaminas solubles en agua v acidulantes

Extrusion

La microencapsulacién por extrusién involucra el paso
de una emulsién del material activo y el material pared a
través de un dado a alta presién. La extrusion constituye
el segundo proceso mas usado, después del secado por
aspersion, para la encapsulacion de sabores. Un proceso
tipico involucra la mezcla de sabores con jarabe de maiz
o almidén modificado caliente, extrudiendo la mezcla en
forma de esferitas (pellets) dentro de un bario con un
diselvente frio como el isopropoanol, El disolvente frio
solidifica el jarabe en un sélido amorfo, banando los
sabores, |os sabores extrudidos proporcionan una mayor
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vida de almacenamiento comparados con los que no son
encapsulados. La vitamina C y los colorantes pueden
tener una vida de almacenamiento superior & dos afnos
Ademés, la forma solida de los sabores es mas conveniente
para su uso, La aplicacién de este método en el
procesamiento de alimentos incluye bebidas, pasteles,
gelatinas, postres, asi como numerosos sabores?,

Cobertura por lecho fluidizado

Esta técnica consiste en suspender particulas sélidas en
aire a alta velocidad dentro de una camara con
temperatura v humedad controlada, donde el material
pared es atomizado’. La cantidad de particulas cubiertas
depende de la longitud de la camara y del tiempo de
residencia dentro de ésta. La fécnica es aplicable a
coberturas que funden facilmente (como aceites vegetales
hidrogenados, estearinas, Acidos grasos, emulsificantes,

s y
maltodextrinas). Para coberturas fundibles se usa aire frio

ceras) o coberturas solubles (como almidones, gorn

para endurecer el acarreador, mientras que para las
coberturas solubles se usa aire caliente para evaporar el
disolvente. Los ingredientes con facilidad de fundir son
liberados al incrementar la temperatura o por ruptura
fisica, mientras que las coberturas soltbles liberan su
contenido al adicic

1ar agua. Alimentos fortificados y
mezclas nutricionales contienen ingredientes encapsulados
porlecho fluidizado; algunos ejemplos son: acides citrico,
lactico v sérbico; bicarbonato de sodio utilizado en
productos de panificacion.

Afrapamiento en liposomas

Un tipo de capsula con mas propiedades versatiles y
menos fragilidad que aquellas hechas de grasa es el de
los liposomas. Estos han sido empleados para la liberacion
de vacunas, enzimas y vitaminas en el cuerpo®, y
consisten de una o mas capas de lipidos no téxicos v
aceptables en alimentos; la permeabilidad, estabilidad,
actividad superficial v afinidad pueden variar con el
tamano v la composicion del lipido. Los liposomas son
vesiculas que se forman cuando peliculas de fosfolipidos
son dispersadas en un medio acuoso; al iqual que las

membranas naturales, los liposomas son selectivamente

permeables a jones; los liposomas se forman cuando una

solucién acuosa de sustancia activa es mezelada con la
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pelicula del lipido. Estructuralmente existen tres tipos de
lipesomas: multilamelar, vesiculas de un compartimiento
y macrovesiculas, La sonicacion permite la formacién de
un solo compartimiento de vesiculas, mientras que las
macrovesiculas son formadas por inyeccion de soluciones
de lipido en un buffer de fosfatos. Los liposomas pueden
ser obtenidos con cargas positivas por la adicion de aminas
o con cargas negativas por la adicién de fosfatidil serina
o diacetil fosfato. Materiales hidrofilicos e hidrofébicos
pueden ser atrapades en liposomas; los compuestos
hidrofilicos son disueltos en agua y mezcladoes con una
pelicula lipidica para formar lipesomas, mientras que los
materiales hidrofébicos san embebidos en una delgada
pelicula de lipido. La liberacién del principio activo se
realiza por difusion a través de la bicapa, por destruccion
de la vesicula, por medio de una concentracién critica de
iones calcio o por un cambio de pH. El colesterol y los
tocoferoles pueden ser incorporados para reducir la
permeabilidad de la membrana e incrementar la
estabilidad de los lipidos en la bicapa. Las sustancias
activas solubles en agua presentan una mejor eficiencia
de encapsulamiento gue las hidrofobas; los liposomas
son usados con éxito en la encapsulacion de sistemas
enzimaticos; sin embargo, el uso de disolventes organicos
limita su uso en aplicaciones en alimentos (tabla 2),

Inclusion de complejos

La inclusién de complejos, también conocida como
encapsulacién molecular, utiliza b-ciclodextrinas para el
atrapamiento de moléculas. Estas ciclodextrinas (CD)
tienen un centro hidrofébico mientras que la superficie
exterior es hidrofilica. Las CD forman complejos por
inclusién o por huésped-anfitrién. El principal mecanismo
de las CD involucra la formacién de complejos por
inclusién de analitos: permiten un equilibrio dindamico en
el cual agua u otro compuesto, son reemplazados en la
cavidad de la molécula de CD". La estabilidad de estos
complejos depende de la estructura, hidrofobicidad de la
molécula, pH, disolvente organico, temperatura y
concentracién de la CD. La preparacion de complejos se
realiza por dos métodos: en el primero la molécula
huésped v la CD son cristalizadas, un disolvente menos
hidrofébico que la molécula huésped se mezcla con los
componentes dando una acomplejacién de la molécula
huésped hacia el centro de la ciclodextrina, la ciclodextrina
y la molécula huésped son mezcladas en agua durante
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Tabla 2. Ingredientes encapsulados
utilizados en alimentos.

Tipo de Ingrediente

Sabonzantes del tipo: especias, acelfes, sazonadores
edulcorantes

Acidulantes, dicalls, buffers |Ac. ascorbico, cifico;
fumdarico, bicarbonato)

Lipldos: Ac. lincleico

Agentes ledox (clongueadores, maduradores)

Enzimas o microorganismos

Anficxidantes (Ac. ascorbico, citico)

Colorantes

Aceites esenciales, aminodcidos, vitaminas y minefaies

un tiempo hasta conseguir el equilibrio. El sequndo método
involucra la forma gaseosa de la molécula huésped en
unasolucion de CD. Los complejos de inclusion obtenidos
son solidos cristalinos y pueden adicionarse a alimentos
secos con un minimo de degradacion o pérdida del
compuesto huésped durante el almacenamiento, Las CD
protegen sabores y otros ingredientes sensibles al calor
que son adicionados en alimentos extrudidos. Aceite de
ajo, cebolla y vitaminas A, E y K son acomplejados por
CDlD.!]_

Coacervacion

En una solucién coloidal las cargas pueden orientarse
formando puentes que dan origen a una disminucién en
la solubilidad del coloide; como consecuencia una parte
del coloide puede ser separado en una nueva fase,
convirtiendo al sistema en bifasico. La fase rica en coloide
es un estado disperso que aparece como gotas de liquide
amorfo, alas que se les denomina gotas de coacervado,
La coacervacion puede ser iniciada por diferentes formas:
cambios de pH, temperatura o adicién de una segunda
sustancia como una sal iénica; este método es eficiente
pero caro, Para el proceso de microencapsulacion algunos
biopolimeros han sido utilizados para su uso como
coberturas (goma arabiga v grenetina). La microen-
capsulacién por coacervacion requiere que el material a
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encapsular v el material pared sean mezclados; la
cobertura es depositada sobre el material activo

Generalmente un cambio de pH, temperatura o fuerza
i6nica provoca una fase de separacién o coacervacién
de la cobertura y atrapamiento del material activo
disperso; finalmente la cobertura es solidificada por medios
térmicos o enfrecruzamiento. La fase de separacion acuosa
involucra el uso de materiales como grenetina o mezclas
de grenetina y goma ardbiga. Una coacervacion simple
se presenta cuando solo la grenetina es inducida a formar
microcapsulas. La coacervacion compleja utiliza grenetina
y un polimero de carga opuesta como goma arabiga

Polimerizacion interfacial

Este método involucra la disolucién de un monémero
hidrofébice polimerizable en un material activo
hidrofébico. La mezcla es dispersada en una fase polary
un catalizador provoca la polimerizacion del monémero;
el polimero es insoluble en la sustancia activa hidrofébica
y depositado como pared alrededor de la sustancia activa.
Los polimeros gue forman coberturas adecuadas son
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poliéster, poliamidas, poliuretanos v poliureas. La
polimerizacion interfacial ocurre entre monémeros
disueltos en sus respectivas fases inmiscibles; los
mondmeros solubles son dispersados en la fase acuosa
por medio de agitacion, la membrana de la capsula es
formada por la adicién de un monémero organico soluble
en la fase continua u organica. Las membranas
poliméricas de poliaminas, nylon, poliéster o polifeniléster
son producidas por la reaccion entre el monémero soluble
en agua, como poliamina, L-lisina, 1,6-hexame-
tilendiamina, piperidina, o polifenol v un monémero
soluble en medio organico comeo sebacoil cloro, 2,2-
dicloroéter. Esta técnica recientemente ha sido empleada
para encapsular una bacteria acido |actica para obtener
una mayor productividad en las fermentaciones lacticas
con bastante éxito'**,

Materiales de encapsulacion

Existe una amplia variedad de materiales para cobertura
que pueden ser usados para encapsular ingredientes
alimentarios, donde se incluyen aceites hidrogenados,
ceras, maltodextrinas, almidones y gomas; algunos de
los mas efectivos son los aceites hidrogenados como el
aceite de palma, algodén v soya, que son excelentes
formadores de peliculas capaces de cubrir las particulas
individuales, proporcionando una encapsulacién uni-
forme'. El uso de goma arabiga como matriz en-
capsulante es comun debido a sus caracteristicas de
viscosidad, solubilidad vy emulsificacién. Olros materales
estudiados son los almidones de papa, maiz, trigo v armoz
principalmente. Las dextrinas son formadas por el
calentamiento de almiddn, en presencia de acido o base,
formando poelimeres con alto grado de ramilicacion;
comparadas con almidones no medificados, se mejoran
sus caracteristicas de solubilidad y viscosidad. Las
maltodextrinas son obtenidas a partir de una hidrélisis
parcial del almidén de maiz por via 4cida o enzimatica;
los polimeros de glucesa producidos pueden variar en
longitud y en peso molecular; sus viscosidades son inferiores
a las de la goma arabiga y no presentan grupos lipofilicos,
por lo que sus propiedades emulsificantes son pobres
Sus ventajas incluyen sabor tenue, es posible su uso a
altas concentraciones de sélidos v mejoran la vida de
almacenamiento de aceites esenciales de citricos; mezclas
de sélidos de maiz, maltodextrinas y almidones
modificados permiten un encapsulamiento éptimo. Los
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alginatos son hidrocoloides extraidos de algas, los cuales
reaccionan con iones calcio para la formacién de geles
estables; éstos son utilizados para atrapamiento de sabores
a temperatura ambiente*®. Para obtener las camas, el
alginato es emulsificado con el sabory después adicionado
por goteo a una solucion de cloruro de calcio. Los
materiales que tienen como base proteinas como las
proteinas de soya, caseinatos y derivados de grenetina
forman emulsiones estables con saborizantes volatiles;
su solubilidad en agua fria, el potencial para reaccionar
con grupos carbonilos v su alto costo limitan su uso
potencial®,

Meétodos de liberacion

Los mecanismos de liberacién de las capsulas se pueden
llevar a cabo por una disolucion normal en agua, por
esfuerzos de cizalla, por temperatura, por reacciones
quimicas y enzimaticas o por cambios en la presion
osmotica. La liberacién de componentes de una capsula
puede ser controlada por difusion de la pared de la capsula
o por una membrana que cubre la pared. La per-
meabilidad a través de la matriz y la solubilidad del
componente de la pared de la capsula influyen en la
velocidad de difusion. El compuesto que va a difundir
debe ser soluble en la matriz; aunqgue la presion de vapor
de sustancias volatiles en cada lado de la matriz puede
ser |a fuerza que determine la difusion. La seleccion de
una matriz © membrana es importante; la naturaleza
quimica, morfologia v temperatura de transicion, el grado
de hinchamiento v de entrecnuzamiento también influyen
en la difusion de la membrana aunque pueden disminuir
la velocidad de liberacion,

Aplicaciones

Las aplicaciones de esta técnica han ido incrementandose
en la industria de los alimentos debido a la proteccion de
los materiales encapsulados de factores como calor v
humedad, permitiende mantener su estabilidad v via-
bilidad. La microencapsulacion puede mejorar el sabor y
la estabilidad de medicamentos. Las microcapsulas han
sido también barreras contre. malos olores y sabores; las
microcapsulas ayudan a que los materiales fragiles resistan
las condiciones de procesamiento v empacado mejorando
sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y apariencia de
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sus productos®. En la encapsulacion de sabores, se re-
duce su volatilidad o previene reacciones indeseables con
otros componentes del alimento aun cuando se almacene
por un periodo prolongadoe. Cuando se encapsula un sabor,
para que sea liberado rapida y efectivamente en la boca,
se recomienda utilizar materiales solubles en agua como
almidones y dextrinas; en el caso de encapsulacion de
vitaminas, minerales y ofros nutrientes, éstos son liberados
después de haberse consumido. Como la liberacién se
lleva a cabo en el estémago o el intestino, permite una
maxima absorcion de los compuestos con un minimo de
reacciones adversas; los encapsulantes usados para esta
aplicacion son de naturaleza hidrofébica como grasas y
ceras, pero también se usan derivados de celulosa’. El
transporte selectivo de un agente terapéutico al sitio de
accién puede optimizar la respuesta biolégica o la
liberacion de una molécula activa dentro del medio
ambiente seleccionado.

Conclusiones

No obstante el desamrollo en las técnicas de encapsulacion,
existe mucha demanda para el control v liberacién de
ingredientes en alimentos, farmacos y microorganismos;
por ello deben desarrollarse nuevas aplicaciones v es
conveniente que los avances en el estudio de la
encapsulacion continten. En particular, la coacervacion
se vislumbra como una promesa debido a que sus costos
de proceso pueden ser reducidos y a que sustancias como
los sabores son mas estables después de procesos que
involucran calentamiento, tratamiento en microondas y
freido. Una de las limitaciones en las técnicas de
encapsulacién son los altos costos de produccion y la
falta de disponibilidad de materiales que puedan utilizarse.
Las mezclas de almidones y maltodextrinas como
materiales encapsulantes pueden proporcionar grandes
beneficios. Finalmente, el empleo de nutracéuticos y el
desarrollo de nuevas combinaciones de sabores y aro-
mas incrementan la necesidad de mejorar los mecanismos
de proteccién y liberacién para aumentar su vida ttil,
permitiendo nuevos desarrollos en el campo de la
encapsulacion. @
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n0logia y Bioingenieria

Desde la formacién del Departamento de Biotecnologia
y Bioingenieria se han abordado diversos temas sobre
procesos y tecnologias para aprovechamiento de
alimentos siguiendo esta linea. Recientemente se inicid
un estudio orientado a buscar la posibilidad de desa-
rrollar alternativas de aprovechamiento y preservacién
de ciertos tipos de alimentos, en especial de frutas
tropicales producidas en nuestro pais; la idea es obtener
tecnologias relativamente sencillas con bajos montos
de inversion y adecuadas a nuestras condiciones socio
economicas. El tema de estudio seleccionado fue el
de deshidratacion osmética (DO)

La reduccién del contenido de agua de alimentos es
uno de los métodos cominmente empleados para su
preservacion. Las tecnologias mas utilizadas estan basadas
en la evaporacion del agua. En fechas relativamerite
recientes la DO ha cobrado gran interés debido a las bajas
temperaturas de operacion usadas (20-50°C), lo cual evita
el dano de productos termolabiles, ademaés de reducir los
costos de energia para el proceso. La DO consiste en
sumergir los alimentos en soluciones hiperténicas con el
objetive de producir dos efectos principales: flujo de agua
desde el producto hacia la solucién hiperténica y flujo de
solutos hacia el interior del alimento, En algunos casos se
puede presentar la salida de solutos como son los acidos
organicos. Este fenémeno, aunque es poco importante
por el bajo flujo de sélidos perdidos, puede modificar
sustancialmente algunas propiedades del fruto cormo son
las organolépticas.
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El efecto neto de los flujos de salida de agua v ganancia
de solidos ha sido estudiado por diversos autores, por
ejemplo, utilizando cubos de gel de agar expuestos a
diferentes condiciones de temperatura y concentracion
de la solucion osmética. Se han identificado dos etapas
en el proceso de DO, En la primera, denominada des-
hidratacion, la pérdida de agua es mayor que la ganancia

de sélidos v en una seqgunda etapa, llamada im-
pregnacion, se obtiene una ganancia de solidos mayor a
la perdida de agua. En esta sequnda etapa, la masa to-
tal del sélido aumenta con el tiempo.

Dado el fenémeno de inclusion de solutos, la DO se
presenta como un método alternativo de formulacién de
productos. En trabajos recientes se ha encontrado que la
DO permite maodificar la compesicion del producto v,
como consecuencia, mejorar sus propiedades nuitri-
cionales, sensoriales y funcionales. Otra aplicacién
consiste en aumentar la estabilidad durante el alma-
cenamiento e incluso modificar el contenido de sélidos
al final del proceso de DO. Dentro de ciertos limites, por
ejemplo usando soluciones de sacarosa y sal como
soluciones osmoticas, se puede incrementar el nivel de
deshidratacion y disminuir la impregnacion de sal en
hengos, en un proceso de DO realizado en dos etapas.
Se ha observado que la inclusién de aziicares protege la
pigménlacién de los vegetales, por lo que su aplicacion
podria eliminar la necesidad de inactivar enzimas, proceso
cominmente aplicado para eliminar los problemas de
oscurecimiento de vegetales.
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El fenémeno de deshidratacién osmotica se ha tratado
de explicar a partir de los conceptos fundamentales de
transferencia de masa al establecer el origen de las fuerzas
impulsoras difusivas involucradas. El mecanismo de
impregnacion se considera que es producto de la casi
saturacion de las capas exteriores o supertficiales; la
mavoria de las explicaciones y el modelado y calculo de
los parametros que los describen han sido calculados a
partir de la sequnda ley de Fick. Es importante mencionar
que algunos de los trabajos publicades han sido realizados
con substancias modelo, lo cual lleva muchas veces
implicito el estudio de estructuras homogéneas. Sin em-
bargo, es bien conocida la no homogeneidad de las
estructuras de los productos naturales, lo cual genera
resistencias complejas durante el proceso de transferencia
de masa.

Aplicaciones

De acuerdo a los efectos observados en los procesos de
deshidratacién esmética con relacién al contenido de
sélidos en los frutos, no se considera que esta operacion
constituya por si misma un proceso de conservacion, sino
una etapa de pretratamiento en operaciones como son el
secado o la congelacion. A continuacién se resumen las
posibles aplicaciones de la DO como pretratamiento para
operaciones de conservacion y acabado de alimento.

Los procesos de secado, al someter el producto a un
proceso de deshidratacion osmética antes del mismo,
permiten aumentar la capacidad de los secadores y el
rendimiento de los productos finales. Esto conduce a un
ahorro de energia, a la reduccion (o eliminacién) del
escalde, asi como a mejorar la calidad de los productos
naturales, especialmente aquellos con caracteristicas
termolabiles.

En los mismos productos la actividad final del agua
debe ser tomada en cuenta. Por ejemplo, si ésta se
mantiene hasta un valor de 0.6, el proceso de secado se
realiza bajo las condiciones normales de transferencia de
masa; sin embargo, si la actividad del agua es inferior,
debe considerarse la reduccion de la velocidad de
transferencia de masa de tipo convectivo, debido a la
saturacion de la capa superficial del fruto que impide la
entrada de agua.
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Al combinarlos procesos de DO y secado, la velocidad
de rehidratacién de los productos normalmenite disminuye

con relacién a la de aquellos expuestos exclusivamente a
un proceso de secado de tipo convectivo. La deshidratacion
osmotica, como tratamiento preliminar a la conservacion
de alimentos por congelacién, permite trabajar con
temperaturas de proceso no tan bajas, disminuir el
consumo de energia, aumentar la velocidad de proceso,
asi como modificar la estructura v caracteristicas sen-
soriales del producto. Todo lo anterior es resulfado de la
disminucion del contenido de agua, Por ofro lade, al reducir
el contenido de agua se reduce fambién el volumen del
producto, el volumen del empaque vy, como consecuencia,
los costos de distribucion.

Para explicar el proceso de congelacion de frutos
sometidos a un tratamiento previo de deshidratacion
osmética se ha recurrido a la teoria de la transicién vitrea.
Segin esta teoria, si el alimento es almacenado a una
temperatura inferior a la de transicion vitrea, el agua
contenida en |a fase del suero concentrado permanece
inmovilizada v por lo tanto no interviene en el proceso de
deterioro del alimento. Asi, si mediante el proceso de
deshidratacion osmadtica se disminuye la concentracion
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de agua, entonces la temperatura de congelacién puede
ser disminuida a niveles de sobre enfriamiento,

Las métodos combinados son técnicas de conservacion
que pueden considerarse para procesado minimo de
alimentos. Estos métodos, como su nombre lo indica,
enfatizan el uso de tecnologias que conducen a la
preservacion de alimentos en que las caracteristicas
organolépticas, tales como textura, sabor y color, son
similares a la de los productos frescos, sin comprometer
su integridad. El efecto aditive v sinergistico de factores
de conservacion permite preservar el alimento con una
mayor calidad que si se usa una sola técnica, por ejemplo
secado.

Los metodos combinados, o efectos de barreras u
obstaculos, reducen el crecimiento microbiano en ali-
mentos al combinar factores de conservacion tales como
la disminucién del pH, la inclusién de agentes anti-

microbianos y el calentamiento moderado.

Tecnologia alternativa

La deshidratacién osmética se presenta como’una
tecnologia alternativa de conservacion de frutos. Por
ejemplo, en el fenomeno de impregnacién en frutos la
seleccion adecuada de solutos osméticos v de su
concentracion permitira controlar la actividad del agua
en este, asi como el pH. Bajo estas condiciones, es posible
llevar a cabo la adicién de antimicrobianos que permitan
aumentar el tiempo de vida del producto, especialmente

de aquellos con alto contenido de humedad.

Finalmente, para propésitos de aplicacién se puede
decir que la DO es un método de conservacion de
alimentos factible de adaptarse en paises con economias
emergentes, que produzcan frutas tropicales que
normalmente se consumen frescas por ser productos
perecederos vy que al someterse a tratamientos de
procesado minimo puedan conservarse y exporiarse
manteniendo muchas de sus propiedades. Otra de las
ventajas es que su desamollo e instrumentacion no requiere
de grandes inversiones ni de equipos complejos o dificiles
de obtener, ademas de que este tipo de productos se
encuentra en regiones economicamente deprimidas. @
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Al finales del siglo XX y principios del XXI, la
contaminacién atmesférica ha side indudablemente uno
de los mayores problemas que hemos tenido que enfrentar.
Los contaminantes emitidos continuamente por la
actividad humana tienen efectos locales, regionales o
globales: A nivel local, en las grandes ciudades y las zo-
nas industriales, cabe destacar como principales conta-
minantes las particulas suspendidas totales (PST), los
compuestos organicos volatiles (COV) y el ozono (O}
que afectan directamente la salud humana. A nivel re-
gional destacan los éxidos de nitrogeno (NO, ) y de azufre
(SO,) que provocan las lluvias acidas, que danan
seriamente los ecosisternas y los edificios, Finalmente, a
nivel global es importante subrayar la importancia
reconocida de numerosos contaminantes sobre la capa
de ozono y el efecto invernadero cuyos principales
responsables son los CFC y el diéxido de carbono,
respectivamente. En forma cuantitativa, las emisiones de
contaminantes atmaosféricos suman miles de millones de
toneladas por ano. Se estima, por ejemplo, que a través
de la combustion de combustibles {ésiles se emiten entre
5y 6 mil millones de toneladas de diéxido de carbono
porano (1 tonelada por habitante por ano). En paralelo,
a partir de una estimacion publicada por la agencia de
proteccion del medio ambiente estadounidense’, se estima
que cada estadounidense es responsable de la emision
anual de mas de 500 kg de NO,, COV, SO, y CO.

Para combatir la contaminacién atmosférica las

grandes potencias industriales como Europa, Asia,
Canada v Estados Unidos desarrollan tecnologias fisicas,
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Figura 1: Diseno de un bidfittre

guimicas y biolégicas de tratamiento de efluentes
gaseosos, de las cuales cabe destacar la depuracion bio-
logica de gas. La depuracion biologica de gas funciona
segun un esquema semejante al de las tecnologias de
depuracion biologica de agua y suelo. Aprovecha la
capacidad que tienen los microorganismos para degradar
los contaminantes v transformarlos en productos no o
menos contaminantes, principalmente agua y CO,. La
primera aplicacion fue registrada en los anos 20 pero no
fue sino hasta los anos 70 que la depuracion biolégica
de gas alcanzé un nivel significativo de desarrollo.
Actualmente esta tecnologia es aplicada con éxito para
el tratamiento de una amplia gama de contaminantes
en flujos de hasta 400,000 m*/h.

Biotecnologias

Existen ftres tecnologias principales de tratamiento
biolégico de gases: los biolavadores, las columnas
empacadas, también llamadas filtros percoladores, v los
biofiliros. Estas tecnologias difieren (i) por la presencia o
ausencia de un soporte, (ii) la naturaleza del soporte
utilizado (organico o sintético), (iii) la presencia o ausencia
de una fase liquida movil y (iv) por sus capacidades de
tratar diferentes contaminantes.

El biolavado es una tecnologia de tratamiento en dos
etapas. En la primera etapa, el gas contaminado entra
en contacto con una fase liquida que absorbe los
contaminantes. Después de haber absorbido los
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contaminantes, el liquido es tratado mediante un proceso
biolégico tradicional (por ejemplo, mediante un proceso
de lodos activados). Esta tecnologia se distingue por su
sencillez pero al mismo tiempo por su incapacidad de
tratar compuestos poco solubles en agua. Su uso es por
lo tanto fuertemente limitado.

Los filtros percoladores, tecnologia bien conocida en
el ambito fisico-quimico, realizan la absorcién y de-
gradacion de los contaminantes en una sola etapa. Con
este proposito, el gas contaminado y un medio de cultivo
liquido circulan (generalmente en contracomiente) a través
de una columna que contiene un soporte inorganico (por
ejemplo, anillos de Rashig). La presencia de los
contaminantes v del liquido nutritivo lleva al crecimiento
de microorganismos, en forma de biopelicula sobre el
soporte, asegurando que el filtro sea biolégicamente activo
v por lo tanto, capaz de depurar el gas contaminado.
Esta tecnologia se distingue por su capacidad para tratar
contaminantes medianamente solubles en agua pero
también por su sensibilidad y relativamente dificil con-
trol.

La biofiltracién es sin duda alguna la tecnologia de
tratamiento biolégico de gas mas utilizada. Esta
caracterizada por el uso de un soporte organico (aserrin,
turba, composta, efc.) que provee los nuirientes necesarios
para el crecimiento de los microorganismos, trans-
formando el soporte organico en un filtro biolégicamente
activo. Al pasar el aire contaminado a través del lecho,
los microorganismos presentes en la superficie del soporte
degradan los contaminantes (figura 1)

Al principio, la biofiltracién fue utilizada principalmente
para la eliminacion de los olores, y los primeros biofiltros
aparecieron en las plantas de tratamiento de aguas
residuales, en mataderos, en unidades de composteo y
en la industria alimenticia. De manera progresiva, los
biofiltros han sido utilizados para el tratamiento de una
gama cada vez mas amplia de contaminantes.
Actualmente la lista de compuestos tratados con éxito
por biofiltros incluyen casi 200 compuestos diferentes,
tanto minerales como organicos, alifaticos como
aromaticos, halogenados o no.

Biofiltros

El diseno de los biofiltros es muy variable: pueden ser
sistemas cerrados o abiertos; de uno o multiples lechos
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de soporte teniendo cada uno una altura de entre 0.5 y
1.5 m. Los biofiltros permiten, por lo general, tratar flujos
especificos de gas de 50 a 300 m? por m*de reactor por
hora, con valores extremos de 12 m? por m? de reactor
por hora para el tratamiento de compuestos xenobidticas
v de 600 m? por m’ de reactor por hora para el tratamiento
de contaminantes poco toxicos. La capacidad de con-
centracién de los contaminantes tratados con éxito puede
ser de algunos mg por m” hasta aniba de 5 g por m?,
dependiendo del nivel de toxicidad del compuesto. Esos
tltimos valores significan una capacidad de degradacién
de 10 a 200 g de contaminante por m® de reactor por
hora.

Se considera que la biofiltracién es una de las
tecnologias mas econémicas, en especial para el
tratamiento eficiente de grandes flujos de aire poco
contaminados. El costo de tratamiento es muy variable y
puede oscilar entre 0.3 y 2.5 délares americanos por 1000
m? tratados, lo cual es de 3 a 10 veces inferior a las
tecnologias de tratamiento de tipo fisico-quimico
(incineracion, adsorcion, etc.), dependiendo de la con-
centracion y toxicidad de los contaminantes.

El campo de aplicacion de la biofiltracion esta
principalmente enfocado a la eliminacién de olores y al
tratamiento de efluentes que contienen bajas
concentraciones de compuestos organicos volatiles. Un
factor importante es que la biofiltracion, que es un
proceso de oxidacion biolégica, se aplica exclusivamente
para la eliminacién de contaminantes oxidables,
compuestos organicos parcialmente oxidados o
compuestos minerales reducidos. La biofiltraciéon no
representa por lo tanto una respuesta a las emisiones de
oxido de azufre, de nitrégeno o de diéxido de carbono.
Sin ninguna duda la aplicacién de mayor importancia
para la biofiltracion es el tratamiento de olores pro-
venientes de industrias alimenticias y similares (rastros,
empacadoras, etc.). La siguiente aplicacion en orden de
importancia es en el tratamiento de aguas para evitar la
emisién de contaminantes en los tanques de aireacion y
de malos olores en el tratamiento de lodos. Finalmente,
numerosas empresas que manejan solventes utilizan
procesos de biofiliracién para limitar las emisiones de
compuestos organicos volatiles (imprentas e industrias
quimicas).

Si la biofiltracion esta considerada por muchos como
la solucién a numerosos casos de emision de conta-
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minantes gaseosos, sus detractores critican el gran espacio
necesario y el reemplazo regular del material de soporte.
No cabe duda que los biofiltros necesitan espacios
relativamente grandes, de 3 a 20 m® por 1000 m* de aire
tratado por hora. No obstante, cabe destacar que la
sencillez y el bajo peso de los biofiltros (de 200 a 500 kg
por m* de superficie) permiten instalarlos con una relativa
libertad (en techos, en zonas desaprovechadas o de dificil
acceso). Tambieén es cierto que el soporte utilizado en los
biofiltros deben ser reemplazado. Por razones obvias, los
soportes organicos sirven de fuente de nutrientes para los
microorganismas y por lo tanto se degradan o se agotan
las reservas de nutrientes disponibles. La frecuencia de
reemplazo de los soportes es muy variable y depende del
tipo de gas tratado. De manera general, se considera que
los soportes tienen una esperanza de vida promedio del
orden 3 a 5 anos. En este aspecto es importante destacar
que el costo del material de soporte no influye mucho
sobre el costo total de tratamiento. Antes de ser
reemplazado, cada m? de soporte habré fratado del orden
de 1.5y 8 millones de m? de aire. Con un costo de soporte
del orden de 100 délares por m?, la participacion del
soporte en el costo {otal de tratamiento representa de 1 a
7 centavos de délar por 1000 m? tratados. La disposicién
final del soporte usado puede representar un problema
ambiental secundario. Afortunadamente, en la mayoria
de los casos, cuando el biofiltro funciona bien, el soporte
usado no contiene ningun compuesto toxico v puede ser
dispuesto como material biolégico no peligraso y no téxico.

En México, la biofiltracion no ha tenido éxito y no se
conoce ninguna aplicacion indusirial. En particular, desde
1996, en el Cinvestav, nuestro grupo esta realizando
investigaciones que tienen por abjetivo, entre otros, el
desarrollo de la biofiltracién. Con este fin se ha estudiado
el uso de subproductos agricolas sin mayor uso como
soporte de biofiltracién. De entre los soportes estudiados,
la cascara de cacahuate y la cascarilla de arroz resultaron
ser materiales eficientes para la remocién de COV. @

Notas
1. EPA-454/F-98-006 (1998),

2.C. Kennesy E Thalasso, J. Chem. Technol. Biotechnol.
72,303 (1998).
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El suelo tiene funciones diversas y muy importantes para
los ecosistemas terrestres y el medio ambiente del planeta:
es el sustento para la vida vegetal y del cual las plantas
obtienen soporte mecanico y muchos de sus nutrientes;
es el habitat para una gran diversidad, tanto de
microorganismos (bacterias, actinomicetos, arqueas, hon-
gos, algas, protozoarios y virus), asi como de ma-
croorganismos (coledpteros, miriapodos, hormigas,
colémbolos, nematodos, acaros, larvas, mamiferos
pequenios y reptiles); es el lugar donde se llevan a cabo la
mayor parte de los ciclos biogeoguimicos de los
ecosistemas terrestres (mineralizacion de la materia
organica, nitrificacion, fijacion de nitrégeno v oxidacién
de metano, entre ofros procesos). Dada la gran diversidad
bidtica del suelo, se presentan interacciones muy
complejas entre los diferentes organismos y, juntocon
los ecosistemas acudaticos, representan la base de la
vida en este planeta.

El proceso de formacién de los suelos inicia con la
intemperizacién de la roca madre y sigue un ritmo de
crecimiento extremadamente lento: se ha calculado en 3
cm cada 500 anos; sin embargo, pueden ser destruidos
en algunas horas (por accion del viento, lluvia o
actividades del hombre). Entre los componentes de la
materia organica del suelo se encuentran: residuos
vegetales y animales en descomposicion, diversos
productos del metabolismo microbiano y material
proveniente de la desintegracion celular microbiana. En
lafigura 1 se pueden observar graficamente las funciones
principales de los suelos: mineralizacion de la materia
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Figura 1. Los ciclos blogeoquimicos en &l suelo,

organica, fijacion de N,, produccion de CO,, nifrificacion,
desnitrificacion; amonificacion y oxidacién de metano.

Los suelos de Texcoco

La zona del ex lago de Texcoca se encuentra al noreste
de la ciudad de México v tiene una extensién de
aproximadamente 5,000 ha que en su mayotria se
encontraban desforestadas y una parte la ocupaba un
lago relativamente pequenio. Los suelos en el area han
sido formados de cenizas volcanicas depositadas in situ
en un ambiente lacustre y cubierto recientzmente por
material coluvial. El acuifero esta cerca de la superficie
(80-150 cm), el agua subterranea es altamente salina y
son dominantes las sales NaCl v Na,CO,. Los suelos son
salino-sédicos con un pH entre 85 y 10,5 y
conductividades electroliticas en extractos saturados en-
tre 0.04 y 0.70 S m? (Siemens por metro) y unos
porcentajes de sodio intercambiable elevados (60-80)",
La textura del suelo es de limoso a arcilloso, su
estructura es granular en la superficie y prismatica en
el subsuelo; los contenidos de materia orgénica se
encuentran entre 20 y 50 g/kg en suelo seco. El drenaje
natural es pobre y a pesar de que los suelos son profundos,
las raices estan restringidas por una capa de ceniza com-
pacta de 5-20 cm de grosor a profundidades medias (16-
40 e¢m), La intemperizacién estd avanzada: una
evaporacion alta (aprox. 2000 mm/ano) v una
precipitacién pluvial relativamente baja (aprox. 700 mmy/
ano) incrementan la concentracién de sal de la solucién
del suelo.

La erosién por el viento dio como resultado una severa
contaminacion por polvo sobre la cludad de México,

Avance y Perspectiva vol. 2]

agravada por la presencia de patégenos acarreados por
él. A principios de la década de 1970, la Comisién
Nacional del Agua (CNA) comenzé un programa intensivo
de forestacion con plantas resistentes a esas condiciones
de pH 'y salinidad (el pasto Distichlis spicata y el arbol
Tamarix sp., como vegetacién pionera), junto con un
sistema de drenaje artificial para bajar el nivel freatico,
ademas de la irigacion con agua residual tratada para
lavar las cantidades excesivas de sales minerales y mejorar
la aireacion en la zona de raices. También se ha
desarrollado un plan que consiste en aplicar lodos
residuales de una planta de tratamiento de aguas con el
objeto de fertilizar los suelos y asf promover el crecimiento
de |a vegetaci6n pionera. Ademas del material organico
que, por descomposicion, puede liberar nutrientes valiosos,
el lodo residual puede contener grandes cantidades de
metales pesados, organismos patégenos y compuestos
organicos t6xicos que representan una amenaza seria al
medio ambiente.

En nuestro laboratorio de Ecologia v Microbiologia
del Suelo se ha trabajado con los suelos de Texcoco desde
hace aproximadamente seis anos. En estos estudios se
ha evaluado el efecto de la salinidad sobre la actividad
microbiana en sus diferentes etapas (degradacién de la
materia organica, amonificacion, nitrificacién, desnitri-
ficacion, ete.). Uno de los resultados mas interesantes ha
sido descubrir una gran adaptacion delos microorganismos
a estas situaciones extremas, va que se manifiesta una
alta tasa de actividad microbiana, aun en las condiciones
mas adversas de salinidad, aunque algunas fases, como
la nitrificacidn, se encuentran un tanto inhibidas.

Inmovilizacion de nitrégeno por
MICroorganismaos

En la actualidad existe una necesidad ambiental y
economicade entender el papel y el destino del nitrégeno
en los diferentes ecosistemas. El nitrégeno existe en los
suelos de diferentes formas que suelen ser facilmente
intercambiables; las rutas de transformacién que el
nitrégeno sigue dentro v fuera del ambiente edafico son
conacidas de manera global como el ciclo del nitrégeno.
Estas rutas estan fuerfemente influidas por la actividad
biclogica y a su vez los procesos biolgicos son fuertemente
influides por las condiciones climaticas prevalecientes y
las’ caracteristicas fisico-quimicas de los suelos. En los
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suelos del ex lago de Texcoco la elevada salinidad v

conductividad eléctrica constituyen una limitante para el
buen desarrollo de los procesos biolégicos, pero a su vez
originan en los organismos que los habitan posibles
adaptaciones que les permiten sobrevivir en este eco-
sistema de condiciones extremas. Entender el com-
portamiento del nitrégeno en estos ecosistemas nos
permitira un manejo mas eficiente de las rutas que
conforman su ciclo. Los resultados del estudio global de
la dinamica del nitrégeno realizados anteriormente nos
han conducido a la hipétesis de que “en los suelos del ex
lago de Texcoco ocurre una reduccion de nitratos” que
inmoviliza el nitrégeno v lo hace menos disponible para
las especies vegetales, convirtiéndose asi en un factor
limitante de la reforestacion de la zona. En estos suelos
la reduccién de nitratos parece estar relacionada con la
presencia de glucosa v es un proceso que ocurre en las
primeras horas de la aplicacién de nitrégeno. Para
comprobar este proceso hemos disenado una estrategia
de investigacion que se basa en provocar en los
microorganismos un estrés por nitrégeno, al adicionar
glucosa al suelo, v posteriormente utilizar inhibidores de
la nitrificacién vy de las rutas microbianas anaerobias de
reduccion de nitratos. Los resultados obtenidos muestran
que efectivamente la glucosa es un factor clave en la
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reduccion de nitratos que ocurre en los suelos del ex lago
de Texcoco, pero esta reduccion no fue afectada por la
presencia de amonio, considerado el requlador principal
de esta ruta metabdlica en los microorganismos.

Efecto de los biosodlidos

En México se ha incrementado el tratamiento de aguas
residuales con la creacion de grandes cantidades de
biosolido, Estos biosélidos residuales, provenientes de
reactores bioldgicos de aguas residuales, pueden
representar un impacto benéfico en suelos agotados
debido a que constituyen un fertilizante excelente porsu
contenido de nutrientes (C, Ny P). Los beneficios del uso
de biosélidos quedan sujetos a los resultados del examen
de una serie de problemas ambientales antes de implantar
el sistema de manejo; es necesario conocer y controlar o
eliminar el contenido de mutagenos, cancerigenos,
microorganismos patégenos, asi como metales que se
pueden acumular en el suelo.

Otro de los factores importantes que es necesario
controlar para poder utilizar los biosolidos como
fertilizantes de una zona agricola es la mineralizacion del
nitrégeno organico en el biosélido, asi como la cantidad
de carbono facilmente biodegradable. Para que éstos
puedan ser reutilizados deben estar caracterizados
fisicoquimica y microbiolégicamente con el fin de asequrar
que no existan residuos peligrosos en su composicion y
de que no ocasionan impactos negativos; por estas razones
en nuestro laboratorio de Ecologia de Suelos se ha
realizado el estudio de biosdlidos provenientes de aguas
residuales industriales. Para eliminar el contenido de
patégenos existen diferentes tipos de tratamientos:
tratamiento térmico, aplicacion de cal o iradiacion, siendo
éste Ultimo proceso el mas efectivo. Las concentraciones
de los metales pesados demostraron que el biosélido
utilizado es de excelente calidad de acuerdo a los
lineamientos de la fraccion 503 de la EPA y norma Ecol
004. La concentracion de patégenos y parasitos nos
permitio clasificar al biosolido como tipo “B, i.e., puede
ser utilizado en suelos de jardineria v de cultivo forestal.
Se ha observado que estos biosélidos no afectan los
procesos biologicos de suelos semiaridos ni el crecimiento
de plantas como maiz, mezquite y frijol en con-
centraciones menores al 2%. Es necesario realizar
experimentos en campo a largo plazo para evaluar la
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acumulacién de metales pesados en la planta, asi como
la toxicidad de compuestos organicos en el suelo y en las
plantas.

Contenido de biomasa en los
suelos

La comunidad microbiana del suelo es un componente
labil de la fraccién orgénica, contiene de 1 a 3% del
carbono total y hasta 5% del nitrégeno total del suelo; su
importancia esta asociada con la fertilidad del suelo, los
ciclos biogeoquimicos, la descompasicién de adiciones
naturales o sintéticas v la formacién estructural y
estabilizacion fisica de los agregados. Las caracteristicas
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, asi como la
presencia de plantas, tienen influencia sobre el numero y
la actividad de las poblaciones microbianas?, La
determinacién de la biomasa microbiana en suelos de
Meéxico no ha sido llevada a cabo de manera sistematica
Y es necesario tener informacion acerca de esta com-
ponente para comprender los procesos biol6gicos que se
llevan a cabo en el suelo.

Existen diferentes métodas para cuantificar la biomasa
microbiana del suelo, como la fumigacién-incubacién con
cloroforme?, la fumigacién-extraccién con cloroformo,
la respiracién inducida por sustrato®, o la cuantificacion
de ATP®. La fumigacién-extraccion con cloroformo es un
método facil y répido para cuantificar C, N y P mi-
crobianos en suelos bajo condiciones diferentes®. El C
organico o el nitrégeno reactivo a ninhidrina (NRN) después
de un dia de fumigacién con cloroformo pueden
relacionarse con el C o N micrabianos utilizando un fac-
tor dado. Sin embargo, existen diferentes valores
publicados para relacionar NRN o C orgénico con el C
microbiano. Las diferencias podrian estar relacionadas
con las caracteristicas especificas de los suelos. La
eficiencia de |z técnica de fumigacion depende de la
eficiencia de la fumigacion y de la actividad de las enzimas
proteasas e hidrolasas para liberar NRN o C organico
soluble, respectivamente.

Los valores obtenidos en el laboratorio de los suelos
estudiados (Texcoco, Xochimileo, Ostuacan y la Venta)
difieren a los publicados; la conductividad eléctrica, el
pH o la presencia de hidrocarburas podrian tener un efecto
sobre la actividad enzimatica.
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Efecto de las aguas residuales
de teneria

La tradicién artesanal en la elaboracién de productos de
piel, junto con la disponibilidad de materias primas y
mano de obra, han favorecido el desarrollo de la indus-
tria de la curtiduria en nuestro pais. Actualmente, México
se encuentra ubicado entre los diez mayores productores
de pieles en el ambito internacional, pues genera
aproximadamente el 4% de la produccién mundial. El
80% de la produccién de piel terminada se lleva a cabo
en tenerias integradas, es decir, en aquellas que realizan
el proceso completo. El nimero de tenerias registradas a
nivel nacional es de 1000 aproximadamente, con un alto
grado de fragmentacion, ya que la mayoria de ellas tiene
una produccién menor de 100 cueros diarios v son
administradas familiarmente.

En el proceso de curtido se utilizan diversas sustancias,
entre las cuales se encuentran sales de cromo, prin-
cipalmente sulfato basico de cromo (Cr(OH)SO,). La
produccion de este compuesto, y el manejo inadecuado
de los residuos sélidos v liquidos de las curtidurias, han
propiciado la dispersién de cromo en el valle de Lean.
La industria del curtido de piel es una de las que
contamina en mayor grado y lo hace en los tres estados
de la materia: sélidos, liquides v gases. Se encuentran
dos tipos de residuos sélidos: los crudos (no estabilizadas)
y los cromados (estabilizados), la suma de ambos
representan el 85% del total de residuos sélidos de esta
industria.

En la actualidad, los desechos de la industria de la
curtiduria aparecen listados en su totalidad como residuos
peligrosos en la norma oficial mexicana NOM-052-ECOL/
1993, lo cual obliga a acopiarles, almacenarlos,
transportarlos, reciclarlos, tratarlos o confinarlos a través
de empresas autorizadas. Sin embargo, los residucs sélidos
v liquidos de las curtidurias también contienen una alta
cantidad de nutrientes v materia organica residual no
convertida, y se consideran casi iguales a los fertilizantes
tradicionales®.

El contenido relativo de materia orgénica de estas
agua residuales, aunado a la escasez de agua de riego en
el municipio de Ledn, son factores que han llevado a
que se reutilice este tipo de aguas en el riego de cultivos
basicos como maiz y alfalfa para consumo animal
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principalmente. Hasta la fecha no hay suficientes estudios
sobre los efectos negativos que este tipo de efluentes pueda
ocasionar al suelo, plantas, animales y al hombre mismo.
Si se considera la importancia de los aspectos agronémicos
en algunos municipios, como Ledén, que utilizan el agua
residual proveniente de tenerias para la produccion de
diferentes cultivos de la zona (maiz, alfalfa, ete.), se
entiende el hecho de que se hayan incrementado las
concentraciones de metales pesados, la salinizacion y los
microorganismos patogenos, con los consiguientes riesgos
a la cadena tréfica. Se tienen referencias de |os efectos
ocasionados por las aguas residuales de teneria en
diferentes suelos, pero existe poca informacion referente
al efecto ocasionado sobre la fisiologia v el metabolismo
en las plantas de maiz v alfalfa para uso animal y sus

repercusiones en ellos f@
: &

Notas

1. Comision Nacional del Agua, informe SU-6-C03-3-
390 (1996)

2. USEPA/832/r-93/003 (Washington, 1994)

3. D.S. Jenkinson y PS. Powlson, Soil Biol. Biechem. 8,
209 (1976)

4, Vance et al., Soil Biol. Biochem. 19, 703 (1987).

5, J. Anderson v K. Domsch, Soil Biochem. 10, 215
(1978)
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6. D.S. Jenkinson v J.N. Ladd, Soil Biochem. 5, 415
(1981).

7. USEPA/B32-B-93-005 (Washington, 1995)

8. INE-SEMARNAP (1999).
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La aplicacién de agua residual al suelo implica el uso de
las plantas, de la superficie y de la matriz del suelo para
su tratamiento. El reuso de efluentes tratados se ha
incrementado en la agricultura ya que tiene como metas
promover la agricultura sostenible, preservar las escasas
fuentes de agua y mantener la calidad ambiental'. Para
el caso de México, este tipo de alternativa parece ser
atractiva debido a la union de dos factores: las regiones
aridas donde la produccién agricola depende del riegoy
el bajo costo asociado al fratamiento de aguas residuales.

Ventajas y limitaciones

La practica del tratamiento de aguas residuales por
aplicacion (vertido) al suelo (TARVES) ha recobrado interés
a la luz de sus innumerables ventajas. Una de sus
principales ventajas es de tipo economico, siempre y
cuando se lleven a cabo adecuadamente los criterios
apropiados de diseno, v sobre todo el tipo de efluente a
tratar, ya que el reuso del agua renovada puede ser de
gran utilidad en lugares donde existe escasez de agua.
Las opciones de reuso han sido tema de diversas
investigaciones: irrigacién de cultivos v bosques, en usos
industriales, en usos domésticos y en usos municipales
(tabla 1)'. En agricultura también es posible reducir los
costos utilizando monitoreo de aguas residuales v politicas
de irrigacion-fertilizacion adecuadas®. Sin embargo, las
desventajas aparecen cuando estos sistemas no son
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Tabla 1: Calidad de agua tratada y su uso/reuso.

Tipo de uso

Tratamiento

Calidad del Agua

Urbana, imgacion de culfivos gue se
Ingleren Crudos, areas verdes

Secundario, fitiackon vy desinfeccion

pH = 6-9; <10mg/L DBO; = 2 NTU
Colformes fecales /100 mi ND
>1 mg/L Cl, residual

construccion, redso ambilental

IMgaciaon de areas de acceso restingido,

Secundaric y desinfecclon

pH 6-9; < 30rng/L DBO; <30 mgjl SST;
< 200 col. Fec, 1100ml
=1 mg/L €, residual

Recarga de ocuifero no potable
por rocio

Depende del sifio y del uso,
fal, primanio minimo

Depende del sifio y del uso

Recarga de aclifero no potabie
pol inyeccion

Bepende del sitio y del uso,
frial. secundario minima

Depende del sitio y del uso

Recargo de ocuifero potable por recie

Depende del sitio y del uso,
fraf, secundario v desinfeccion minimo

Depende del sitio y de los estandares
para agua polable después del
percolacion por ia zona vadosa

Recargo de ocuifero polable
por Inyeccion, ampliacion de superficies

Secundario, filtracion, desinfecclon.
tratamiento avanzado

pH = 6.5- 8.5; <2 NTU; ND Coli,
Fec./100mi; = 1 mg/L Cl,

Residual
Conociendo los estandores para
agua potable

Fuente | US, EPA'[1992]

aplicados en forma apropiada y se generan riesgos para
la salud publica: se ha observado que se contaminan los
cultivos, o se eutrofican rios, lagos vy estanques. Otro de
los aspectos de alto riesgo esta asociado al vertido de
aguas residuales de industrias tales como la quimica, de
curtiduria, de mineria, sobre todo en paises subdesa-
mollados.

En nuestro pais existen problemas reales como el del
estado de Guanajuato (principalmente la region de Leén),
donde las tierras de cultivo son irrigadas con aguas
residuales de las industrias curtidoras y de la industria
quimica, y se estan realizado estudios del nivel de
contaminacion con cromo en suelos y cultivos. El problema
radica en la falta de una planeacién del tratamiento de
las aguas residuales y en el caso omiso a la normatividad
que rige el vertido de aguas residuales®. En la tabla 2 se
citan algunos casos donde se han utilizade procesos de
aplicacion al terreno.
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Los tres procesos principales de aplicacion al terreno
son la irrigacion, la infiltracién rapida y la escorrentia
superificial (figura 1). La irrigacién es un proceso de
aplicacion al suelo de un efluente para su tratamiento y
para proporcionar ciertos compuestos para el crecimiento
de las plantas. El efluente aplicado sufre un tratamiento
pormedios fisicos, quimicos y biolégicos al filtrarse en el
suelo, El efluente es regado por aspersion, inundacién o
surcos (figura 2). La infiltracién rapida es un tratamiento
que se produce cuando el agua atraviesa rapidamente
(muchas veces por inveccion) la matriz del suelo. Los
objetivos del sistema pueden incluir la recarga de acuiferos,
el tratamiento natural sequido de la extraccién por
bombeo o por drenaje para su recuperacion y el tra-
tamiento natural con agua renovada que se desplaza
vertical y lateralmente en el suelo recargando una corriente
de agua superficial. La escomentia superficial es esen-
cialmente un proceso de tratamiento biol6gico en el cual
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Tabla 2: Sumario de casos de TARVES.

Tratarniento Tipo de efluente Pre-fratamiento. Tiempo de Impacto Referencia
tratamienta
IMgacion arozal Industiia popel/ Si (+)de 6D afos’  Remocion 60-88% Adiseshat
domestica 55y 30-50% DBO,
No afectd manto
fréatico, suelo
1)K Ca N,
cic dMg]
Imigacion Industria lbctea Si 2 onfoes Promevio o Singleton
desnitificacion
Circulacion industiiar de alimentos NR 10 onos Remocion ToQO, Tedaldi
“superficial en lamina 22226 CORT, DBO, y SST
=92%. N B4 -89%
Imigacion Industia de cames NR NR MR Blctwel®
Irrigacion Acuicola Filfra de 3.5 meses TP 4Ny Brown
(Sugeda esteroaq) T sal] recirculocion T biomasa
Imigacion a Municipal Sedimentacion 1.5 ofios Remocion FT (83 %),  Jiantog®
arrozales, 2 primaria DRO (73%) ¥ DBO
variedades (85.8%). NT'(76%)
Imgacion a Eucalipto Industria de came Loguna de 4 meses Rernocion: N 60% Guo'
astabllizacion Yy P30%
IMigacion a anczales Industiia lacteqa/ Laguna de NR MR Brawe(®
establos establlizacion
Ultrafiifracion Industria de HRR MR 4 DBO, remocion Marmerl
pescadearia del 80 % efluente
Imgacion por surcos Municipal Laguna de 4 meses 97.7% DBO, Gag*
en arozales sedimentacion 50 % 58
y establlizocion 94 % N
Q6 % FI

se aplica el agua residual sobre las zonas de un terreno
dispuesto en pendiente desde donde fluye a través de la
superficie vegetal hasta unas zanjas de recoleccion, La
renovacion del agua se lleva acabo por medios fisicos,
quimicos y biolégicos al fluir el agua residual en una
delgada lamina sobre la pendiente relativamente imper-
meable.
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Las consideraciones fundamentales en el disefio v
operacion de los sisternas de aplicacién al suelo son el
conocimiento de las caracteristicas del agua residual, de
los mecanismos de tratamiento, vegetacion v los requisitos
concemientes a la salud publica, todos ellos fundamentales
para el planeamiento y funcionamiento satisfaclorios
(tabla 3).
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Figura 1, Técnicas de imigacion: (a) aspersion, (b) Inundacion,
(€] por surcos,

Agua residual y vegetacion

Los sistemas de aplicacién al terreno para eliminar ma-
teria organica son efectivos va que es filtrada por la hierba,
el mantillo, la capa superficial del suelo vy es reducida por
oxidacion bioldgica; el nitrégeno puede eliminarse por
incorporacion en el cultivo y por desnitrificacion; los
procesos principales de eliminacion del fésforo son la
precipitacion y adsorcién quimica, aunque las plantas
también captan ciertas cantidades; los cationes inter-
cambiables, como los iones de Na, Ca v Mg en altas
concentraciones (sobre todo Na), en suelos arcillosos se
dispersan con las particulas del suelo y disminuyen su
pemmeabilidad. Muchos de los elementos a nivel de residuos
son esenciales para el crecimiento de las plantas, pero
algunas son toxicos en concentraciones mayores, tanto
para plantas como para los microorganismos; los
mecanismos de eliminacion de las bacterias comunes
incluyen la retencion, muerte, sedimentacién, atrapa-
miento v la adsorcion (tabla 4). Las plantas se utilizan en
este tipo de sistemas para captar el nitrégeno y el fésforo
del agua residual aplicada, mantener e incrementar las
tasas de entrada de agua y la permeabilidad del suelo,
reducir la erosién y servir como medio para la reproduccion
de microorganismos'”.
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Figura 2. Tipos de procesos de fratomiento por aplicacion al
suelo! (@) imigacion, (b) Infiftracion apida, (c) escorentia super-
ficiat

Salud publica

Los aspectos de salud publica que estan relacionados
con el uso del agua residual involucran la supervivencia
de bacterias patogenas y virus en las pequenas gotas de
aerosol pulverizadas sobre y en el interior del suelo. La
Organizacién Mundial de la Salud establece que para el
riego sobre cualquier tipo de cultivo el agua no debe tener
mas de 100 coliformes fecales/100 mi**. En California y
Arizona las aguas residuales depuradas para el riego de
cultivos que se consumen crudos no pueden tener una
media geométrica superior a 2.2 coliformes fecales/100
ml, vy ninguna muestra puede tener mas de 23-25
coliformes fecales/100 ml'*. En Israel, las aguas para
regar cultivos que después se van a consumir crudos deben
tener menos de 12 coliformes fecales/100 ml a lo mas en
80% de las muestras, y menos de 2.2 coliformes fecales/
100 ml a lo mas en 50% de las muestras; ademas deben
tomarse precauciones por la posible conexion entre
patégenos v la contraccién de enfermedades por animales
o seres humanos. Existe la necesidad de contar con zo-
nas de amortiguamiento o desinfeccion para minimizar
riesgos a la salud publica y deben evaluarse. segin el
caso, los siguientes factores: acceso publico al lugar, el
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Tabla 3: Comparacién de los distintos tratamientos por aplicacién al suelo.

Caracteristica

Imigacion

Infitracicn rapida

Escomentia supericial

Tecnicas de aplicacion

Aspersion o superficial

Aspersion o supetlicial

Aspersion o superficial

Tasa anual de aplicacion, m. 0.6-6.0 6-120 3-20
Superficie de tereno, ha 22-226 1-22 10-44
Tasa de aplicocion semanal, m, 2.5-10 10-210 6-15

Tratamiente minimo previo

Sedimentacién primaria

Sedimentacion primaria

Desbaste y desarenado

Eiminacion del ogua residual
aplicada

Evapetranspiracion
¥ pelrcolacion

Percolacién
princioalimente

Drenaje zanjas
y evapolianspiiacion con

algo de percolocion

Vegetacion Necesaria

Cpcional Necasana

Resficciones climdticas

Almacenamiento en tiempo
fiic y para la precipitacion

Ninguna (modificada Almacenamiento en
tiermpa fria) frio

Distancia hosta la capa
fregtico en metros

0.6-0.9 [minimo)

3.0 (aceptobles No es critica
profundidodes menores

cuondo exista drenaje)

Pendiente

en ne cullivads

Menos del 20% en lemenc
cultivado! rrenos del 40%

No cmica: las pendientes
excesivas requieren
mucho mavirmiento

de tfieras

Pendientes muy
baja 2-8%

Permeabilidad del suelo Modeiaddmente baja a

medaramente alta

Alta (arenas margosas) Baa (arciias. limes. v
sueios con baneras

impemeables)

tamarnio de la zona regada, la posibilidad de disponer de
zonas de amortiguamiento o de plantar arboles o arbustos
y las condiciones climaticas'®.

Un estudio llevado a cabo en 1994 en lsrael demostrd
que los cultivos inigados con efluentes de aguas residuales
municipales contenian una carga de microorganismos
alta; los vegetales resultaron ser los mas vulnerables, lo
cual representa un riesgo para la salud piblica, va que
ese tipo de alimentos se consumen crudos". Por otre lado,
en la regién del valle del Mezquital, en el estado de
Hidalgo, por varios anos se ha irrigado con aguas
residuales crudas provenientes de la ciudad de México;
este exceso de inigacion ha recargado los mantos acuiferos
que se ufilizan como agua potable. Analisis especificos
indican un mal tratamiento de purificacién y representan
un riesgo potencial para enfermedades, principalmente
de tipo gastrointestinal™, En la tabla 4 se muestran
algunos casos de estudio para diferentes efluentes y su
porcentaje de remocion.
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Aplicacion al suelo por
imigacion

Este sistema puede aplicarse a los cultivos o a la vegetacion
tanto por aspersion como por técnicas superficiales (figura
2) para anular la descarga superficial de nutrientes,
obtener un beneficio econémico del uso de aqua y
nutrientes para producir cultivos comercializables;
también es util para conservar el agua por sustitucién
cuando se riegan céspedes y parques, asi como la
preservacion vy desarrollo de zonas verdes y espacios
abiertos. Cuando el agua de imigacion es un recurso
escaso, los cultivos pueden regarse con tasas de aplicacién
de 2.5 7.5 em/semana, dependiendo del cultivo, 1.as
cultivos desarrollados con altas tasas de irrigacién (entre
6-10 c¢m/semana) son generalmente pastos con alta
tolerancia al agua. El agua residual es captada por las
plantas, evaporada parcialmente (evapotranspiracién) y
filtrada a través del suelo.
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Un estudie realizado por Brown® registrd el uso de un

efluente salino de cultivos de tilapia, irrigado en cultivos
de forraje de Suaeda esteroa que tiene un potencial
halofito; a diferentes velocidades de evotranspiracion de
50-250% se logré obtener una remocion de nitrégeno v
fésforo y una alta produccién en biomasa del forraje.

Para selecciénar el terreno, los principales factores que
se deberni considerar son la drenabilidad del suelo, que es
el factor fundamental, y el tipo de cultivo o vegetacion
elegida que afecta directamente a la carga hidraulica.
Para este sistemna es preferible un suelo moderadamente
permeable capaz de infiltrar aproximadamente 5 cm/d o
mas de modo intermitente, y son adecuados los suelos
arcillosos y areno-limosos. La superficie total depende de
las tasas de aplicacion

El tratamiento previo a la aplicacion depende de
numerosos factores: las normas concemnientes a la salud
publica, la carga aplicada con respecto a las caracteristicas
criticas del agua residual v la efectividad v fiabilidad de
los equipos empleados, el tipo de cultivo a desarrollar, el
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uso gue se destina al producto, el grado de contacto en-
tre la poblacién y el efluente y el método de aplicacién.
Enun caso particular® la irrigacion por rocio de efluentes
de lacteos y de establos, con una gran variacién en la
tasa de aplicacion anual (29 a 817 m¥ha) se obtuve
una carga de nitrogeno en exceso a la permitida, por lo
que se sugirié un tratamiento previo al efluente como
una separacion mecanica de sélidos suspendidos. sequida
de una sedimentacion y una digestién anaerobia. Para el
riego de cultives de una sola cosecha anual, la aplicacion
del agua residual se restringe a la época de rieqgo, v el
almacenamiento puede ser un periodo variable, entre 1 y
3 meses en climas moderados y entre 4 v 7 meses para
climas frios. En cuanto a la temperatura, se ha com-
probado que este sisterna funciona bien aun por debajo
de los 0°C.

Para determinar las caracteristicas del agua residual
que actiian como factores limitantes, deben efectuarse
balances para el agua, nitrogeno, fosforo, materia organica
y otros constituyentes de concentracion anormalmente
alta. Los elementos a considerar en la determinacion de
la carga hidraulica son el caudal de efluente a aplicar, la
precipitacién, la evapotranspiracion, la percolacién v la
escorrentia. Deben considerarse fambién las variaciones
estacionales de cada mes, asi comao de cada ano.

La realizacion de un balance de nitrégeno total
también es muy importante, ya que los iones de nitrato
tienen movilidad en el suelo v pueden afectar a la calidad
del agua receptora. La eliminacién de nitrégeno por
captacion del cultivo es funcion del cultivo producido v
requiere la cosecha y la eliminacion fisica de aquél para
serefectiva. El {ésforo es eliminado del agua residual que
se percola por fijacién v precipitacién quimica; esta carga
debe estar por debajo de la capacidad del suelo para fijar
vy precipitar el fésforo. Sin embargo, se ha visto que
también puede ser utilizado por las plantas; Guo’encontro
que para efluentes de industrias carnicas imigados en
cultivos de Eucalyptus se alcanzaba una remocion del
60% para nitrégeno y un 30% para fésforo con tasas de
aplicacion bajas de 1-4 cm/semana. Otro estudio realizado
por Jiantong®, con irrigacion de efluentes de agua mu-
nicipal domestica en cultives de amoz, tuvo una remocién
de fosforo del 83%, de nitrogeno del 76%. del cual el
50% fue asimilado por las plantas, v una remocion de
DBO del 85%.

La carga organica media diaria debe calcularse a partir
de la carga hidraulica v de la concentracion de DBO, del
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efluente aplicado; se ha estimado entre 11.2 y 28 kg/

ha.d para mantener un contenido permanenie de mate-
ria organica en el suelo. Un caso estudiado para inigacion
de efluentes de la industria del papel, en combinacién
conaguas municipales para cultivos de arroz, demastré
que el tratamiento lograba remover un 60-88% sélidos
suspendidos y un 30-50% DBO del efluente; al mismo
tiempo se obtuvo un aumento en la produccion del cultivo
de 6.14-6,74 toneladas con irrigacion del efluente en
comparacion con una produccion de 4.22 ton de cultivo
con agua potable®

Este sistema es muy eficiente para tratamiento de
aguas residuales pero solo como un proceso secundario;
Gao’ registré un caso de tratamiento de agua municipal
por irrigacion por surcos en cultives de arroz v sorgo en
Shengyang, China, pero con un previo tratamiento
primario al pasar el efluente por una laguna de sedi-
mentacion y una laguna de estabilizacion; se logra una
alta remocion de DBO. (97.7% ) v de sélidos suspendidos
(60%), al mismo tiempo que una remocién de nitrogeno
del 94% v de fésforo total del 96%
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La superficie de campo es aguella parte de la zona en
que tiene lugar el proceso de tratamiento y se calcula en
base a las cargas aceptables para cada parametro de
carga diferente (hidraulico, nitrégeno, fésforo, materia
organica u ofros), seleccionando asi la superficie mayor,
Las caracteristicas mas importantes de los cultivos para
sistemas de irrigacion son la capacidad de eliminacion
de nitrégeno, las necesidades de agua y tolerancias, la
sensibilidad a los constituyentes del agua residual, las
normas sanitarias vigentes y los aspectos relatives a la
operacion del sistema. Las tres clases de cultivo mas
utilizados son pastos y cultivos como la cebada, sorgo,
maiz y mijo; en zonas ajardinadas se requiere menos agua
que otros tipes de vegetacion; los bosques ofrecen varias
ventajas como lugares para la aplicacion de agua residual.

Las técnicas de distnbucion pueden clasificarse en dos
grandes grupos; sistemas de aspersion (figura 2 a) v
sistemas de aplicacion superficial (figuras 2 b y c), Los
sistemas de aspersion son de dos tipos, fijos v méviles; lo
sistemas fijos pueden estar colocados sobre la superficie
del terreno o enterrados. Ambos tipos consisten en
aspersores de impacto montados sobre unos fubos que
se encuentran espaciados a lo largo de las tuberias de
distribucion, las cuales estan a su vez conectadas a las
tuberias principales. Pueden ser utilizadas para imgacion
de tierras cultivadas como de bosques.

Los dos sistemas principales de aplicacion superficial
son la imigacion por surcos y por inundacion. En la
irrigacion por surcos el efluente circula por gravedad a
través de los surcos desde los cuales se infiltra al terreno
En la irrigacion por inundacion, se preparan unas
ondulaciones paralelas al suelo, de poca elevacion, en

direccion de la pendiente.

El
conducto enterrado con juntas abiertas o perforaciones

istema de drenaje consiste en cualquier tipo de

que recolectan y transportan el agua renovada que se ha
filtrado a fraves del suelo durante el tratamiento, El drenaje
debe bajar hasta el manto acuifero dentro de los primeros
dias tras la aplicacion del efluente o una precipitacion
extraordinaria. Los sistemas de drenaje consisten

generaimente en una red de tubos de drenaje enterrados

entre 1 y 3 cm por debajo de la superficie e interceptados
en un extremo del campo por una zanja de cierre el
espacio entre drenes estara gobernado por la permea-
bilidad del suelo v por la profundidad del mante acuifero.
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Tabla 4: Calidad esperada del agua tratada de los sistemas por aplicacién al suelo.

Consfituyante Imgocion

Infitracion rapide Escorentia supedicial

Media Max

Media Max Media Max

DBO, (mgit) <2 <5
SST (mgyL) <] <H
N Amaoniacal (maghiL) <0.5 <2
N Kieldahi Total (mahliL) 3 <8
P Total (mgPiL) <0.] <0.3

2 <5 10 <15
2 <5 0:8 <20
0.5 <2 0.8 <2
10 <20 3 <5
1 <5 4 <b

El control de la escorrentia superficial en los sistemas
de aplicacion superficial, come la irrigacién por surcos y
por inundacion, se suele aplicar el efluente haciéndolo
discumir sobre el terreno; esta agua excedente (varia en-
tre el 10-40%) se suele recolectar y reutilizar por medio
de una serie de zanjas de recoleccion, un pequeno
deposito, una estacion de bombeo y una tuberia forzada
hasta un pequerio tanque de almacenamiento o sistema
de distribucién. Los sistemas de irigacion pueden requerir
alguna forma de control de la escorrentia pluvial cuando
se producen precipitaciones de alta intensidad: la cantidad
esperada dependera de la capacidad de infiliracién del
suelo, la humedad anterior del suelo, la pendiente. el tipo
de vegetacion y la temperatura del aire y del suelo. La
tabla 1 incluye una guia donde se pueden observar los
posibles usos y los tratamientos; en la tabla 4 se presenta
la calidad que debe tener el agua tratada por sistemas de
aplicacion al terreno. @
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El interés por desarrollar un modelo radica en la posibilidad
de reproducir un fenémeno o predecir el funcionamiento
de un sistema. Los modelos pueden ser robustos,
empiricos o de tipo caja negra, dependiendo del tipo de
informacion disponible acerca del problema a resolver v
de la experiencia y formacion profesional del modelador.
En biotecnologia, el modelado fenomenoldgico de
procesos bioldgicos no es practica comun debido a que
involucra sisternas vivos que interaccionan en un ambiente
heterogéneo complejo, donde es necesario considerar la
ley de reproduccion de los microorganismos, los nu-
trimentos adecuados para su 6ptimo crecimiento y re-
produccién, las reacciones metabalicas involucradas en
la produccion de los metabolitos de interes, asi como el
efecto de la variacion de las condiciones de operacion en
el desarrollo del microorganismo. Analizando las
caracteristicas de cada uno de estos componentes, nos
damos cuenta que modelar un sistema biolégico resultara
dificil y en algunos casos imposible de llevar a cabo

En algunos trabajos publicados el modelado de los
sisternas bioldgicos ha sido basicamente de tipo empirico!
Existen también modelos planteados sobre bases
fenomenolégicas; sin embargo, estan tan simplificados
que su aplicacion esta fuertemente restringida a una
estrecha gama de condiciones de operacion. En la
actualidad, el creciente interes por los microorganismaos y
la expansion del comercio a nivel mundial, demandan
incrementar la productividad vy el rendimiento de los
procesos biolégicos, asi como reducir los costos de
produccion. Para llevar a cabo esta tarea se han propuesto
estrategias alternativas de modelado basadas en técnicas
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Figura . Transferencla de inforrmacion entre neuronas biolégicas

de la inteligencia artificial (IA). La IA es una tecnologia
desarrollada con la intencién de reproducir las carac-
teristicas propias del ser humano como son su capacidad
de razonar, identificar objetos y sonidos asi como analizar
situaciones relacionadas con la torna de decisiones. Hasta
el momento no se ha desamrollado una tecnologia que
permita reproducir, en conjunto, las capacidades del ser
humano. Algunas aproximaciones son los sistemas
expertos (SE), las redes neuronales (RN} y la légica difusa
(LD). Los SE v la LD son tecnologias que permiten re-
solver problemas de toma de decisiones y funcionan con
base en una descripcion verbal del proceso de solucion,
LalD, adiferencia delos SE, da el nivel de probabilidad
de la solucién emitida. Por su lado, las RN resuelven
principalmente problemas de identificacion de patrones
a partir de datos del tipo causa efecto predeterminados.

En los siguientes parrafos se describen en forma breve
algunas aplicaciones de la |IA en el drea de la
biotecnologia.

Sistermas expertos

Los SE constituyen una de las primeras tecnologias
desarrolladas en el drea de la IA y su principal aplicacion
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ha sido en la toma de decisiones y clasificacién de pa-
trones. Los SE estan conformados por una base de cono-
cimiento (BC), una base de datos (BD) vy un motor de
inferencia (Ml). La BC es aquella que contiene toda la
informacion relacionada con el proceso de solucién del
problema. La BD almacena toda la informacién que serd
manipulada en el sistema (datos experimentales). Final-
mente, el motor de inferencia es aquel que contiene la
estrategia de bisqueda para relacionar la BD con la BC.

Para que un sistema sea considerado experto es
necesario que la informacion contenida en su base de
conocimiento haya sido proporcionada por peritos en el
tema y ademas incluya las soluciones de todos los posibles
problemas que puedan presentarse. Dado que esto no es
siempre posible, actualmente el nombre (SE) esta siendo
substituido por el de sistemas basados en el conocimiento
(SBC).

El gran auge de los SE se ha dado gracias a la sencillez
de la estructura que codifica el conocimiento, las reglas
de produccién y a la facilidad con la cual permiten re-
solver problemas de toma de decisiones. Vistos estos
atractivos, a partir de los anos 80 se empezaron a utilizar
en el campo del diagnéstico de fallas y posteriormente en
la supervisién y control de procesos quimicos. Segtn los
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resultades publicados, los SE son ideales para detectar
fallas y guiar a los operadores de los procesos.

En el drea de la biotecnologia, los SE se empezaron a
implantar en los anos 90 para resolver problemas de
supervision v control de los procesos de fermentacion.
Dentro de las aplicaciones mas importantes estan la
supervision v el control de las condiciones de operacion
(presion, temperatura, pH v concentracion de oxigeno
disuelto en el medio de cultiva), produccion de células y
concentracion de nutrientes en el medio de cultive?,

Si se analiza la informacién contenida en los parrafos
anteriores, se podria decir que los SE no tienen nada que
ver con el modelado de procesos. Sin embargo, es
importante hacer notar que la descripcion verbal del
funcionamiento de un sistema es ya un modelo en si,
Este tipo de modelos ha sido aplicado en biotecnologia
al diagnadstico de fallas. En esta aplicacién, el diagnéstico
lleva implicito un modelo que predice una reaccion ante
un evento determinado. Con relacion a la supervision y el
control es exactamente lo mismo. Para poder supervisar
y controlar cualquier proceso, es necesario describir la
secuencia de pasos gue permitan conducirlo en una
direccion deseada. Esta secuencia de pasos es el modelo
del proceso.

Redes neuronales

Una BN es un sistema de procesamiento de informacion
que esta constituido por multiples neuronas in-
terconectadas a través de enlaces ponderados (pesos)
con el fin de determinar la interrelacion entre un conjunto
de datos entrada-salida. El interés de las BN para re-
solver problemas de aproximacién de funciones radica
ensu habilidad para aprender relaciones muy complejas
y manejar grandes cantidades de informacion. En una
RN las neuronas estan distribuidas en capas, identificadas
como capas de entrada, intermedias v de salida, Las RN
pueden aproximar una funcion (f), lineal o no lineal,
realizando un mapeo de la superficie de dicha funcion.
Para aproximar fala RN (F_,), se utiliza un mecanismo
de aprendizaje que consiste en ajustar los pesos de todas
las conexiones entre neuronas, hasta que F, ~ f. Para
resolver problemas de aproximacion de funciones la red
de alimentacién hacia adelante y la regla de aprendizaje
basada en |a retropropagacion del error (backpropagation)
son las mas utilizadas®.
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En el drea de la biotecnologia las RN han sido
aplicadas para resolver problemas de:

* ldentificacion y clasificacion de estructuras
moleculares®,

* Monitoreo y supervision de enusiones de
compuestos toxicos’.

* Monitoreo de la produccion de microorganismos®
y metabolitos de interés’,

* Identificacion de plantas dinamicas’.

* Deteccion y diagnostico de fallas en procesos
estacionarios®.

*  (Control de la alimentacion en reactores continuos’

En cada uno de los casos mencionados las RN han
mostrado mejores resultados que los obtenidos aplicando
técnicas convencionales.

Modelos hibridos

Las técnicas de IA se han combinado de diferentes formas
tratando de explotar al maximo las potencialidades de
cada una de ellas. En biotecnologia, las aplicaciones mas
comunes estan orientadas a la supervision y al control de
los procesos de fermentacién. En la mayor parte de los
trabajos publicados, con la aplicacion de los SE se intenta
quiar la operacion del proceso de fermentacion, las RN
predicen los estados futuros de la fermentacién y la LD
enriquece el conocimiento contenido en la base de
conocimiento del SE. Un ejemplo de este tipo de trabajos
es el presentado por Bettenhausen et al'’. Estos autores
presentan un problema de control de la produccion de a-
amilasa a partir de Bacillus subtilis. De acuerdo con los
resultados descritos, la produccion de a-amilasa aumento
en un 100%, cuando la fermentacion se controlo
exclusivamente con técnicas de IA.

En nuestro grupo de trabajo estamos desarrollando
un sisterna de control inteligente aplicado al control de la
velocidad de crecimiento de Bacillus thuringiensis (B.t.),
producido por lote alimentado. El interés por estudiar B.t.
es debido a su capacidad para formar esporas con
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propiedades toxicas para cierto tipo de insectos en su
fase larvania'!. Segun estudios publicados, la velocidad
de crecimiento de Bt determina el nivel de toxicidad de la
proteina

Este trabajo tiene por objetivo implantar una
metodologia de control basada en la IA que permita

supervisar  controlar diferentes procesos de fermentacion

| lote alimentado o continuo) independientemente
de: la informacién disponible acerca del proceso en
cuestion. La aplicacion proyvectada es el poder manipu-
lar y controlar el nivel de toxicidad de las proteinas que
podrian aplicarse al control de plagas agricolas v cuya
comercializacién esta prohibida por sus altes niveles de

toxicidad -
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