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PROLOGO

Los aspectos generales relacionados con las hormonas vege-
tales y los promotores de crecimiento de las plantas constitu-
yen campos de investigacién activa dentro de la Bioquimica
y la Fisiologia Vegetal, como asi también sus aplicaciones a
la Agricultura.

En particular, el caso de las oligosacarinas (en rigor, oli-
gosacdridos) no constituye una excepcién, respecto de las
cuales se registra una intensa actividad de investigacién.

Por cierto, se encuentran disponibles excelentes y ac-
tualizados libros sobre los avances en investigacién sobre
oligosacarinas (véase, por ejemplo, “Research Progress in
Oligosaccharins”, Yin, H., Du, Y. eds; 2016, Springer-Ver-
lag, NY). Sin embargo, la revisién de bibliografia basica de
textos que se ocupen de la produccién quimico-industrial de
las oligosacarinas (y ain de otros promotores de crecimiento
vegetal), revela que existe un vacio sustancial al respecto.

Esta contribucién aspira a compensar esta falta de libros
técnicos sobre este apasionante campo: la produccién qui-
mico-industrial de oligosacarinas. En el presente texto se
revisardn también los aspectos tecnolégicos de otros pro-
motores de crecimiento no necesariamente sacaridicos,
también poco relevados en la literatura fundamental.

En tanto sea posible, se revisarin fuentes alternativas de
obtencién de oligosacarinas, poniendo especial énfasis en la
valorizacién de desechos agricolas utilizados para tal fin.

El autor piensa que esta obra puede ser interesante para es-
tudiantes y graduados de las carreras de Bioquimica Técnica,
Quimica y Agronomia, asi como para todo profesional que se
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CAPITULO 1

DEFINICION Y GENERALIDADES






1.1 Hormonas vegetales

Se ha definido a las hormonas como sustancias quimicas
producidas por animales y vegetales en cantidades mindscu-
las, capaces de transportarse de una parte a otra del organis-
mo vivo, en donde generan respuestas sobre la fisiologia y el
crecimiento. En las plantas, las hormonas no son producidas
en tejidos especializados, sino en aquellos que, a la vez, lle-
van a cabo otro tipo de funciones (1). Se han definido como
clases mayoritarias de hormonas vegetales, a saber:

* Auxina

* Citokininas

* Gibberelinas

* Brassinosteroides

« Acido abscisico

* Etileno

* Jasmonatos

* Oligosacarinas

La auxina (4cido indolacético) promueve la elongacién y
crecimiento de los brotes, la formacién de raices adventicias
y facilita la produccién de etileno. En forma conjunta con
las citokininas, promueven la divisién celular (1).

Las citokininas regulan el crecimiento del vegetal, la mo-
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vilizacién de nutrientes, la diferenciacién vascular y la pro-
mocién del crecimiento de los cloroplastos (1).

Las gibberelinas promueven la elongacién de los brotes y
varias funciones vinculadas a la produccién de enzimas (1).

Los brassinosteroides (polihidroxiesteroides) son de am-
plia difusién en los vegetales y tienen alta concentracién en
el polen (2). Despliegan varias funciones, tales como la esti-
mulacién del crecimiento de la planta, favorecen el gravitro-
pismo y generan resistencia frente al stress vegetal (2).

El 4cido abscisico actia como mediador en la respuesta
frente a varios tipos de stress, incluido el stress debido a
elevada salinidad (3).

El etileno promueve la maduracién de frutos y desplie-
ga un importante rol desde el punto de vista ecolégico, ya
que su produccién se acentda frente a determinados factores
que generan varios tipos de stress vegetal (exposicién a pro-
ductos quimicos toxicos, temperaturas extremas, ataques de
patogenos, etc.) (1).

Los jasmonatos (derivados ciclopentanénicos del dcido
linoleico) son importantes reguladores celulares que parti-
cipan en diferentes procesos, tales como la germinacién de
semillas, el crecimiento radicular, la fertilidad y la madura-
cién de los frutos (2) (3).

Las oligosacarinas son oligosacdridos (generalmente
complejos) capaces de modular el crecimiento vegetal y ac-
tuar como reguladores de la respuesta de la planta frente al
ataque de fitopatégenos, los cuales activan la generacién de
determinadas oligosacarinas por lisis enzimatica de la pared
celular del vegetal atacado. Estos oligosacaridos particulares
influyen en el crecimiento de las raices y de la floracién y su
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bioquimica las hace moléculas susceptibles de interesantes y
dificiles estudios (1) (2).

El 4cido salicilico de formacién endégena también es
considerado como una fitohormona por participar en los
procesos de la fotosintesis, el metabolismo de los nitratos, la
produccién de etileno, la respuesta frente al stress por exceso
de salinidad y los mecanismos de la floracién (3).

Si bien las hormonas vegetales son productos naturales, se
han sintetizado quimicamente multiplicidad de moléculas que
desarrollan accién hormonal. Sin embargo, en estos casos, a es-
tas moléculas de sintesis no se las denomina fitohormonas, sino
reguladores del crecimiento vegetal (3). Tal es el caso de ciertos
compuestos triazélicos desarrollados a tal fin (3).

Sin embargo, también es verdad que desde el punto de
vista quimico industrial, cominmente se denomina hor-
mona vegetal a toda sustancia natural o sintética que de-
sarrolla tal actividad. Tal es el caso del icido indolbutirico
obtenido por sintesis quimica, el polietilenglicol, proteinas y
aminoécidos, dinoseb (2 sec butil 4-6 dinitrofenol), etc. (4),
sin olvidar el primer herbicida altamente activo producido
por sintesis organica, denominado 2,4 D, el cual fue la pie-
dra fundamental de la industria de herbicidas, obtenido por
procesos sintéticos (5).

En lo relativo a las actividades biol6gicas de las hormonas
vegetales, estin disponibles en la literatura cientifica exce-
lentes revisiones histéricas; para el caso de brassinoesteroi-
des y jasmonatos, véase (2); sobre la descripcion de cloroau-
xinas naturales, véase (6); la literatura sobre oligosacarinas
se ird revisando correspondientemente a lo largo del desa-
rrollo del presente texto.
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1.2 Oligosacarinas: definicién y clasificacion

Citando especificamente a Falcén Rodriguez y colaborado-
res (7), “los componentes polisaciridos y glicoproteicos de
las paredes celulares constituyen una fuente de oligosacari-
dos, que ademds de ser elicitores de respuestas defensivas
de la planta, algunos ejercen efectos en el crecimiento y
desarrollo de la misma a bajas concentraciones. El término
oligosacarinas se refiere por tanto a oligosacaridos de di-
terente origen con efectos biolégicos en las plantas”. Esta
definicién es clara, sencilla y suficientemente extensa para
los fines de este libro, pero se pueden encontrar otras defi-
niciones (conceptualmente no diferentes) en la bibliografia
referenciada.

Las oligosacarinas despliegan una actividad bioldgica
especifica segun el tipo de especie vegetal y su propia es-
tructura quimica, fundamentalmente el grado de depoli-
merizacién del oligosacdrido, al cual estd vinculado su peso
molecular promedio.

Estos oligémeros bioactivos pueden ser derivados de la
pared celular de hongos (tal como los oligosacdridos de glu-
canos y de quitina/quitosano), o bien de la pared celular de
plantas, tales como los derivados de xiloglucanos y de pecti-
nas (8). No obstante, veremos que este ordenamiento, indu-
dablemente académico, se amplia permanentemente con la
aparicién de nuevas oligosacarinas descubiertas a través de
intensivos trabajos de investigacién. También se vera que las
fuentes industriales de preparacién de las oligosacarinas no
siempre se derivan de las senaladas en esta clasificacién: oli-
gosacarinas derivadas de quitina/quitosano, no se obtienen
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de la quitina presente en hongos, sino partiendo de descar-
tes de industrializacién de recursos marinos.

La clasificacién propuesta a continuacién pretende concep-
tualizar las diferentes clases de oligosacarinas de relevancia
industrial, muchas de ellas obtenidas a escala técnica, a saber:

1.2.1 Oligosacaridos de pectina (oligopectatos,
oligogalacturénidos):

Constituidos por cadenas lineales de moléculas de 4cido ga-
lacturénico unidas entre si por enlaces o 1-4. Su fuente de
obtencién industrial es la pectina de citricos (Pectimorf”)

(7) (8) (9) (10).

1.2.2 Oligosacaridos de xiloglucanos:

Derivados de la pared celular de plantas, son oligosacaridos
hemicelulésicos. Los xiloglucanos son constituyentes de la
pared celular de vegetales, formados por la unién de molé-
culas de glucosa unidas por enlaces  1-4, en donde algunos
restos de glucosa son reemplazados por a-xilosa, B-galactosa
y a-fucosa en las cadenas laterales, y también por a-L-ara-
binosa (7) (10).

No obstante, su estructura es mucho mds compleja que lo
expuesto. La fucosa es fundamental para la actividad biol6-
gica, pero admite ser reemplazada por a-L-galactosa (9). La
tuente comercial de obtencién son algunos tipos de semillas
(tales como las de tamarindo) y la madera de arce (10). Po-
lisacaridos relacionados con los xiloglucanos también han
demostrado tener actividad biolégica: tal es el caso de los
xilanos, galactoglucomananos, galactoglucoramnanos e in-
cluso celulosa (9).
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1.2.3 Oligosacaridos de B-glucanos:

Derivados de la fragmentacién de B-glucanos contenidos
en la pared celular de hongos (Phytophthora sojae; Shitake,
etc.), estin constituidos por cadenas de 3,6 y 3-6 B glucdsi-
dos (10); también estdn contenidos en algas marrones, tales
como la laminaria (base del producto comercial Iodus 40°,
Vacciplant (7), pero también estin presentes en la levadura
de cerveza y, en menor proporcién, en los salvados de avena

y cebada (11).

1.2.4 Quitooligosacarinas:

Fragmentos de quitina y/o quitosano, polisacdridos presen-
tes en la pared celular de hongos, aunque la materia prima
para su produccién industrial son las caparazones de crus-
ticeos marinos (fundamentalmente cangrejos). En efecto,
la materia de partida (quitina) tiene versatiles aplicaciones
para la obtencién de multiplicidad de derivados (funda-
mentalmente glucosamina y quitosano) y se produce a es-
cala mundial a partir de crusticeos, como subproducto de
la industria pesquera; la misma se obtiene en cantidades de
10.000 toneladas por afo, por lo que su valorizacién signifi-
ca fuerte impacto positivo sobre el medio ambiente (7).

1.2.5 Oligosacarinas derivadas del alginato:
Obtenidas por degradacién del dcido alginico, presente en
las algas marrones y constituido por cadenas de dcido gulu-
rénico y dcido manurénico (12); el dcido alginico, por tanto,
es un polimero polianiénico y sus oligosacdridos tendrin
también este caricter.
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1.2.6 Fructo-oligosacarinas
(fructo-oligosacaridos):

Los fructuooligosaciridos son oligosaciridos de fructosa
(también llamada “levulosa”), que contienen una tnica uni-
dad de glucosa a la que los restos de fructosa estin unidos
a la posicion B (2—1) de una molécula de sacarosa (13): si
Gl representa una molécula de glucosa y I una de fructosa,
la férmula molecular de los fructooligosacaridos puede ser
simbolizada segtin GlFr , en donde n representa el nimero
de unidades de fructosa (13).

Asi, la kestosa serd GlFr,, nistosa GlFr, y la fructofurano-
silnistosa GlFr,.

Los fructooligosacaridos presentan una interesante gama
de aplicaciones en la industria de alimentos como prebidti-
cos, y sus métodos de obtencién reposan fundamentalmente
en los procesos de biosintesis o biotecnolégicos. Estos oli-
goémeros de fructosa (oligofructosa, oligofructanos) han sido
recientemente introducidos y empleados como hormonas
vegetales, dado su interesante actividad como reguladores
del crecimiento vegetal (14).

1.3 Generalidades sobre los métodos de
obtencién

Los métodos de degradacién generalmente aplicados sobre
los polisacdridos “madre” para obtener las respectivas oligo-
sacarinas son:

* Hidrélisis en medio dcido (menos cominmente, en me-
dio alcalino). Se incluye la depolimerizacién con dcido
nitroso cuando sea conducente.

* Hidrélisis enzimatica a través del uso de enzimas espe-
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cificas, tales como las endoglicanasas, la poligalacturo-
nasa, etc. (9).

* Irradiacién v.

* Empleo de métodos depolimerizantes particulares, ge-
neralmente desarrollados para la obtencién de otros
tipos de carbohidratos poliméricos, tal el caso de la
aplicaciéon de reacciones de fragmentacion radicalaria.
Serdn revisados correspondientemente.

* Los procedimientos sintéticos son habitualmente
biotecnoldgicos.

Debe puntualizarse desde el comienzo que los métodos
de fraccionamiento ocupan un lugar preponderante en la
obtencién técnica de oligosacarinas y, en particular, aquellos
procesos que permiten aislar la fraccién oligosacaridica de-
seada: dado que la actividad bioldgica depende (entre otras
variables) del grado de polimerizacién de la oligosacarina
en cuestion, los métodos aplicados para el aislamiento de
una fraccién oligosacaridica poco dispersa deben ser técni-
camente eficientes, rapidos y reproducibles con altos rendi-
mientos. Por ejemplo, en el caso de los oligogalacturénidos,
la mayor bioactividad se obtiene con cadenas del carbohi-
drato que contiene 12-13 residuos de dcido galacturénico
9).

Estos mismos autores (9) plantean las dificultades relati-
vas a la obtencién de oligosacarinas, esto es:

* Obtencién de un oligosacarido particular y, por tanto,

estructuralmente caracterizable.

* Desarrollo de ensayos especificos para evaluar su activi-
dad biolégica.

Desde un punto de vista industrial, resulta obvio que no
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podra obtenerse un oligosacirido tnico, esto es, monodis-
perso, y lo que se prepara habitualmente son oligosacaridos
mezcla con un indice de dispersidad adecuado, lo mds cer-
cano posible al valor 1 (sobre los aspectos de pesos molecu-
lares, véase (15) ).

Por tanto, las técnicas industriales de fraccionamiento re-
posaran fundamentalmente en procesos de separacién por
membranas (ultrafiltracién, diafiltracién, nanofiltracién),
por otra parte comunes a todo fraccionamiento industrial
de oligo y polisaciridos (16) (17).

En este aspecto, debe destacarse lo siguiente: para la ob-
tencién de una oligosacarina particular, con fines de estudio e
investigacion, indudablemente el procedimiento de eleccién
es el propuesto por Larskaya, I.A. y Gorshkova, T.A. (9).

Sin embargo, resulta claro que la sola inspeccién del mé-
todo revela que no puede ser utilizado para la produccién de
oligosacarinas a escala técnica.

La preparacién comercial de estos oligosaciridos reposa
fundamentalmente en el criterio de utilizar materiales de
partida industrialmente asequibles y baratos y, en particular,
productos de desecho de la industria agroalimentaria.

Esto conlleva dos ventajas ineludibles:

* Partir de materia prima abundante y barata, ficilmente

asequible.

* Minimizar el impacto ambiental que el volcado de tales

desechos supone para el medio ecolégico.

De la misma manera, frente a la obtencién industrial de
oligosacarinas debe tenerse en cuenta que probablemente
no sea necesaria su purificacién extrema; restos de aminod-
cidos y polipéptidos, por ejemplo, dificilmente atenten con-
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tra su bioactividad, todo lo contrario. Estos aspectos pueden
ser importantes cuando se parte de descartes agroindustria-
les, habitualmente compuestos de carbohidratos y proteinas.
En estos casos, el técnico actuante puede encontrarse
al final de la preparacién con una mezcla que contiene la
fraccién poco dispersa de oligosacarinas acompafiadas de
aminodcidos y polipéptidos, compartiendo con las primeras
aproximadamente el mismo peso molecular promedio y el
mismo perfil de distribucién molecular, mezcla cuya resolu-
cién ofrece inconvenientes desde el punto de vista tedrico,
pero en principio de resolucién initil a los fines técnicos. El
profesional operante, asociado al criterio del experto agréno-
mo, serd quien decida sobre la necesidad de ulteriores pasos
complejos de purificacién de los oligosaciridos obtenidos.
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CAPITULO 2

OLIGOSACARIDOS DE PECTINA
Y DE XILOGLUCANOS:
PRODUCCION QUIMICA






2.1 Oligosacaridos de pectina
(oligopectatos,
oligogalacturénidos)

La célula vegetal estd rodeada de una pared celular, que la
contiene, encerrando el protoplasma y cementdndose, a la
vez que interactuando con células vecinas, lo cual consti-
tuye los diferentes tejidos de las plantas. Esta pared celular
estd compuesta por una variedad de carbohidratos polisa-
caridicos complejos, entrelazados entre si y formando una
verdadera malla. Estos carbohidratos complejos estin cons-
tituidos fundamentalmente por las pectinas, la celulosa y las
hemicelulosas, entre las cuales no se descarta una vincula-
cién covalente. En principio, y acorde con Izquierdo Oviedo
(1), la celulosa y el xiloglucano forman un complejo en don-
de este ultimo actda como interconector o entrecruzador de
las fibras celuldsicas.

Esta estructura se encuentra compenetrada por los poli-
sacdridos pécticos, de manera que el todo se comporta como
una superestructura macromolecular, cuya degradaciéon da
origen a un sinnimero de oligosaciridos con definida acti-
vidad biolégica en los vegetales.

Los polisacdridos pécticos (pectinas) contienen una frac-
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cién relativamente homogénea consistente en polimeros del
acido galacturénico. Estos dcidos poligalacturénicos se hallan
presentes en la matriz extracelular de los tejidos jévenes de los
frutos y presentan un grado importante de heterogeneidad
estructural (2). En efecto, su grado de esterificacion es varia-
ble, a lo que se suma la existencia de ramificaciones que con-
tienen restos de L-arabinosa, galactosa, fucosa, xilosa y dcido
glucurénico (2). Los oligogalacturénidos son oligémeros li-
neales de dcido D-galacturénico y presentan uniones o (1-4).

Las pectinas de los frutos citricos proporcionan una fuente
de poligalacturénidos interesantes como materia prima desde
el punto de vista industrial, en orden a la obtencién de oli-
gogalacturénidos pécticos (en lo que sigue, OGP). Los resi-
duos de la produccién de jugo de manzana y de citricos son
efectivamente los indicados para la produccién de pectinas a
escala industrial: obtenida la pectina se procede a demetilar
la misma por via alcalina o enzimatica; los OGP, a su vez, se
obtienen por hidrélisis dcida o enzimatica del dcido poliga-
lacturénico (3) (citado por Izquierdo Oviedo).

Este paso de demetilacién parece obligado, en tanto se
ha comprobado que la bioactividad de los OGP disminuye
cuando los grupos carboxilo estdn esterificados o cuando el
oligémero se somete a reduccién, en cuyo caso el extremo
reductor se transforma en el alditol correspondiente (1).

Indudablemente, el grupo de investigadores cubanos
pertenecientes al Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA) han aportado un volumen muy importante de ex-
celentes estudios sobre oligosacarinas y, en particular, sobre
los OGP, siendo éstos los oligosacdridos con bioactividad
vegetal mds estudiados.
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Por cierto, la preparacién comercial de OGP en forma con-
trolada y de constitucién uniforme (Pectimorf”) fue llevada a
cabo en el INCA cubano y estd constituido por oligosacaridos
con grado de polimerizacién de entre 9-16 moléculas de dcido
galacturénico, partiendo de los desechos de la obtencién de
jugos citricos (4) (5) (citados por (1)). Pectimorf” es un pro-
ducto de origen natural constituido por OGP, con un tenor de
58-61% de é4cido galacturénico, el cual se expende en forma
solida en frascos que contienen 20 y 60 mg de producto (6).

2.1.1 Métodos de produccién de OGP

Los métodos habitualmente practicados para la obtencién
de OGP pueden clasificarse como sigue:

» Hidrélisis enzimatica

» Hidrolisis 4cida

* Métodos radioliticos

* Depolimerizacién éxido-reductiva (procesos Fenton)

2.1.1.1 Métodos enzimaticos

El uso de enzimas industriales en la fabricacién de jugos de
fruta es conocido desde hace décadas y utilizado con excelen-
tes resultados. En particular, se utilizaron preparados pectino-
liticos con el objeto de eliminar las pectinas de los jugos, dado
que la pectina es la principal responsable de la generacién
de alta viscosidad en el jugo, impidiendo la correcta flocula-
cién de las particulas en suspensién: de hecho, los procesos de
clarificacién tienen lugar con éxito cuando se ha eliminado
totalmente la pectina del jugo (7).
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Para el caso que se estd tratando, las enzimas pectinoliti-
cas mds importantes son (8):

* Poligalacturonasa, la cual produce una hidrélisis azarosa
de las pectinas.

* Pectin metil esterasas, las cuales hidrolizan los me-
til ésteres de la pectina con la liberacién concomitan-
te de CH,OH al medio, facilitando la accién de la
poligalacturonasa.

* Pectinoliasas: Clivan la pectina en oligémeros, pero no
despliegan accién esterdsica.

En el momento actual, existen sofisticadas preparaciones
enzimdticas con actividad pectin metil esterdsica asociada al
comportamiento poligalacturondsico (Pectinex” Yieldmash
Extra; Novozimes A/S) (9). El preparado enzimatico Lall-
zyme C™ (Lallemand) posee alta actividad poligalacturo-
ndsica y pectinolidsica con controlada accién pectinoeste-
rasica (8). Como siempre, los aspectos relacionados con la
enzima a utilizar, las condiciones de hidrélisis, la caracteri-
zacién de pectinas citricas de diferentes origenes vegetales y
de diferente procedencia comercial, etc., forman parte de las
primeras etapas del desarrollo.

En la prictica técnica, el control del avance de la reaccién
enzimdtica puede ser efectuado a través de la bien conocida

prueba del alcohol (7).

Reactivo: Etanol 96° al que se ha anadido dcido clorhi-
drico en cantidad suficiente para 1% de concentracién.

Operaciéon: Un volumen de liquido en digestién se mez-
cla con 1,5-2 vols. de reactivo: si al cabo de 15 minutos no
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se presenta precipitado, la pectina ha sido extensamente
hidrolizada.

Naturalmente, este seguimiento cinético sencillo, no ex-
cluye que a cada instante prefijado de toma de muestra, se
practique a la vez sobre una segunda porcién la precipita-
cién con alcohol en exceso y la determinacién de pesos mo-
leculares y distribucién molecular por métodos de HPSEC.
Se logrard asi “calibrar” con fines técnicos aproximados el
ensayo de precipitacién alcohdlica con el peso molecular
instantdneo de la pectina en proceso de digestién. Se debe
tener en cuenta que el grado de polimerizacién de las OGP
es la caracteristica estructural mas definitoria en lo relativo
a la expresién de su actividad agrobioldgica, en particular,
aquellos OGP de grado de polimerizacién comprendido
entre 9y 16 residuos urénicos (10).

En la actividad industrial, el uso de enzimas pectin metil
esterdsicas puede ser reemplazado, poniendo en prictica
una cuidadosa hidrélisis alcalina de los metil ésteres lue-
go de una hidrélisis enzimatica llevada a cabo con pecti-
noliasas: el tratamiento de los oligémeros resultantes de
la accién de la pectinoliasa son saponificados merced a
la reaccién con NaOH 0,05 M, 90 minutos a 0°C (11).
Pero indudablemente, los trabajos actuales sobre las tec-
nologias de produccién enzimética de OGP se basan en
la relevante patente de Kuntz et al (12), quienes no solo
introducen la “hidrélisis en cascada” con diferentes enzi-
mas, sino que utilizan métodos dgiles y escalables, de frac-
cionamiento por ultrafiltracién (UF). La asequibilidad de
esta importante referencia bibliogréifica exime de mayores
comentarios: la totalidad de tratamientos enzimdticos y de
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hidrélisis en medio dcido se encuentran explicados en este
documento patentario.

Los pesos moleculares de los productos de hidrélisis y/o
sus fracciones pueden ser evaluados por métodos de cro-
matografia de intercambio anidénico de alta performance
(HPAEC, por sus siglas en inglés) (13) o bien por métodos
cromatogréficos de exclusién molecular (HPSEC).

Desde el punto de vista técnico, el empleo de enzimas
que desplieguen actividad pectin metil esterasica y poli-
galacturondsica, resulta el mds adecuado (hidrélisis de los
metil ésteres con depolimerizacién concomitante).

Dado que las publicaciones cientificas en este campo
habitualmente expresan la extensién de la hidrélisis como
“grado de polimerizacién” (DP) y no como pesos molecula-
res, se debe tener en cuenta que una correlacién aproximada
(pero técnicamente util) es la siguiente:

* DP 1 = 194 (peso molecular del dcido galacturénico)
*DP2=(194x2)-18 =370

* DP3=(194x3)-(18x2) = 546
*DP6=(194x6)-(18x5) = 1074

* DP9 =1602

« DP10=1778
* DP 16 = 2834
* DP 20 = 3538

o mids simplemente:

Peso molecular = 176 x DP

en donde 176 = MW galacturénico - MW HZO =194
- 18.
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Figura 2.1: Produccién de OGP por hidrdlisis enzimdtica:

método tentativo

Pectina de citricos (opcidon A) Porcidn blanca de la cascara de

citrus (albedo) sin color (opcién B)
.

Suspension 3-5% en agua; Suspension 3-5% en agua;

agitacion (imbibicidn total) | molienda por molino coloidal,

agitacion (imbibicién total)
v v

| Suspensién (A o B)+ Pectinex®Yieldmash I

l Digestion Enzimatica ]

¥

Coagulacién e inactivacidén térmica
(90°C)

| Centrifugacién; filtracién ]

[Insolubles (areciclo) |  Solucién |
v

[ Filtracién abrillantante (cas7) |

Fraccionamiento UF cut off 5-8
kDa + DF agua destilada (5 vols)
¥ v
| Permeato | Retentato (areciclo) |
v

Concentracion NF
(300-500 Da)

l Permeato (descarte) 1 Retentato J

[Liofilizacion; secado spray]

[ OGP Mw 500-4000 Da |

UF= ultrafiltraciéon; DF= diafiltracién; NF= nanofiltracién
Fuente: Elaboracion propia, en base a referencias (9) (11) (12) (13)
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2.1.1.2 Métodos de hidrdlisis acida

Frente a la efectividad de las modernas preparaciones en-
zimdticas, los métodos de hidrélisis dcida han sido parcial-
mente desplazados de la prictica técnica. Mucho mas comu-
nes son los procesos que comparten el criterio de hidrélisis
dcida combinada con procesos enzimidticos (12). El dcido
empleado en la prictica fabril es HCI a una concentracién
de 0,2 = 0,5 M a temperaturas de 85°C durante 1,5 horas
o el tiempo y condiciones dictadas por los ensayos para la
degradacién de la pectina.

En todo caso, debe tenerse en cuenta que la pectina es
sumamente sensible a mecanismos de B-eliminacién, los
cuales suceden a pH superiores a 4,5 (14). Por debajo de pH
3, la hidrélisis dcida ocurre depolimerizando el polisacari-
do, con la hidrélisis concomitante de los grupos metil éster,
liberando CH,OH al medio de reaccién (14). El promiso-
rio reemplazo de la hidrélisis clorhidrica convencional estd
dado por el desarrollo de procesos denominados “hidroter-
moliticos” o de “conversién hidrotérmica”, realizados en el
seno de agua pura, por lo cual ofrecen ventajas industriales
importantes: son rapidos, limpios, compatibles con el entor-
no al eliminar etapas de desalado (eliminacién de cloruro
residual), etc.

Una reaccién hidrotérmica es aquella realizada en el seno
de agua en estado liquido y a elevada temperatura, en donde
la presién endégena del sistema mantiene el agua en fase
liquida (15). De manera que los procesos que tienen lugar
entre el agua y el sustrato, en condiciones variables de tem-
peratura y presién, son denominados “procesos de conver-
si6n hidrotérmica”. Cuando el proceso se lleva a cabo en el
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seno de agua liquida (entonces, en condiciones subcriticas,
T < 374°C o0 647°K; P < 217 atmésferas o 22,0 MPa), se
denomina hidrotermélisis (conversién hidrotérmica propia-
mente dicha) y por arriba de las condiciones criticas, se acos-
tumbra denominarlo “proceso en condiciones supercriticas”
o “de alta temperatura” (16). Por debajo del punto critico, las
reacciones hidroliticas que ocurren son fundamentalmente
mediadas por iones y radicales libres (15).

En condiciones hidrotérmicas (hidrotermdlisis), la pec-
tina sufre hidrdlisis, generando oligogalacturénidos, funda-
mentalmente de grado de polimerizacién 2-10: 1a hidrdlisis
es el inico mecanismo de reaccién privilegiado durante los
dos primeros minutos de conversién (15).

Las condiciones de proceso deben ser estudiadas meti-
culosamente en el laboratorio sobre moléculas “prototipo’
(pectinas perfectamente caracterizadas) y, obviamente, so-
bre el sustrato real de reaccién (sea pectina de grado técnico
o céscara de citrus privada de su porcién coloreada). Ya sea
que el polisacirido se someta a hidrélisis clorhidrica con-
vencional o a hidrotermdlisis, el producto resultante de la
reaccién presentard cuerpos coloreados, sustancias insatura-
das y derivados furfurdlicos. Esto obliga a una purificacién
para eliminar color y otras sustancias indeseables. Los pasos
de decoloracién se pueden hacer a través de procedimientos

)

clésicos, tales como el uso de carbén activado o columnas
de hidroxiapatita, o mucho mds adecuadamente, emplean-
do adsorbentes poliméricos (resinas de adsorcién) (17).
Los adsorbentes poliméricos son polimeros sélidos, poro-
sos, no iénicos, insolubles, infusibles y de elevada superficie
especifica.
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La combinacién adecuada de las propiedades de polari-
dad, superficie especifica y las interacciones hidrofébicas/
hidrofilicas con el soluto a adsorber sobre esta fase continua
s6lida convierten a estas resinas en una excelente opcién a
la hora de decoloracién de soluciones de carbohidratos (17).
Las resinas adsorbentes Amberlite™ XAD 7 HP, XAD 18
y XAD 761 (Rohm-Haas, ahora Dow Chemical Co.) en-
cuentran amplia aceptacién para la remocién de impurezas
coloreadas de soluciones acuosas de polisacdridos (17) (18).
Martinez et al (19) han estudiado la hidrotermdlisis de pec-
tina; obtuvieron un rendimiento de 25% en oligosacaridos
sobre peso de cdscara inicial, operando la reaccién a 160°C
en condiciones controladas (19).

La Figura 2.2 intenta representar el diagrama de flujo
tentativo para un proceso de hidrdlisis dcida y/o hidroter-
molitica de pectina de citrus.

48



OLIGOSACARINAS (OLIGOSACARIDOS)

Figura 2.2: Produccién de OGP por hidrdlisis clorhidrica

y/o hidrotermolitica de la pectina de citrus

Céscara de citrus (porcion blanca) suspensién 3-5% en agua;
Molienda por molino coloidal (imbibicién total)

')
[ Opcién A: HC1 0,2-0,5 M85°C,3-4 hs | Opcién B: Hidrotermélisis 160°C cond.bajo ensayo |

[ NaOH csp pH 3; filtracién I Filtracién ]

[ Sélido a Reciclo [ Liquido limpido coloreadoeimpuro [ Sélido a Reciclo |

[ Decoloracién (XAD 7HP ; XAD 18) |

[ Eluato Decolorado |

[ UF/DF cutoff 5-8§ kDa |
¥

[ Retentato (areciclo) Permeato |

ConcentracionNF cut off 500

Da + DF vs H,O
!
Retentato —» Permeato a descarte
—> Liofilizacién/sprayado (furfurélicos, 4cidos
orgénicos, sales minerales)

)
[ OGP final Mw <4000Da |

Fuente: Elaboraciéon propia, en base a referencias (12) (14) (15)(17)(18)(19)

2.1.1.3 Métodos radioliticos

La irradiacién de soluciones acuosas de polisacaridos y la ra-
didlisis del agua pura serdn revisados en detalle en (3.2.1.5).
En forma temprana, Skinner y Kertesz (20) estudiaron
los efectos de la radiacién y sobre la estructura de la pectina,
habiendo procedido a irradiar pectina de citricos en estado
sélido. Este grupo de investigacién registré el descenso del
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peso molecular medio via una escisién al azar de la cadena
polisacaridica, habiendo demostrado también que no todos
los fragmentos presentaban idéntica distribucién carga/
masa (mayor o menor densidad de grupos carboxilo esteri-
ficados en cada fragmento).

Posteriormente se hizo evidente que la intensidad de la
degradacién aumentaba con el incremento de la humedad
de la muestra (21). Mds recientemente se publicé un ex-
celente y conciso estudio (22) que investiga y compara los
efectos de la radiacién sobre diferentes polisaciridos, entre
los que se encuentran las pectinas, los alginatos y los carra-
genanos. La irradiacién se efectué sobre muestras sélidas y
sobre el carbohidrato en solucién acuosa a dosis crecientes
de irradiacién: los productos resultantes demostraron in-
teresante estimulacién en la produccién de fitoalexinas en
ensayos sobre vegetales, asi como la reduccién del stress am-
biental producido sobre el vegetal por exceso de salinidad y
presencia de metales pesados.

En resumen, se pueden puntualizar los siguientes crite-
rios fundamentales para comenzar un estudio de desarrollo
de OGP por métodos radioliticos (23) (24), a saber:

* Concentracién de la solucién de pectina en agua: 2-3%.

* Dosis de radiacién y: 2,5-15 kGy (2,5 kGy/hr).

* El descenso del peso molecular promedio es mayor
conforme aumenta la temperatura de la solucién.

* El descenso del peso molecular promedio depende del
grado de esterificacion (metoxilacién) de la dextrina
ensayada.

* Se verifica incremento de la concentracién de monosa-
caridos con el aumento de la dosis de radiacién.
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En base a lo expuesto, se hace evidente que son necesarias
etapas de ultrafiltracién, diafiltracién y nanofiltracién para
aislar y purificar adecuadamente la fraccién seleccionada de
OGP (con eliminacién de monémeros, cuerpos coloreados,
etc.). Los conceptos vertidos en la Figura 2.2 pueden ser
tacilmente interpretados en el caso de la aplicacién de mé-
todos radioliticos. Sin embargo, puede ser util considerar
la siguientes modificacién: parece bien establecido que la
bioactividad sobre vegetales de los OGP disminuye cuando
los grupos carboxilo se encuentran esterificados (2.1).

Si esto es asi, puede ser interesante el ensayo de un pro-
ceso mixto que emplee una primera etapa de hidrélisis
enzimidtica metilesterdsica (Pectinex”) o bien (y mds sim-
plemente), una etapa de hidrélisis alcalina (saponificaciéon
de metilésteres) ya descripta (11) (ver 2.1.1.1), seguida de
posterior neutralizacién a pH neutro o ligeramente dcido
(pH 5-7) y subsiguiente irradiacién de la solucién acuosa
asi tratada. El cloruro de sodio generado se elimina en las
posteriores etapas de didlisis ya mencionadas.

2.1.1.4 Depolimerizacién 6xido-reductiva
(Procesos Fenton)

En (3.2.1.4) se presenta una explicacién detallada de los
procesos de tipo Fenton aplicados a la depolimerizacién
de polisaciridos, en particular, quitosanos, debido a que el
método es ampliamente usado para la produccién de qui-
tooligosacarinas. En la actualidad, el uso de estas reacciones
aplicadas a la degradacién de pectinas no han alcanzado la
aplicabilidad industrial que tienen en la produccién de otras
oligosacarinas.
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Es verdad que la degradacién de carbohidratos via Fen-
ton es bien conocida desde largo tiempo atris (25) (26),
pero solamente en fecha reciente aparece en la bibliografia
cientifica el detalle y la aplicacién de este tipo de reacciones
en el campo que se estd tratando en esta contribucién.

Vreeburg y colaboradores presentan un excelente estu-
dio sobre las alteraciones microestructurales que produce el
ataque del radical hidroxilo sobre la cadena de los polisa-
caridos (27) y Marritt (28) genera un excelente documento
patentario donde no solo efectia una exhaustiva revisién
bibliografica del arte previo, sino que presenta métodos su-
mamente claros de obtencién de oligosacaridos de pectinas
y de alginatos, lo que hace superfluo abundar en el tema. Sin
embargo, es interesante destacar la elevada concentracién de
polisacdrido en solucién acuosa a procesar, lo que optimiza
la produccién y adaptabilidad industrial.

Recientemente, se ha investigado un nuevo tipo de reac-
ciones de depolimerizacién de pectinas (y de polisacdridos
en general), producidas por degradacién fotoquimica del
polisacarido.

Efectivamente, si bien las reacciones fotoquimicas de los
carbohidratos han sido largamente conocidas y revisadas
(29), ultimamente, ha sido publicada la depolimerizacién
parcial de la pectina a través de una reaccién fotoquimica,
no investigada con anterioridad (30).

Si bien la reaccién citada (30) no es estrictamente un
proceso Fenton, estd estrechamente relacionada, puesto que
puede ser activada por la presencia de H,O, (procesos Fen-
ton fotoasistidos) y por tal motivo, se la cita en este punto.

Este grupo de investigacién utiliza un proceso fotoqui-
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mico de depolimerizacién a través del uso de luz UV, asis-
tido por la presencia de TiO, (30), procediendo luego a una
caracterizacion exhaustiva de los productos de reaccién con
resultados sumamente promisorios por sus rendimientos y
su direccionalidad, ademas de su compatibilidad ambiental.

2.2 Oligosacaridos de xiloglucanos

(xiloglucanooligosacaridos, XGO)

Los xiloglucanos son polisaciridos hemicelulésicos presen-
tes en la pared celular de las plantas superiores, consistentes
en una cadena de beta-D-(1-4) glucano con residuos de xi-
losa vinculados a la posicién 6 de los restos glucosados (31);
la depolimerizacién de estos polisaciridos son oligosacari-
nas (xiloglucanooligosaciridos, XGO) directamente involu-
crados en el desarrollo y metabolismo de los vegetales. Los
xiloglucanos y los xilanos son los tipos mas importantes de
hemicelulosas presentes en la pared celular. Sin embargo, los
xiloglucanooligosaciridos, junto con las fructo-oligosacari-
nas no han recibido el caudal de estudios cientificos e in-
dustriales que si han merecido otras clases de oligosacarinas.

2.2.1 Métodos de produccién de XGO

Conceptualmente, los oligosacédridos de xiloglucanos se pue-
den obtener con los mismos métodos que se aplican para la
obtencién de otras oligosacarinas. Sin embargo, los métodos
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de hidrdlisis enzimitica son, con mucho, los mds utilizados
en la prictica técnica. En todo caso, se revisarin todos los
métodos, con fines de revisién bibliografica histérica. Las
materias primas industriales para la obtencién de XGO son
los polisacdridos contenidos en la semilla de tamarindo v,
quizd en mucha menor extensién, subproductos obtenidos
de la industrializacién de la manzana. Se encuentra disponi-
ble una excelente revisién bibliografica sobre los xilogluca-
nos de semilla de tamarindo, que incluye datos estructurales,
propiedades fisicoquimicas y aplicaciones industriales (32).

2.2.1.1 Hidrélisis enzimitica de xiloglucanos

La hidrélisis enzimatica de xiloglucanos (semilla de tama-
rindo) se lleva a cabo con enzimas xiloglucanasas (xiloglu-
cano-especifico endo-beta-1,4-glucanasa): representantes
caracteristicos de tales enzimas las tenemos en las marcas
comerciales Xiloglucanase GH 74 o Xiloglucanase GH 5
(Megazime), Ultraflo” Max, Ultraflo” L. (Novozimes). Este
tipo de procesos enzimdticos sigue un esquema fundamen-
tal que responde a las investigaciones de Misaki et al (33),
el cual obtiene XGO de peso molecular medio (600-3000
Da), utiles para la induccién de fitoalexina en los vegetales,
ademads de presentar otros usos tales como mantener la fres-
cura de las verduras cortadas en rodajas (33).Este relevante
documento (del cual se aconseja su estudio) ensefia los si-
guientes puntos fundamentales:

* El método utiliza semillas de tamarindo como material
de partida, del cual obtiene una fraccién de xiloglucano
perfectamente caracterizada.

* Hidrélisis enzimdtica y posterior fraccionamiento con
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resina de intercambio iénico para obtener la fraccién de
XGO deseada.

* Caracterizacién del producto obtenido por criterios de
HPTLC (High Performance Thin Layer Chromato-
graphy) versus muestras de referencia, obteniendo asi
un material que contiene 5 a 9 mondémeros en su cons-
titucién estructural (peso molecular medio: 600-3000
Da).

Las sustancias de referencia (patrén) se pueden obtener
de fuentes comerciales confiables, por ejemplo, Oligotech”
(34) y el aislamiento del xiloglucano de semilla de tama-
rindo puede obtenerse mediante el procedimiento indicado
por Misaki et al (33) o bien acorde con los muy claros cri-
terios publicados por Bashir, Sharma y Warsi (35), quienes
ademds proporcionan una excelente caracterizacién del xi-
loglucano obtenido (20% sobre semilla).

La asequibilidad de esta excelente publicacién hace su-
perfluo todo comentario, ya que brinda un método de ob-
tencién de xiloglucano de semilla de tamarindo perfecta-
mente adaptado para ser practicado a escala técnica.

Strickland y colaboradores (36) practican una eficiente
separacién de los oligosaciridos obtenidos por hidrélisis en-
zimdtica a través de métodos semipreparativos de HPSEC.
En la prictica industrial, estos métodos pueden ser reem-
plazados por los procesos de separacién y purificacién por
tecnologias de membrana (ultrafiltracién UF, diafiltracién
DF, nanofiltracién NF).

En este punto es conveniente aclarar que estos métodos
enzimdticos son facilitados por la diversa variedad de en-
zimas industriales que se ofrecen en la actualidad, general-
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mente producidas por grandes corporaciones fabriles (No-
vozimes®, Dyadic’, etc.).

Los criterios expuestos y referenciados permiten obtener
XGO en estado pricticamente puro en relacién a la ausen-
cia de contaminacién con otro tipo de oligosacéridos, los
cuales pueden provenir del proceso de hidrélisis enzimé-
tica cuando se parte de material vegetal “crudo” o tal cual.
Probablemente eso sea lo indicado cuando el XGO se des-
tina a usos biofarmacéuticos. Sin embargo, se debe hacer
notar que oligosaciridos “mixtos” han revelado poseer buena
bioactividad vegetal. Tal es el caso de investigaciones dedi-
cadas a la obtencién de oligosacarinas obtenidas a partir de
sub-productos de la industria vitivinicola, concretamente,
utilizando callos (brotes) de parra para vino como materia
prima vegetal (37). Si bien en esta referencia bibliogréfica se
emplean métodos de investigacién no adaptables a la técni-
ca industrial, resulta claro que el producto oligosacaridico
final no es estrictamente XGO; sin embargo, parece desple-
gar promisoria bioactividad.

La otra materia prima industrial, en principio disponible
para la obtencién de XGO, es la pulpa de manzana que pro-
viene de la fabricacién de zumo. Este material de desecho se
produce en enormes cantidades, dado que la manzana es la
fruta mas utilizada para la obtencién de jugo (38).

Acorde con esta autorizada revisién histéorica bibliogra-
fica (38), esta materia prima tan asequible presenta impor-
tantes problemas para su utilizacién, no solo para la obten-
cién de XGO, sino también para su empleo en la obtencién
de materiales varios. En el caso de las XGO, las dificultades
pueden resumirse asi, acorde con Rabetafika et al (38):
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* Los rendimientos de obtencién de xiloglucanos a partir
de la pulpa de manzana (en donde estin presentes junto
con pectinas y celulosa) son bajos. El método industrial
de obtencién es la extraccién de la pulpa con solucio-
nes de NaOH o KOH de alta molaridad (3-4 M). Sin
embargo, el trabajo con grandes cantidades de estos re-
activos obliga a su recuperacion, anadiendo dificultades.

* Una despectinizacién enzimdtica previa de la pulpa
afecta al peso molecular medio del xiloglucano obtenido.

* El rendimiento puede ser mejorado practicando la ex-
traccién alcalina con 3% H,O, a pH 12,5.

* Otros procedimientos alternativos, tales como la extrac-
cién alcalina asistida por ultrasonido (39), no parecen
ser industrialmente aplicables.

* En todo caso, por lo menos hasta el afno 2014, no hubo
desarrollo industrial de métodos para la obtencién de he-
micelulosas a partir de pulpa de manzana, como asi tam-
poco hubo reportes de produccién industrial de oligosa-
caridos partiendo de esta fuente vegetal de desecho (38).

2.2.1.2 Revision de otros métodos de obtencién
teéricamente posibles

Los métodos de depolimerizacién de xiloglucanos por me-
dio de radiacién vy se aplican para la obtencién de oligosa-
caridos de xiloglucanos con actividad farmacéutica, pero no
parecen ser relevantes a la hora de obtener XGO con fines
agricolas. La irradiacién y del polvo de semilla de tamarin-
do ha facilitado la extraccién del xiloglucano de la misma;
sin embargo, se ha observado degradacién del polisacirido
aislado (40). De todas maneras, se puede consultar una au-
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torizada tesis de doctorado que investiga en profundidad la
irradiacién y de xiloglucano con fines biomédicos (41) (42).

Por otra parte, los métodos de hidrdlisis dcida no pueden
competir contra la excelencia de los métodos enzimaticos y
en lo relativo a procesos hidrotermoliticos (véase 2.1.1.2), el
presente autor no tiene conocimiento sobre su utilizacién
industrial para la produccién de XGO destinados a usos
agricolas.

No obstante, la obtencién de oligosacdridos a partir de
residuos agricolas o agroindustriales estd ampliamente do-
cumentada (43) (44) (45) (46), donde se incluye el caso par-
ticular de los xilooligosacdridos (47).
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3.1 Oligosacaridos de B-glucanos

Conforme a lo que ha sido expuesto (véase 1.3), las oligosa-
carinas derivadas de B-glucanos se obtienen comercialmen-
te en base a la utilizacién, como materia prima de partida,
de desechos industriales generados en gran cantidad y, por
tanto, asequibles y de escaso costo.

En este caso, tales desechos estin constituidos por sub-
productos de elaboracién industrial de levaduras de pani-
ficacién (levadura de cerveza) y de la produccién cervecera
(fundamentalmente, restos de levaduras y de grano agotado,
denominado “brewers’ spent grain” en idioma inglés, o BSG
por sus siglas en ese idioma). Estas industrias generan tam-
bién descartes de la produccién de extracto de levadura y de
la produccién de extracto de malta, procesos que se revisa-
rdn a continuacién.

3.1.1 Residuos de levaduras

como materia prima
A pesar de que las levaduras naturales presentes en el suelo

y habitantes comunes de hojas, tallos y frutos han recibido
reciente atencién en tanto que ejercen potente bioactividad
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contra agentes patégenos de las plantas y promueven su cre-
cimiento (1), no serd este el caso a desarrollar, sino aquellos
temas relacionados con la levadura de panificacién (levadu-
ras de cerveceria, Saccharomyces cerevisiae).

Es bien conocido que la levadura de cerveza segrega ex-
tracelularmente ciertas glicoproteinas que contienen cade-
nas de polimanosa (2), como asi también que la matriz de
la pared celular de la levadura estd conformada mayoritaria-
mente de B-glucanos y la citada glicoproteina que contiene
restos del azicar manosa (3). De hecho, Huang (3) extrajo
dos polisacdridos activos de la pared celular de la levadura
y procedié a su aislamiento y caracterizacién basindose en
criterios de diferente solubilidad: mientras que la manopro-
teina es soluble en medio alcalino, el (1—3) B-D-glucano es
insoluble en este medio.

La presencia de estos polisacdridos ha permitido expli-
car los efectos benéficos que la levadura de cerveza presenta
sobre la salud intestinal de seres humanos y animales (4) a
través del bloqueo de las lectinas microbianas de patégenos
que pueden colonizar el intestino.

Este hecho ha posibilitado el uso de estas fracciones car-
bohidratidicas en la constitucién de piensos para alimenta-
cién animal (4).

Los glucanos presentes en §. cerevisiae y su separacion,
aislamiento y aplicaciones précticas en la fabricacién de ali-
mentos, piensos y suplementos dietarios, ha sido revisada
muy recientemente (5).

Sin embargo, en la produccién de alimentos, no siempre
se utilizan los glucanos aislados y purificados: mucho mais
divulgado es el uso de los denominados “extractos de le-
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vadura” (mds correctamente hidrolizados de levadura”), tal
como se los conoce en el vocabulario técnico y fabril.

El extracto de levadura es un producto largamente co-
nocido y muy utilizado en la industria de la panificacién
(junto con el “extracto de malta”) como aditivo en alimentos
funcionales, en cosmética y como parte de medios de cultivo
microbiolégicos.

Conceptualmente, los hidrolizados de levadura pueden
obtenerse a través de dos métodos que se practican a escala
industrial, a saber: hidrélisis y autolisis.

La hidrolisis de la célula de levadura habitualmente es
asistida enzimaticamente a través del agregado de proteasas
industriales, mientras que el proceso de autolisis se lleva a
cabo por la accién propia de las enzimas contenidas en la cé-
lula de levadura, lo que conlleva la ruptura de la pared celu-
lar y el volcado del material celular al medio circundante (6).

Este volcado estd constituido por polirribonucleétidos y
nucledsidos (los que contribuyen al desarrollo de su aroma
y sabor caracteristicos), polisaciridos ya mencionados y po-
lipéptidos de peso molecular variado que depende del grado
de hidrdlisis (7).

El extracto de levadura “convencional” o “histérico” es el
obtenido por implementacién de procesos autoliticos en
condiciones adecuadas de tiempo y temperatura (6) (7), el
cual, sin embargo, presenta bajos rendimientos y reducidas
caracteristicas organolépticas (6).

Los hidrolizados obtenidos por hidrélisis enzimdtica a
través de la adicién de enzimas externas presentan altos ren-
dimientos y, en muchos casos, propiedades organolépticas
resaltadas (6). La hidrdlisis enzimatica se hace casi invaria-
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blemente con enzimas de procedencia fingica o microbia-
na, industrialmente asequibles (por ejemplo, Flavourzyme”,
Novozymes, Dinamarca), con lo cual también puede evitar-
se la aparicién del “amargor” caracteristico e indeseable en
muchos proteolizados industriales (8).

Naturalmente, si el hidrolizado de levadura se destina-
rd a la obtencién de oligosacarinas y no de alimentos, la
aparicién de cierto sabor amargo es totalmente indiferen-
te y podran utilizarse variedad de preparados enzimdticos
industriales (Savinase®, Novozymes; Purafect”, Genencor)
igualmente efectivos.

A escala de laboratorio, el extracto de levadura tradicional
(“convencional”, “histérico”), se puede obtener partiendo de
levadura fresca prensada en panes, tal como se expende para
usos de panificacién (9) (10), de la siguiente manera:

* 1 kg de levadura prensada fresca se suspende con suave
agitacién mecdnica en 1 volumen de agua desioniza-
da (1 litro), calentando suavemente durante 24 h a una
temperatura de 40-50°C sin interrumpir la agitacién
suave.

* Enfriar espontineamente con ayuda de bafio de agua
de grifo.

* Filtracién a vacio, preparando una precapa de HyFlo Su-
percel” como ayuda filtrante sobre el embudo de Biichner
provisto de tela de rayon o papel de filtro grueso (Munkte-
II°). El material sélido retenido estd constituido por restos
de la pared celular de levadura y el liquido filtrado cons-
tituye el hidrolizado de levadura (si se desea recuperar el
material celular insoluble, efectuar la separacién por cen-
trifugacién en lugar de la filtracién con ayuda filtrante).
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* El liquido filtrado perfectamente limpido se evapora
en evaporador rotatorio hasta llegar a la concentracién
de sélidos deseada (vacio, temperatura menor o igual a
40°C para evitar el desarrollo de color).

Se debe destacar que la moderna industria de bioprocesos
ha dirigido sus esfuerzos a la produccién de extractos de
levadura obtenidos a partir de levaduras descarte de cerve-
cerfas, afinando las condiciones de obtencién, y no ya solo
de levadura virgen (6) (10), obteniéndose extractos de exce-
lentes propiedades organolépticas.

Por cierto, la produccién de extractos de desagradables
caracteristicas sensoriales (entre las que se incluye la colo-
racién indeseable) ha sido tema de preocupacién industrial
durante décadas.

Harada y colaboradores (11) han desarrollado un inte-
resante proceso de obtencién de un extracto de levadura
(Candida subtilis), de por si naturalmente rica en acidos ri-
bonucleico, habiendo procedido a un calentamiento de la
masa celular (80-120°C) y posterior tratamiento con 5 -fos-
todiesterasa. Con ello se logra la conversién del ARN en
5’-nucleétidos,evitando la generacién de 2’y de 3’- ribonu-
cleétidos, con lo cual se logra un excelente sabor.

Kado et al (12) han propuesto un método relevante de
obtencién de extractos de levadura de baja coloracién y sin
olor indeseable. EI método representa el estado actual del
arte en la produccién industrial de extractos de calidad su-
perior destinados a alimentos y cosméticos.

El método en cuestién se refiere a extractos producidos
por varios tipos de levaduras utilizadas a tal fin, como le-
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vaduras de panificacién, de cerveceria y ain otros tipos de
levadura, tal como Térula. Con fines de esterilizacién, el
extracto sufre un calentamiento a alta temperatura, con lo
cual sucede la aparicién de color pronunciado, olor inde-
seable (pardeamiento, reaccién de Maillard) y corpisculos
insolubles (proteina desnaturalizada), eliminables por fil-
tracién, tras lo cual, sustancias de alto peso molecular son
eliminadas a través de una eficiente etapa de ultrafiltracién
(UF), quedando presentes en el retentato (en donde tam-
bién se sucede una primera etapa de eliminacién de color)
(13). El permeato de UF se somete a un proceso de adsor-
cién/intercambio iénico que reduce la tasa de coloracién a
valores éptimos.

La cromatografia de adsorcién sobre adsorbentes poli-
méricos y/o de intercambio iénico con fines de reduccion
de color de los hidrolizados proteicos (acompafiados o no
por ultrafiltracién de simple o de doble paso) se encuentra
recientemente revisada en la bibliografia técnica (13).

Por otra parte, la produccién de hidrolizados de levadura
destinados a usos agrotécnicos reposa sobre conceptos lige-
ramente diferentes, en donde no es importante el desarrollo
de coloracién, no se parte de levadura virgen, sino de levadu-
ras descarte de cervecerias, y en donde resulta muy impor-
tante la hidrdlisis de los glucanos de la célula de levadura,
los que, a la postre, constituirdn la base de las oligosacarinas
deseadas. Dado que los glucanos forman parte de la pared
celular de la levadura, parece claro que los restos de pared
celular (debris) resultan mds importantes que el volcado de
material intracelular (componente mayoritario de los extrac-
tos de levadura destinados a alimentacién y otros usos finos).
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Por la misma razén, la presencia de oligopéptidos tampoco
parece importante. Por el contrario, existen excelentes pro-
ductos comerciales compuestos por la fraccién oligosacari-
dica acompanada por hidrolizados proteicos, por ejemplo,
derivados de pescado y percolados de compostaje (14).

El interesante documento patentario de Parrado Rubio
(15) propone un procedimiento de obtencién de una prepa-
racién de bioestimulantes vegetales a base de levaduras des-
cartadas del proceso de fabricacién de cerveza (beer spent
yeast, BSY).

El documento (15) también proporciona una muy abun-
dante resefia bibliogrifica retrospectiva de los antecedentes
publicados sobre el tema.

El proceso comprende suspender los restos de levadura y
materiales provenientes de la fermentacién alcohdlica de la
malta de cebada, en agua o suero procedente de la fabrica-
cién de quesos y calefaccionar a pH alcalino a 120°C bajo
presion, a lo cual le sigue una proteélisis enzimdtica media-
da por la adicién de proteasas alcalinas o neutras (subtilisi-
nas industriales). El liquido se separa del material insoluble
por métodos conocidos y finalmente se concentra por etapas
de 6smosis inversa (RO) o nanofiltracién (NF).

Recientemente fue confirmado por Pujos (16) que las pa-
redes celulares de levadura (industrialmente procedente de
cervecerias, BSY ), adecuadamente administradas al vegetal,
estimula sus defensas inmunitarias, protegiendo al cultivo
de fitopatégenos. Mis atn, estos preparados resultaron apli-
cables a variedad de cultivos vegetales, entre ellos vid, cafia
de azucar, cereales, drboles frutales, etc., incrementando la
resistencia a las infecciones (16). Adecuadamente formula-
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do, el insoluble constituye la fraccién glucdnica con activi-
dad fitoprotectora y bioestimulante.

Por otra parte, la fraccién insoluble de estos debris celu-
lares puede ser enzimdticamente hidrolizada con el objeto
de escindir suavemente los citados f-glucanos contenidos
en los mismos para obtener los oligosaciridos correspon-
dientes. Desde hace décadas existen excelentes preparados
comerciales de betaglucanasas (obtenidas de Trichoderma
harzianum (Glucanex®, Novozymes) (17), los cuales pue-
den ser aplicados para la produccién de oligosaciridos a
escala técnica. Estos procesos no han perdido interés en
el tiempo, todo lo contrario. Dado que los glucanos son
insolubles en alcohol al 30% (17), la extensién de la hi-
drélisis puede ser seguida eventualmente por métodos
turbidimétricos.

Esta es una forma sencilla de medir la tasa de desapari-
cién de glucanos, dado que la reaccién resulta sensible por
arriba de 15 mg glucanos/litro de solucién (17). Con con-
centraciones adecuadas de beta-glucanasas, la gran mayoria
del contenido de beta-glucanos pasa a formar parte del so-
brenadante liquido, proceso denominado de “solubilizacion
de beta-glucanos” (en rigor, generacién de oligémeros e in-
cluso glucosa) (18) (19).

Producida la hidrélisis enzimdtica de los glucanos de
pared de levadura al grado adecuado, se puede obtener la
fraccién deseada de oligosaciridos mediante fracciona-
mientos por tecnologias de ultrafiltracién (si se lo creyera
necesario).

En los graficos 3.1, 3.2 y 3.3 se hace una comparacién
esquematica de posibles procesos de produccién de extracto
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Figura 3.1: Produccién de extracto de levadura

para alimentacién y cosmética: método tentativo

[ Levadura de cerveza (virgen o de descarte de cerveceria) ]

Autdlisis/ Hidrélisis Enzimatica (opcional}e— Proteasas (subtilisinas
opcional)

Calefaccién 80-90 °C (inactivacidn enzimatica) ]

'

[ Centrifugacién ]

[ Residuos de pared celular [ Liquido Sobrenadante |

[ Filtracién Abrillantante (CAS 7) |

[ UF Cut Off 10 kDa |
4

Retentato (Sustancias coloreadas, nucleétidos, Permeato
glucanos)

[ Cromatografia Adsorcién (XAD-7) |

[ Eluato decolorado |

v
[ Concentracién (NF) cutoff350Da |

Retentato Permeato
Extracto de Levadura Final (agua, sales, descarte)

UF= ultrafiltracién; NF= nanofiltracion

Fuente: Elaboraciéon propia, en base a referencias (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12)

de levadura para fines comestibles y de oligosacarinas de
beta-glucanos (levaduras) con diferentes grados de purifica-
cién y fraccionamiento.
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Figura 3.2: Produccién de oligosacarinas

de beta-glucanos de levadura:método tentativo “A”

[ Levadura de cervecerias (BSY) (20% en agua) |

[ Autélisis/ Hidrélisis Proteolitica (opcional) ]

[ Calefaccién 80-90 °C (inactivacién enzimatica) |
v

[ Centrifugacién ]

[ Residuos de pared celular [ Liquido Sobrenadante |
'

Suspensién 20% en agua a Extracto de
levadura

Hidrélisis Enzimatica
(Glucanex®)

Calefaccién 60-70 °C
(inactivacién)

[ Filtracién abrillantante |

[ Liquido limpido: fraccionamiento opcional UF 8-10 kDa + DF
v

Retentato Permeato
Glucanos alto Mw Concentracién NF 350-500 Da
(descarte ?) +DF
v v
Retentato Permeato
Oligosacarinas Finales (descarte)

UF= ultrafiltracién; NF= nanofiltracion;
DF= Diafiltracién con 2-5 volimenes de agua (bajo ensayo)

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (15) (16) (17) (18) (19)
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Figura 3.3: Produccién de oligosacarinas

de beta-glucanos de levadura:método tentativo “B”

[ Levadura de cervecerias (BSY) (20% en agua) |
v

[ Hidrélisis Proteolitica (Savinase®,Purafect® etc.) |

[ Calefaccién 80-90 °C (inactivacién de proteasas) |

v
[ Hidrélisis Enzimatica (Glucanex®200 G) |
v

[ Calefaccién 60-70 °C (inactivacién) |

[ Filtracién abrillantante (Cas7) |

l Liquido limpido ]

[ Concentracién NF (500 Da) |
i i

Retentato Permeato

Biofertilizante (conteniendo (descarte)
Oligosacarinas y oligopéptidos)

NF= nanofiltracién;

Fuente: Elaboracion propia, en base a referencias (14)(15)(16)(17)(18)(19)

3.1.2 Consideraciones sobre
el grano agotado de cerveceria

La cebada se emplea en grandes cantidades en la industria
de produccién de cerveza, malta y extracto de malta, lo que
genera ingentes cantidades de grano de cebada (habitual-
mente triturados) agotados por el proceso de malteado y
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extraccién de “mosto dulce” destinado a la produccién de
cerveza. El mosto también puede ser concentrado por eva-
poracién, generando el denominado “extracto de malta”,
producto de suma utilidad en la industria de la panificacién.
Para una magistral exposicién sobre la fabricacién de cerve-
za y malta, véase el libro escrito por J.S. Hough (20).

El BSG, inicialmente conteniendo en su composicién
B-glucanos (21) conforma hasta el 85% de los subproductos
de la industria cervecera, siendo el resto mayoritariamente
levaduras (22).

El BSG ha sido ensayado con el objeto de derivarlo para
distintos usos, tales como productos panificados (panes cer-
veceros), barras de cereal, granolas, tratamiento de aguas de
desecho, células de combustible, fabricacién de piensos para
alimentacion animal (22) (23) (24). E1 BSG contiene poli-
sacdridos tales como glucanos, hemicelulosas, xilanos y ara-
binanos, acompafiados por proteinas e incluso ligninas (25).

El alto contenido de glucanos obliga a que en la produc-
cién de alimentos para aves a base de BSG se deba afiadir
B-glucanasas, en orden a digerir estos polisacdridos, no di-
gestibles para estos animales (25).

Las enzimas de produccién industrial son empleadas des-
de hace décadas en multiplicidad de operaciones técnicas
vinculadas a la preparacién de alimentos y bebidas: es in-
teresante recordar que el uso adecuado de estas enzimas ha
permitido en el pasado obtener cervezas con bajo o nulo
contenido de cereales malteados (U-brew, unmalted brew),
proceso desarrollado por Novo Nordisk (hoy Novozymes)
en 1987, junto con el laboratorio de fermentacién Alfred

Jorgensen (26).
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Continuamente se desarrollan valorables esfuerzos téc-
nicos en la utilizacién del BSG (a veces denominado “ba-
gazo de malta”), a los fines de incluirlo en la preparacién
de concentrados proteicos, antibidticos, enzimas, medios
de cultivo para microorganismos, etc. (27), en la obtencién
de compuestos bioactivos (28), alimentos funcionales (29),
extraccién de arabinoxilanos (30), produccién de bioetanol
(31), etc.

Por lo demds, el extracto de malta fue ensayado para la
proteccién de frutos citricos (32) y en lo relativo a los temas
tratados en la presente contribucién, se debe destacar el pro-
misorio empleo del BSG en la preparacién de compost para
la fertilidad de suelos y productividad de los cultivos (33).

3.1.3 Oligosacarinas glucanicas
derivadas de otras fuentes

Es importante destacar que, a la fecha actual, la explora-
cién de otras fuentes de obtencién de glucanooligosaca-
rinas es incesante. El relevante trabajo llevado a cabo por
Saigne-Souland y colaboradores (34) ha permitido obtener
y ensayar con éxito glucanooligosacarinas obtenidas del as-
comiceto patégeno de la vid B. cinérea y la proteccién de
los vifiedos, por aspersién de un extracto del cultivo del pa-
tégeno y posterior calefaccién en autoclave. Este grupo de
investigacién ha obtenido alta concentracién de las oligo-
sacarinas en el extracto filtrado (8,5 g beta-glucano/litro)
con un grado de depolimerizacién comprendido entre los

valores 2-6 (aprox. 400-1200 Da).
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El autor desea insistir sobre la enorme importancia in-
dustrial que, al respecto, representan los métodos basados
en tecnologias de membrana, sean ultrafiltracién, nanofil-
tracién u ésmosis inversa, por su simplicidad, selectividad y
rapidez; métodos, por otra parte, ampliamente conocidos y
divulgados que incluyen el campo de los beta-glucanos (35).

3.2 Quitooligosacarinas

Las quitooligosacarinas (quitooligosacdridos) son oligosa-
caridos del quitosano obtenidos por depolimerizacién pro-
funda del mismo y posterior aislamiento y purificacién de
la fraccién deseada. Estos oligémeros del quitosano han en-
contrado fecunda aplicacién en el campo de la agricultura
y otros cultivos vegetales como promotores del crecimiento
de las plantas.

La quitina es un polisacdrido compuesto por la repeticién
lineal de unidades de N-acetilglucosamina (2 acetamido 2
deoxiglucosa) enlazadas entre si por enlaces B (1,4) (36). Se
encuentra en la naturaleza en forma de microfibrillas or-
denadas, de estructura cristalina, que constituyen el com-
ponente estructural del exoesqueleto de crusticeos, y de la
pared celular de hongos y levaduras, lo que convierte a la
quitina en el segundo polisacdrido mds abundante en la bio-
masa después de la celulosa (36).

El quitosano se produce a escala comercial por de-N-ace-
tilacién quimica de la quitina a través de la accién de bases
fuertes, habitualmente en medio acuoso. Segun las condi-
ciones de reaccién, se obtendrd un polisacirido con mayor o
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menor grado de acetilacién, pesos moleculares y coeficiente
de polidispersidad, sea Mw/ Mn (37).

La quitina es insoluble en agua y el quitosano es soluble
en medio dcido debido a la formacién del amonio corres-
pondiente por protonacién del grupo amino libre (37).

La informacién cientifica y técnica publicada sobre qui-
tina y quitosano es practicamente abrumadora y ficilmente
asequible para el técnico interesado.

El excelente tratado editado por S-K Kim incluye un ca-
pitulo dedicado a la mejora en la produccién de cultivos a
través del uso de quitosanos y sus oligosacaridos (38); re-
cientemente fue publicada una bibliografia técnica que
revisa los aspectos industriales de los quitosanos y de las
quito-oligosacarinas, incluidos sus métodos de produccién
(39), lo que permite obviar demasiados comentarios.

3.2.1 Métodos de produccién

Las quitooligosacarinas se pueden obtener a escala técnica
depolimerizando el quitosano de partida (con determinado
peso molecular Mw, polidispersidad y grado de N-acetila-
cién) a través de varios procesos bien conocidos, a saber:
depolimerizacién con 4cido nitroso, depolimerizacién por
hidrélisis dcida o enzimdtica, depolimerizacién oxido-re-
ductiva y también por irradiacién v.

3.2.1.1 Depolimerizacién con acido nitroso

Cuando una amina alifitica primaria se trata con HNO, en
medio clorhidrico, se forma la sal de diazonio correspondiente,
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sumamente inestable, que se descompone espontdneamente li-
berando nitrégeno y un ién carbonio. A su vez, el i6n carbonio
reacciona para rendir productos secundarios (40) (41).

Figura 3.4: Depolimerizacién de quitosano con HNO,

(deaminacién)

RCH,NH;* CI + HNO,—» [RCH;—N* EN} CF —» RCH;*+Cl +N,

Considerando el resto glucosaminico dentro de la cadena del quitosano, la
reaccién con HNO, sucederd segin:

CH,OH CH,OH
R,-O O-R, +HNO, —»R,-O +HOR, +
OH NH, Cl OH CHO

+ N, + HCI + H,O0

Fuente: Elaboracion propia en base a referencias (40) (41) (43)

De acuerdo con lo expuesto, la cadena del oligosacarido
asi obtenido, tiene un extremo reductor formado por un res-
to de 2-5 anhidromanosa terminal.

Obsérvese que la reaccién ocurre cuando el grupo amino
se encuentra libre y no sucede si el amino esta acetilado. La
reaccién con 4cido nitroso es bien conocida en el campo de
los aminoglicésidos y de los glicosaminoglicano sulfatos (42).

La formacién del anhidroazicar terminal generado en
este tipo de reacciones también ha sido publicada (43) (44)
y su utilidad se amplié a la obtencién de oligosacdridos de
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heparina (heparinas de bajo peso molecular, LMWH por
sus siglas en inglés) de importancia farmacéutica (45).

Caracteristicamente, las quitooligosacarinas se obtienen
por degradacién de quitosano con 4cido nitroso a través del
método de E. Nakao (44).

El quitosano de partida se disuelve en solucién acuosa de
dcido acético o dcido clorhidrico (pH 2-4) y se hace reac-
cionar con solucién de nitrito de sodio a una temperatura
entre 0y 5°C.

El HNO, generado en medio dcido reacciona “in situ’
con el polisacdrido segin se especificé (Nakao proporciona
un interesante esquema de reaccién) generando la mezcla
de quitooligosaciridos con un grupo terminal reductor de
2-5 anhidromanosa, el cual, con el fin de evitar reacciones
secundarias en solucién (por ejemplo, condensaciones car-
bonilicas, pardeamientos, etc.), se reduce con un reductor
adecuado (el més comin, NaBH, en medio acuoso suave-
mente alcalino) para generar el 2-5 anhidromanitol corres-
pondiente, caracteristicamente poco reactivo.

La solucién resultante se concentra y se fracciona en las
diferentes especies moleculares a través del empleo de me-
tanol o mezclas metanol-acetona (44).

El excelente documento de Nakao proporciona el susten-
to de toda operatoria de obtencién de quitooligosacarinas
via reacciéon con HNO, Como se puede observar, el méto-
do de fraccionamiento con solventes organicos puede com-
pletarse o sustituirse por completo empleando procesos de
ultrafiltracion con distintos pesos moleculares de corte (cut
off) y nanofiltracién (NF).

En este punto, puede ser interesante detenerse en el pro-

)
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ceso de reduccién del citado grupo terminal anhidromané-
sico con borohidruro de sodio. Los polialcoholes reaccionan
con el 4cido bérico (borato, en realidad), combiniandose 2
moles de cis-poliol vecinal con un mol de acido bérico para
formar un complejo de naturaleza reversible.

El esquema total de reduccién de anhidromanosa con
NaBH, y posterior combinacién del dcido bérico con el po-
lialcohol anhidromanitol puede representarse asi:

Figura 3.5: Reaccién del NaBH, sobre carbohidratos reductores

y formacién del éster bérico correspondiente

R\ rlq

4 /C=O + NaBH, », | H—C—O | B-Na*_HOragq. ,
RZ Rz 4
—»NaH,BO; + 4R,R,CHOH (46) (47)

El metaboratoformado constituye ésteres boricos con dioles vecinales, tales
como el alditol correspondiente generado en la reduccion:

R, OH R, R, ]

| l

R,—C—OH + B—OH «— |R,—C—O O—C—R, | H*
\B/

R, _C_OH OH R,—C_0" NO_C_R,

| | |

R, R R |
+3 H,0

Fuente: Elaboracion propia en base a referencias (44) (46) (47) (48)
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Si, por ejemplo, en 100 ml de agua se disuelven 1-2 g de
H_BO,, alcalinizada con gotas de solucién de NaOH has-
ta llevar a color rojo violiceo de fenolftaleina y en ella se
disuelven algunos gramos del carbohidrato que contengan
el diol vecinal, se observara que el color rosado desaparece
lentamente.

Por suave calefaccién, a 40-45°C, el color rosado fran-
co reaparece, lo cual marca la temperatura de reversibilidad
del complejo bérico-carbohidrato (pH 8,7-8,9). Si se enfria
a 25°C, el tono rosado desaparece, lo cual indica la nueva
tormacién del complejo bérico (aunque el valor de pH per-
manece sin cambios) (48); este ensayo constituye la base de
la eliminacién del boro residual en carbohidratos reducidos
con NaH B.

En efecto, disolviendo el compuesto polidlico que con-
tiene boro como éster en solucién acuosa de acetato sédico,
por ejemplo, 0,2 M a pH 8,7-8,9 y calentando a 40-45°C,
se tendrd el complejo bérico disociado (tal como se vio en la
Figura 3.5). Si esta solucién, entonces, se somete a diafiltra-
cién (cut off 500-1000 Da) versus acetato sédico 0,2 M (pH
8,7-8,9) a 40-45°C permeando varios volimenes de diafil-
trante, el boro estard presente en los permeatos como Na-
,BO, y el polisacirido quedara retenido en el retentato, del
cual se recupera por ajuste de pH (6,0-6,5) y posterior pre-
cipitacién con alcohol. Este aspecto debe tenerse en cuenta,
ya que un exceso de Boro resulta perjudicial para los vegeta-
les. El técnico actuante y el experto agrénomo son quienes
decidirdn si el proceso de eliminacién del Boro residual se
justifica o no. No sin razén, se ha afirmado que la produc-
cién eficiente de quitooligosacarinas a escala técnica cons-
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tituye una empresa desafiante (49). De manera que, como
queda expuesto, puede lograrse una eficiente purificacién y
fraccionamiento de la quitooligoscarina “cruda” a través de
la implementacién ingeniosa de criterios de ultrafiltracién,
diafiltracién y nanofiltracién (50).

La Figura 3.6 pretende sugerir un método tentativo y no
excluyente de obtencién de quitooligosacaridos (QOS) im-
plementando modernas tecnologias de separacién y purifi-
cacién por membranas.
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Figura 3.6 Produccién de quitooligosacarinas

por depolimerizacién con HNO,: método tentativo

Quitosano disuelto en solucidén acuosa pH 2-4
(HCL o CH;COOH), 0-5°C

le—— Solucion NaNO, (aq)

A4
[ QOS crudo de reaccién |

[ Concentracién NF(cut off 350Da)+ DF (6Vols H,0) |

!

Retentato Permeato
QOS (GluNH,,NO,Na, sales)
descarte

[Reduccién con NaBH, (pH10, Temp 20 °C) |

DF (cut off 500-1000 Da) vs acetato de
sodio (45°C, pH 8.7)
v

Permeato Retentato (QOS
(BO;Naj, Acetato) reducidos)

Fraccionamiento via DF cut off 5000
Da vs H,O (6 vols)
v v

Permeato Retentato
QOS MW > 5k Da
v

Concentracién NF
(350-500 Da)

Permeato Retentato QOS fraccionada
(descarte) (Mw 1200-2000 Da)

QOS=Quitooligosacarinas; NF= nanofiltracién;
DF= Diafiltracién ; GluNH,=Glucosamina (monémero o dimero)

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (44) (46) (47) (48) (50)
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Del examen de la Figura 3.6 se hace evidente que el peso
molecular promedio del “QOS crudo de reaccién” debe es-
tar ajustado en sus valores adecuados para que la posterior
secuencia de pasos de fraccionamiento y purificacién, rinda
una fraccién de QOS final de pesos moleculares y distri-
bucién molecular conforme a lo requerido. Independien-
temente del ajuste de las condiciones experimentales en el
laboratoiro (establecimiento de la cinética de la reaccién,
determinacién del orden de reaccion, etc.), el seguimiento
de la reaccién de depolimerizacién (“rastreo” de la reaccién)
debe hacerse cuando la misma se practique a toda escala,
incluida la escala técnica. Esto se debe a que el quitosano de
partida es de procedencia industrial y por tanto con una dis-
tribucién de grupos N-acetilo y grado de acetilacién poco
menos que azaroso: dado que la accién del acido nitroso se
expresa sobre el grupo amino libre y no sobre el grupo ace-
tilamino, resulta claro que la depolimerizacién ocurrird so-
bre los centros de glucosamina libre y no sobre las unidades
acetilglucosaminicas, con una ocurrencia similar al patrén
de acetilacién del material de partida.

De manera que en el proceso técnico serd necesaria una
forma rapida de control del proceso de depolimerizacién
para poder detenerlo de inmediato cuando se llegue al valor
de pesos moleculares deseados del polisacirido en el seno
de la reaccion.

Es prudente, por tanto, elegir un método sencillo y 4gil,
capaz de ser efectuado rdpidamente en el curso de 1-2 mi-
nutos para obtener el valor aproximado del peso molecular
instantineo en ese momento del proceso. Esto no puede ha-
cerse por medidas de HPSEC, pues no es suficientemente
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agil y porque no puede inyectarse a la columna del cromaté-
grafo la solucién en reaccién tal cual.

Un método sencillo y rdpido que ha dado excelentes re-
sultados en manos del presente autor es practicar el dosaje
de nitritos en el seno de la reaccién a través de una volume-
tria de oxidacién-reduccién, empleando como agente titu-
lante una solucién valorada de cloramina-T.

El dosaje de nitritos en medio acido por reaccién con clo-
ramina-I" es un método bien conocido en Quimica Anali-
tica Cuantitativa, empleado desde el afio 1924 (51) y que se
adapta perfectamente a los fines practicos.

La cloramina-T (N-cloro p-toluenosulfonamida sal s6di-
ca trihidrato, peso molecular 281,7) es un subproducto de la
fabricacién de sacarina y se puede obtener en el comercio en
forma muy pura, de calidad para analisis. Su solucién acuosa
reacciona oxidimétricamente como si fuera un hipoclorito,
aunque resulta mucho mas estable que el mismo en solucién
acuosa. Reacciona con KI en medio 4cido liberando 12 en
forma equivalente, el cual puede ser, a su vez, contratitulado
con solucién valorada de tiosulfato.

Una solucién acuosa 0,05 N de cloramina-T se prepara
disolviendo en agua destilada, aproximadamente 7,25 g del
producto puro y aforando a 1 litro de solucién; se valora ade-
cuada y sencillamente en la forma usual haciendo reaccionar
un volumen medido de la solucién a valorar con exceso de
KI en medio 4cido y contratitulando el I2 equivalente libe-
rado, con solucién valorada de Na,S O, (51). Se propone
la preparacién y normalizacién de una solucién 0,05 N de
cloramina-T, porque una concentracién apropiada de nitrito

inicial (o mejor dicho, de HNO, expresado como NaNO,)
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es 0,05 N. Pero resulta evidente que el método es aplicable
a cualquier concentracién estimada que se desee o que indi-
que la experiencia.

El autor de esta contribucién ha practicado el método
con resultados muy satisfactorios, tal como se lo detalla a
continuacién (52).

Sobre la solucién acuosa de quitosano a depolimeri-
zar (5-10% p/V') previamente ajustada a pH 2,5 con HCI
concentrado y enfriado entre 0 y 5°C, se agrega NaNO, en
cantidad suficiente para lograr una concentracién de apro-
ximadamente 0,05 M. Dado que este es el t0 de la reaccién,
se toma 1 ml de solucién en reaccién y se descarga en un
frasco cénico con tapa (matraz “pollerita”) sobre 50 cm?® de
la solucién valorada de cloramina-T, acidificando con 4cido
acético diluido (3M). Luego de 2 minutos, se agrega exce-
so de solucién de KI y se contratitula el yodo liberado con
solucion valorada de tiosulfato de sodio, frente al reactivo
de almidén como indicador (se pueden encontrar mis de-
talles experimentales en (51)). A cada instante prefijado, se
toma muestra de reaccién y se practica el dosaje de nitrito
residual. La correlacion de los valores de tiempo de reaccion
versus concentracién de nitrito y peso molecular del sustrato
(HPSEC) se logra tomando doble muestra de la mezcla en
reaccion, la primera de ellas para la volumetria y la segunda
para la obtencién de unos cg de polisacarido, precipitando
a totalidad con exceso de etanol: el polisacdrido se examina
luego por HPSEC para obtener los valores correspondien-
tes a Mw y Mn.

Se obtendréd entonces una correlacién aceptable (por la

adecuada repeticion del proceso en escala de laboratorio)
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entre la concentraciéon actual de nitrito y el peso molecu-
lar del productos de reaccién correspondiente a ese valor de
tiempo en particular. Examinando suficientes muestras de
quitosano de diferentes proveedores, se obtendrd una tabu-
lacién verdaderamente aceptable para todo fin técnico.

3.2.1.2 Depolimerizacién de quitosano

en medio acido

En la practica fabril, el quitosano se depolimeriza en medio
dcido utilizando HCI concentrado (12 M) o mis diluido,
como por ejemplo, 6 M. La agresividad de los reactivos uti-
lizados y los materiales con los que deben construirse las
instalaciones son la principal limitacién al método, conjun-
tamente con la dificultad (y el costo) de la eliminacién del
medio 4cido tan concentrado. Otra dificultad importante
es la coloracién que adquiere el oligosacirido resultante,
coloracién ésta francamente indeseable y debida a reordi-
neamientos del tipo de Lobry de Bruyn-van Ekenstein y
reacciones pardsitas de pardeamiento, dificiles de eliminar
del producto final.

Cabrera y Van Cutsem (53) obtienen quitooligosacéri-
dos de grado de polimerizacién mayor a 6 por hidrélisis del
quitosano en HCI 12 M (30 minutos a 72°C) y posterior
fraccionamiento de la mezcla de reaccién a concentraciones
variables de metanol, obteniendo quitooligémeros casi to-
talmente deacetilados.

Aunque la hidrélisis dcida también se ha practicado en
el seno de 4cido acético acuoso 0,5 M (54), el método de
eleccién parece ser el tratamiento de polisacdrido con solu-
ciones clorhidricas concentradas o semidiluidas. El extenso
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estudio de Cabrera y Van Cutsem (53) proporciona las ba-
ses para la obtencién de QOS de diferente grado de depo-
limerizacién y de acetilaciéon (DP y DA por sus siglas en
inglés). QOS de bajo DP se obtienen por tratamiento dcido
y de alto DP se obtiene por tratamiento enzimdtico (ver
3.2.1.3). La bioactividad esta correlacionada con el patrén
estructural caracteristico del QOS en particular, es decir, el
DP y el DA. Dada la diversidad estructural del quitosano
de partida (ya citado en 3.2.1.1), estos autores proceden a
la normalizacién de estos pardmetros implementando una
etapa de reacetilacién del oligosacérido casi totalmente dea-
cetilado, con diferentes cantidades de anhidrido acético en
presencia de metanol como inhibidor de la indeseable reac-
cién de O-acetilacién (55).

Por cierto, la reaccién de acetilacién es bien conocida y
aplicable a otros polisacdridos y susceptible de ser practi-
cada a escala industrial (56). Se obtienen asi QOS con di-
terentes patrones de acetilacién para un mismo grado de
polimerizacién, lo que permite ajustar adecuadamente su
bioactividad correspondiente. Recientemente se ha dado
a conocer un extenso documento (56) que sienta las bases
para la solucién técnica de los inconvenientes citados de la
hidrélisis dcida del quitosano, es decir, fuertes concentra-
ciones de HCI, bajos rendimientos del oligémero obtenido
y extensas (y no siempre fructuosas) etapas de purificacion
para eliminar compuestos coloreados de la quitooligosaca-
rina final. Ibrahim y colaboradores (57) utilizan provecho-
samente zeolitas como adsorbente en el seno de la reaccién
acida con objeto de “direccionar” adecuadamente el proceso
hidrolitico, minimizar reacciones pardsitas, operar con me-
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nores concentraciones de dcido y elevar los rendimientos.
Estos investigadores ensayan y caracterizan multiplicidad
de muestras de zeolitas con tal finalidad y descubren que
el tipo de zeolita no afecta fundamentalmente el quitosano
oligomérico producido y presentan un modelo de reaccién
por adsorcién del polisacirido en la superficie y no en el
interior del poro de la particula de zeolita (57). Ello permite
operar con soluciones de concentracién clorhidrica acep-
table (1,8 M). Adicionalmente, se presenta un interesante
método analitico, sencillo y prictico para su ejecucién en
trabajos a toda escala para el seguimiento fotométrico de la
aparicién de los respectivos QOS.

3.2.1.3 Hidrélisis enzimitica del quitosano
Los procesos de hidrélisis enzimdtica de quitosanos para
producir quitooligosaciridos son conocidos e instrumenta-
dos industrialmente por lo menos desde la década de 1980-
1990 (58). Estos procesos industriales se ven favorecidos
por el hecho de que el quitosano es hidrolizado por enzimas
inespecificas, tales como algunas proteasas, alfa-amilasas,
celulasas y algunas pectinasas (53). El grupo del Prof. J.C.
Cabrera (Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, INCA,
Cuba), pionero en la investigacién sobre oligosacarinas (53),
obtuvo quitooligosacarinas por hidrélisis enzimdtica del
quitosano utilizando pectinasas comerciales (Pectinex Ul-
tra Spl°, Novozymes, Dinamarca), habiendo proporcionado
quitooligémeros de mayor grado de acetilacién que los que
provee la hidrélisis 4cida.

Estos trabajos permiten obtener quitooligosacarinas con
distinto patrén de acetilacion a igualdad de pesos molecula-
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res: aparentemente, la citada pectinasa tiene puntos de ata-
que sobre la cadena del quitosano, estrechamente relaciona-
dos con la presencia del resto N-acetilglucosamina.

Se han efectuado extensos estudios sobre la actividad de
distintos tipos de enzimas comerciales dada la versatilidad y
la suavidad de los procesos enzimaticos.

Roncal y colaboradores (59) han producido QOS por ac-
cién de la pepsina sobre un quitosano altamente deacetila-
do, con altos rendimientos y nula liberacién de glucosamina
libre y también se ha ensayado el uso de lisozima sobre el
quitosano con los mismos fines (60). El costo de las quito-
sanasas ha impedido a la fecha su uso industrial, pero en su
reemplazo se han usado otras enzimas inespecificas dispo-
nibles en el comercio, tal como las ya citadas (61).

3.2.1.4 Depolimerizacién oxido-reductiva
del quitosano
En el afio 1876, H.J.H. Fenton (62) describe la reaccién de
oxidacién que presenta el dcido tartdrico con el peréxido de
hidrégeno, en presencia de sales ferrosas y determina que el
producto de reaccién es el dcido dihidroximaleico (63).
IUPAC (64) define la Reaccién de Fenton como la
“descomposicién del peréxido de hidrégeno, dependiente
de sales de hierro, lo que genera el radical hidroxilo al-
tamente reactivo, posiblemente via un intermediario de
oxohierro (IV)”.
La Figura 3.7 presenta las ecuaciones generalmente acep-
tadas para esta descomposicién, con la aparicién del extre-
madamente reactivo y oxidante radical hidroxilo, OH..
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Figura 3.7 Reaccién de Fenton y contribucién de Haber-Wilstiter

Fe~ + H,0, —— Fe™ +OH' + OH
OH '+ H,0, —— H,0 +0," + H*

o+ H + HO, ___, O, + OH' + H,0

Referencias: (64) (65) (66) (67)

El cobre, el cobalto y, en general, los elementos de transi-
cién, también catalizan la reaccién de Fenton.

La reaccién de Fenton ha revelado ser sumamente versatil
para la degradacién oxido-reductiva de carbohidratos (in-
cluidos polisacdridos de diferentes tipos) y el quitosano no
es una excepcién al respecto.

Yin y colaboradores (68) han desarrollado un inteligen-
te procedimiento para la obtencién de quitooligosacaridos,
basado en la depolimerizacién del quitosano con H,O, ca-
talizada por sales ctpricas.

Aunque dichos investigadores no han empleado el méto-
do para la obtencién de los productos citados con fines agri-
colas, el proceso se adapta perfectamente por su agilidad,
sencillez y elegancia.

Biésicamente, el quitosano inicial disuelto en agua se hace
reaccionar con H O, en presencia de Cu™ como cataliza-
dor Fenton: segun las condiciones de reaccién, se obtienen
QOS de pesos moleculares distintos y con amplia variedad
de distribuciones moleculares. El Cu** utilizado como ca-
talizador (puede ser reemplazado por Fe™) resulta coordi-
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nado preferentemente por los grupos amino y acetilamino
expuestos por el polisacdrido.

El método presenta enormes posibilidades técnicas debi-
do a la gran variedad de condiciones que pueden ser aplica-
das (concentracién de sustrato, catalizador y H,O,, tempe-
ratura, tiempo, atmdsfera bajo la cual se realiza la reaccién,
etc.). Puede suceder que en algunos casos, 1a adicion de Fe'
no sea necesaria para la catilisis de la reaccién, puesto que
este metal es una impureza comun en el quitosano comer-
cial (69). Multiplicidad de condiciones de reaccién para los
procesos Fenton (y para todo tipo de reacciones de degra-
dacién de quitosanos) han sido expuestas por Mourya y col.
(69) en un documento de lectura obligada. Otros oxidantes
también han sido utilizados para la degradacién oxidativa
del quitosano, por ejemplo, persulfato de sodio o de potasio
(69), pero en la prictica industrial se prefiere el uso del sis-
tema de H,O,/ Fe™ por su modulabilidad y simplicidad. El
peryodato de potasio fue ensayado con éxito para la degra-
dacién de quitosano debido a su capacidad de actuar como
reactivo “rompedor” de a-glicoles y de o-aminoalcoholes
(70). Debido a la indeseable aparicién de grupos aldehido,
habitualmente a la primera reaccién le sigue una etapa de
reduccién con borohidruro sédico seguido de una hidrélisis
acida, con lo cual tiene lugar, entonces, un proceso en tres
etapas conocido como “reaccién de Smith” (71).

Los oligémeros de quitosanos obtenidos asi han dado ex-
celentes resultados en su aplicacién en Horticultura (70),
pero la produccién a escala industrial acorde con este méto-
do no parece sencilla debido al costo de los reactivos utiliza-
dos y a los pasos obligados de purificacién.
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En la prictica técnica, en los procesos Fenton aplicados a
la produccién de QOS, la reaccién en curso puede ser facil-
mente seguida por dosaje a cada instante prefijado del tenor
de H,O, residual.

Dado que la concentracién de H,O, en todo instante se
relaciona con el peso molecular promedio del polisacirido
en proceso de depolimerizacidn, es sencilla la vinculacién
del contenido de H,O, en la solucién a todo tiempo “t” con
el peso molecular promedio para cada calidad y tipo de qui-
tosano de partida.

Obviamente, alteraciones en la estructura molecular del
polisacdrido (grado de acetilacién, peso molecular) oca-
sionardn cambios importantes en la velocidad de reaccién,
habitualmente de I orden, por lo que las calidades del po-
lisacdrido de partida deben ser estudiadas y, en lo posible,
ser constantes. En todo caso, el rastreo instantineo de la
evolucion de la reaccion a escala de fibrica es lo indicado.
Si la reaccién es de I orden, entonces el proceso estard go-
bernado por las siguientes expresiones, tal como lo indica la

Figura 3.8, a saber:

Figura 3.8: Depolimerizacion de quitosano

via Fenton: orden de reaccion
Ct=Coe®™ (1)
InC =InCo-kt (2)

kt=InC -InC, (3)
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t=11InC,-1InC, (4)
k k

pero 1 In C_ = constante = a

k

y 1 = constante = b

k
reemplazando en (4) :
t=a-blnC, (5

por lo que resulta evidente que el tiempo de reaccién “t”
sigue una funcién lineal de In C..

Ct : molaridad de H202 a clerto instante “t”

C, : molaridad de HZO2 al origen de la reaccién

k : velocidad especifica de reaccién (constante de

velocidad)
t : tiempo de reaccién
Referencias: (68) (72).

Si aceptamos esto (tan solo como aproximacion, pues las
reacciones radicalarias son, en rigor, de érdenes de reaccién
mids complejos), entonces el procedimiento de “rastreo”de la
reaccién y la eleccién del instante en el cual detenerla para
lograr el peso molecular promedio seria como sigue:
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* Se practica la reaccién en laboratorio sobre variedad de
muestras de quitosano comercial, dosando H,O, resi-
dual a cada instante prefijado, tomando en el mismo
instante muestra de reaccién que se precipita a totalidad
con alcohol, se seca y se somete a examen HPSEC para
conocer su peso molecular promedio y su distribucién
molecular.

* Dado que a cada instante “t” corresponde un tenor de
H O, residual y el mismo estd vinculado a un valor de
Mw, entonces la ecuacién (5) nos indica que el grifico
de t en funcién de “In Mw” también sera lineal.

* La construccién de los citados graficos para distintas
calidades de quitosano inicial y diferentes condiciones
de reaccién permitird detener la misma en cualquier
momento prefijado para obtener un QOS “crudo de re-
accién” con el valor de Mw esperado.

* La valoracién de H,O, residual a cada instante “t” pue-
de hacerse sencilla y elegantemente por métodos yodo-
métricos haciendo reaccionar la muestra que contiene
H,0O, residual con exceso de KI en medio sulftrico di-
luido y titulando el I2 equivalente liberado con solucién
valorada de Na S O, (la reaccién necesita ser cataliza-
da con gotas de solucién diluida de molibdato de sodio
para que la interaccién entre el H,O, y el ioduro sea
instantdnea) (73).

Mourya y colaboradores (69) detallan que la reaccién ra-
dicalaria de depolimerizacién con H O, resulta estimulada
por la irradiacién del sistema con luz UV o con rayos y, dado
que ambos agentes son “per se” disociantes de la molécula
de H,O, con generacién del muy reactivo radical hidroxilo.
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3.2.1.5 Depolimerizacién del quitosano
por irradiacién y
Cuando el agua pura se irradia con rayos X, y o haces elec-
trénicos de alta energia, se obtienen especies radicalarias
muy reactivas (que incluyen el radical hidroxilo) y también
estructuras no radicalarias, tales como el peréxido de hidré-
geno e incluso hidrégeno molecular.

La escisién de la molécula de agua a través de fotones de
alta energfa es lo que se conoce con la denominacién de ra-
didlisis del agua (74). En principio, el impacto de la radia-

cién ionizante con la molécula de agua origina una serie de
reacciones en cadena que se representan en la Figura 3.9.

Figura 3.9: Radiélisis del agua pura

H,O + hv —— H,0" + e
H,0* —— OH + H*
H, 0"+ H,O ___, OH* + H;O"
H,O0*" + e — H*' + OH
H' + H ——>» H,
OH'+ OH* ___, H0O,

El H,O; producido reacciona a su vez con las radicales
reactivos (tal como el OH" )

H,O0, + OH* —— H,O + HO,

Referencia: (74)
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En todo caso, la formacién de radicales oxigenados fuer-
temente reactivos, tal como el ya citado HO' reaccionan
instantdneamente con el polisacirido en solucién acuosa
cuando ésta se somete a radiacién de alta energia, funda-
mentalmente radiacién v, generando la depolimerizacién
del polimero. Independientemente o en adicién a las reac-
ciones generadas por la radidlisis del agua sobre el sustrato
en solucién (efecto indirecto), la radiacién ionizante, al im-
pactar sobre la molécula del macrosoluto, también origina
efectos depolimerizantes de origen radicalario.

Ambos efectos colaboran para la degradacién radiolitica
del polisacdrido (74). El método es de aplicacién general a
una variedad de polisaciridos, no solamente quitosanos; por
ejemplo, se ha aplicado a la obtencién de oligosacaridos de
heparina (heparinas de bajo peso molecular) con excelentes
resultados (75) (76).

Los procesos de depolimerizacién que emplean radia-
cién y son elegantes y compatibles con el medio ambiente
y generan productos féciles de purificar, ya que practica-
mente estdn libres de subproductos de reaccién. Sin em-
bargo, se debe llevar a cabo una afinacién a escala maxima
en unidades especializadas que operen con radiacién até-
mica. Debe tenerse en cuenta que un exceso de radiacién
genera productos coloreados (indicadores de alteraciones
estructurales indeseables sobre la cadena del oligosaciri-
do) con aparicién concomitante de grupos carboxilicos y
ceténicos (69) y, en general, los ya citados reordenamientos
de Lobry de Bruyn-van Ekenstein (procesos de carameli-
zacién). De aqui que resulta obvio que el proceso radiode-
polimerizante debe ajustarse a la perfeccién: las cadenas de
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menor peso molecular bioactivas por excelencia resultan
siempre las mds afectadas por alteraciones estructurales
concomitantes.

Lo mismo sucede en los procesos oxido-reductivos, no
solo aplicados a la obtencién de QOS, sino pricticamente
a todo polisacdrido que se someta a este tipo de reacciones.
El incremento de la agresién estructural con el descenso
del peso molecular medio puede ser seguido a través de las
medidas de absorbancia (efectuadas por espectrofotometria
UV) de la solucién acuosa de cada fraccién oligoscaridica,
lo que pone de manifiesto la aparicién de dobles ligaduras
(olefinizacién del carbohidrato) y otros grupos quimicos
opacos en el rango ultravioleta del espectro (77).

Si cada fraccién es poco dispersa, se puede calcular un
coeficiente de extincién molar medio (em): su graficacién
versus el Mw (obtenido por HPSEC) brindar informacién
interesante (y muy aplicable en el campo técnico) sobre la
aparicién de reacciones secundarias indeseables cuando el
proceso se conduzca en condiciones sub-6ptimas (77). Las
condiciones determinantes de la cinética compleja que si-
guen los procesos de depolimerizacién radiolitica (y los de
degradacién oxido-reductiva) son las siguientes:

* Concentracién del polisacirido en la solucién acuosa
inicial.

* Intensidad de la radiacién y y dosis de radiacién.

* Irradiaciéon constante o administraciéon en forma
pulsatil.

* pH de la solucién acuosa.

* Impurezas metilicas (Fe, Cu) en el polisacirido de par-
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tida: es comtn que el quitosano esté “contaminado” con
trazas de hierro (catalizador Fenton).

* Diferentes grados de acetilacién del quitosano y/o dife-
rentes microheterogeneidades sobre la cadena del poli-
sacarido a depolimerizar. Las mismas pueden ser gene-
radas naturalmente o por los métodos de obtencién de
los polisacdridos.

Los estudios sobre depolimerizacién radiolitica de poli-
sacdridos y sobre quitosanos en el caso que se estd tratando
son excelentes y muy variados.

El autor ha pretendido referenciar aquellos que a su pa-
recer poseen interesantes posibilidades tecnolégicas en lo
referente a su préctica fabril.

Choi y colaboradores (78) preparan quitooligémeros por
irradiacién y (Co-60) de quitosanos disueltos al 2% en so-
lucién 2% de dcido acético. La solucién fue sometida a dife-
rentes intensidades de radiacién.

Estos investigadores comprueban la aparicién de alteracio-
nes estructurales espurias, conforme aumenta la intensidad
de radiacién, resultando un producto fuertemente pardeado
por sobre una intensidad de 100 kGy: se comprueba en estos
casos la generacién de dobles ligaduras como resultado de
esta exposicién exagerada (78), obteniéndose, por otra par-
te, una interesante fraccién oligomérica con abundancia de
oligosacdridos con un grado de polimerizacién comprendido
entre 2 y 6 hexasacaridos (78).

Independientemente del uso de radiacién como tnico
agente depolimerizante, el empleo concomitante de acti-
vadores de la radidlisis del agua estd siendo cada vez mds
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considerado: aparentemente, los rendimientos en la fraccién
oloigosacaridica deseada son mejores y la reaccién se con-
duce mds eficientemente.

Al respecto, Du et al (79) ensayan la degradacién de quito-
sano bajo forma de pasta por humedecimiento con H,O, de
distinta concentracién, irradiando con rayos y. Con ello, logran
mayor efectividad en la reaccién y producen mejores rendi-
mientos, ain empleando bajos niveles de radiacién (<20 kGy).

El sensibilizador més utilizado es H,O,, por su bajo cos-
to y ausencia de sub-productos de reaccién. Sin embargo,
otros oxidantes pueden ser usados con éxito, a condicién
de eliminar luego sales inorgédnicas residuales de la reaccién
fundamental. Asi, El-Sawy y colaboradores (80) ensayan
persulfato de amonio y H,O, como sensibilizadores de re-
accién, obteniendo resultados muy promisorios.

Esta linea de trabajo habia sido ensayada exitosamente en
forma previa por Yoksan et al (81) en el afio 2004, quienes
publican la promocién de la reaccién de radiélisis por em-
pleo de persulfato potisico y H,O,, habiendo logrado qui-
tooligosacdridos que retienen la misma estructura molecular
que el quitosano de partida sin microalteraciones produci-
das sobre la cadena del polisacirido. Para ello, estudian y
optimizan la reaccién de degradacién en forma sumamente
elegante.

En un estudio notable, Hien, N.Q. (82) estudia la reac-
cién de depolimerizacién de quitosanos de diferente grado
de deacetilacién y evalia la cinética del proceso con irradia-
cién y sin promotor, con H,O, sin radiacién y con ambos
agentes en proporciones variables, demostrando la efectivi-

dad del par H,O, — radiacién y.
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También se ha estudiado en forma muy conveniente el
fraccionamiento por ultrafiltracién (UF) con distintos pesos
moleculares de corte, del QOS “crudo” de reaccién obtenido
por procesos radioliticos (83): se preparan asi fracciones oli-
goméricas de peso molecular medio inferior a 10 kDa, 10-
30, 30-50, 100-300 y de peso molecular superior a 300 kDa.

Para finalizar, el autor desea dirigir al lector al estudio
profundo de bibliografia publicada por la International
Atomic Energy Agency (IAEA) (84), material sumamente
autorizado sobre los procesos radioliticos en polisaciridos
destinados a aplicaciones agricolas, en donde se detallan las
tecnologias utilizadas y la aplicacién de las oligosacarinas
obtenidas a distintas especies vegetales con los resultados

logrados.
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Figura 3.10 Produccién de quitoooligosacarinas

por depolimerizacién con radiacién y: método tentativo

l

Quitosano al 3-5% en solucién de CH;COOH 2 %

|

«— H,0, 0.3-0.5% (adicion opcional)

Irradiacion y (10-50 kGy)

QOS crudo en solucidén acuosa
ajuste a pH=5 con solucién KOH

F
Fraccionamiento UF cut off 5-10-30 kDa (bajo ensayo):
concentracién + DF 5-6 volimenes H,O

v

Permeatos
QOS de Mw deseado

Concentrado
Quitosano de “alto” Mw(reciclo)

Decoloracién

cromatografia Amberlite® XAD-7

Adsorbido
cuerpos coloreados
(elucién y descarte)

Eluatos
Concentracion NF
(100-350 Da)

Permeato a descarte | Retentato solucién acuosa
(sales, HyO; residual QOS purificadas
si acaso) (pH aproximadamente 5,0)

QOS=Quitooligosacarinas; NF= Nanofiltracién; DF= Diafiltracion

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (78) (79) (80)
(81) (82) (83) (84)

Del examen de la Figura 3.10 resulta que el peso mole-
cular promedio del QOS “crudo” obtenido por irradiacién y
debe encontrarse en sus valores ajustados para el posterior
fraccionamiento por UF en orden a obtener un producto
final purificado, con las especificaciones requeridas y con

108



OLIGOSACARINAS (OLIGOSACARIDOS)

rendimientos comercialmente aceptable. El ensayo en labo-
ratorio de las distintas condiciones de reaccion, asi como la
verificacién del peso molecular de corte de la membrana de
UF resulta fundamental. El cut off de las diversas membra-
nas ensayadas originard diversas calidades y rendimientos
de los QOS finales, en base a lo cual se decidird por el cut
oftf mas indicado. Para ello, también es obligado el ensayo
agronémico de aptitud en macetas, de forma de orientar las
caracteristicas de peso molecular y distribucién molecular
con mayor bioactividad. Con esta informacién, se procede-
rd a efectuar lotes a escala de banco a fin de comprobar la
repetibilidad de los niveles de bioactividad antes de pasar a
escala piloto.

También se deberia ensayar la naturaleza del material con
el cual estd construido el reactor y la influencia de su geome-
tria en el curso del proceso.
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CAPITULO 4

OLIGOSACARIDOS DERIVADOS
DE ALGINATOS
Y FRUCTOPOLISACARIDOS:
PRODUCCION QUIMICA






4.1 Oligosacaridos derivados
de alginatos

Los alginatos (dcido alginico) son polisacdridos lineales
conformados por la unién de 2 monémeros de dcidos uré-
nicos diferentes, B-D-manurénico y o-L-gulurénico, los
cuales estin contenidos en la mayoria de las algas marro-
nes superiores. El alginato no es una sustancia tnica, por el
contrario, despliega diversidad de microheterogeneidades
a lo largo de su cadena, fundamentalmente dependientes
de la fuente vegetal de procedencia y de la mayor o menor
agresividad de los métodos de aislamiento y purificacion.
Esto hace necesario seleccionar género y especie del alga
de la cual se desea obtener el alginato, teniendo en mente
el uso final que se le desea dar al polisacdrido obtenido. A
tal fin, las algas mds importantes desde el punto de vista
comercial son aquellas pertenecientes a los géneros Lami-
naria (/_)y]berborea, Japonica, digitata, etc.), Macrocystis y As-
cophyllum) (1).

Gran cantidad del alginato producido se utiliza para la
industria alimentaria y farmacéutica, y el material sobrante
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o de desecho de estos procesos se aprovechan para su con-
version en oligosacarinas (alginoligosacarinas, ALOS).

Se ha mencionado ya la presencia de microheterogenei-
dades en la cadena del polisacirido y al respecto se ha es-
tablecido que el polimero presenta tres clases de regiones, a
saber:

* Regién G (solo constituida por L-gulurénico).

* Regién M (solo constituida por D-manurénico).

* Regién MG (unidades alternativas de uno y otro resto

4cido).

De manera que, como en muchos otros polisacdridos,
los alginatos son copolimeros de los dos restos urénicos
ya citados, y es precisamente esta diversidad estructural la
que influye decisivamente en las propiedades fisicas de los
alginatos. Dado que la relacién entre estas microrregio-
nes estructurales no son idénticas, la medida de la relacion
ManH/GulH se torna importante (1). Si bien existen enzi-
mas (manurénico-5 epimerasa) que convierte el resto ma-
nurénico en gulurénico, el método no ha sido aplicado a
escala comercial (1).

Los procesos para la obtencién de los alginatos son fun-
damentalmente de dos tipos: en el primero, los principales
intermedios son dcido alginico y alginato de calcio. En el
segundo, no se obtiene alginato cilcico y se forma solo dcido
alginico (2). Naturalmente, las corporaciones industriales
dedicadas a la obtencién de estos productos de origen ma-
rino, almacenan considerable conocimientos y pericia sobre
estos procesos (2).

En este volumen, no se insistird sobre los métodos de
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produccién de alginato, dado que existen articulos autoriza-
dos facilmente disponibles. Sin embargo, es pruedente citar
algunas etapas de aislamiento y purificacién que pueden in-
fluir decididamente sobre la estructura y el peso molecular
del polisacdrido obtenido. Tanto en el proceso denominado
“del alginato de calcio” como en el “método dcido”, estas eta-
pas delicadas son:

* Tratamiento 4cido

* Tratamiento alcalino

* Procesos de blanqueo (formaldehido e hipoclorito), si

bien es cierto que el proceso de blanqueo no parece ser
utilizado por algunos fabricantes expertos (2).

Sucintamente, el tratamiento 4cido tiene por objeto li-
berar el dcido alginico de su sal célcica (estado en el que
se encuentra en el vegetal), remover compuestos fenélicos
coloreados (que formardn productos de condensacién con
el dlcali posterior) y facilitar la extraccién en medio alcalino.

No obstante, de acuerdo con las condiciones de trata-
miento 4cido, puede ocurrir depolimerizacién hidrolitica
en alguna extensién (1). El tratamiento alcalino efectuado a
continuacién depende estrictamente de la temperatura del
medio, pues es evidente que, llevado a cabo en condicio-
nes sub-6ptimas, pueden ocurrir condensaciones, olefini-
zacién del carbohidrato y aparicién de indeseables cuerpos
coloreados.

El tratamiento con formaldehido tiene por objeto la pre-
cipitacién de cuerpos fendlicos que pueden originar colora-
ciones recalcitrantes. Los fenoles se separan por filtracién.

El proceso de blanqueado con NaOCl tiene por objeto

brindar productos bien decolorados para usos alimenticios
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o farmacéuticos, pero si el material serd usado como materia
prima para la obtencién de ALOS, dicho proceso no reviste
mayor importancia, sobre todo teniendo en cuenta que en
general los procesos de fabricaciéon de ALOS incluyen un
método fisico de decoloracién.

Se estimula fuertemente la consulta del documento (1).

A través de los distintos métodos que se detallarin a con-
tinuacién, se obtienen excelentes productos comerciales a
base de ALOS, los cuales presentan relevantes efectos sobre
el crecimiento radicular, tolerancia al stress vegetal e insufi-
ciencias nutricionales (3).

Los métodos de produccién utilizados en la preparacién
de algin-oligosacarinas (ALOS) son métodos generales ya
citados en los capitulos 2 y 3 de esta contribucién, a saber:

* Depolimerizacién radiolitica del alginato

* Depolimerizacién éxido-reductiva (reaccién Fenton)

* Depolimerizacién enzimdtica

* Hidrdlisis 4cida

* Hidrotermolisis (conversién hidrotérmica del alginato

con agua en condiciones sub-criticas).

4.1.1 Depolimerizacién radiolitica

de alginatos

Se debe tener en cuenta, acorde con el Organismo Inter-
nacional de Energia Atémica (4) que “atn existe un uso
limitado de las técnicas de radiacién a escala técnica con el
objeto de producir materiales para aplicaciones a la Agri-
cultura debido a dificultades en la investigacién y el desa-

130



OLIGOSACARINAS (OLIGOSACARIDOS)

rrollo e importantes problemas vinculados al escalado de
los procesos”.

El producto irradiado habitualmente es alginato de sodio,
con rayos Yy provisto por una fuente de Co-60 a variadas
intensidades y dosis de radiacién, concentracién del polisa-
carido en su solucién acuosa (o atn en estado sélido), tem-
peratura de operacién y adicién o no de coadyuvantes, tal
como el H O, (radidlisis asistida por peréxidos).

Smolko y col. (5) han irradiado alginato de sodio en es-
tado sélido en una escala que cubre desde 50 a 1000 kGy,
a dosis de 10 kGy/h; el producto irradiado en forma sélida
presenta excelentes propiedades fitoestimulantes, en parti-
cular, aquellas muestras irradiadas a 100 kGy.

En los trabajos realizados ya referenciados y en los que si-
guen, se observa que, notablemente, el alginato irradiado crudo
se emplea directamente en los ensayos de eficiencia agronémi-
ca, sin purificar ni fraccionar para seleccionar fraccién alguna.

Se ha utilizado alginato sédico irradiado a 520 kGy para
la estimulacién de la produccion de aceites esenciales (6)
y constituyentes fitoquimicos biolégicamente activos (7): el
peso molecular medio del alginato depolimerizado era de
595000 Da (habitualmente, el peso molecular de la fraccién
activa de las oligosacarinas es mucho menor, como se ha vis-
to en los capitulos anteriores; se verd que el caso del alginato
no es una excepcion).

Makuuchi y colaboradores (8) irradian alginato en esta-
do sélido y en solucién acuosa, entre 10-500 kGy con el
objeto de producir oligémeros ttiles como promotores de
crecimiento vegetal. Este grupo de investigacion realizé un
interesante estudio sobre la caida del peso molecular me-
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dio en funcién de la intensidad de radiacién, la dosis y la
concentracién de la solucién acuosa y/o estado sélido del
sustrato, habiendo obtenido ALOS de peso molecular com-
prendido entre 6400-9000 Dalton controlando la dosis de
radiacién con el objeto de detener el proceso en todo ins-
tante prefijado.

La evolucién del peso molecular medio en funcién de la
tasa de radiacién se encuentra bien documentada (9) (10) y
expuesta en la Figura 4.1.

Figura 4.1: Evolucién del peso molecular medio del alginato

en funcién de la dosis de radiacién y

In Mw

En estadosolido
Solucién 4%

Fuente: elaboracion propia en base a referencias (9) (10)
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De acuerdo con (10), la fraccién de alginato irradiado de
peso molecular comprendido entre 1000-3000 Da mostré
un notable efecto sobre la promocién del crecimiento del
arroz.

Aun con las dificultades que ya se han detallado (4), los
métodos basados en la irradiacién y son, preferentemente,
los procesos mis utilizados para la obtencién de ALOS con
fines agricolas, junto con los métodos de depolimerizacién
éxido-reductiva que se presentan a continuacién.

4.1.2 Depolimerizacién 6xido-reductiva
(reaccion Fenton)

Las aplicaciones de la reaccion de Fenton (véase 3.2.1.4) ala
depolimerizacién 6xido-reductiva de los alginatos fueron des-
criptas en un admirable trabajo por Smidsred, Haug y Larsen
(11) en el afio 1965. Este mismo grupo, en 1967 (12), publicé
la tasa de degradacion de diferentes polisaciridos (entre los
que se encuentra el alginato) a través de mecanismos Fenton,
habiendo demostrado que la velocidad de depolimerizacién
es aproximadamente la misma para polisaciridos neutros que
para polisacdridos que contienen grupos carboxilo (no sucede
lo mismo para polisacdridos sulfatados).

Este tipo de aplicaciones de la reaccién de Fenton, tem-
pranamente documentadas, se han convertido, con distintas
variantes, en uno de los principales métodos de obtencién
de ALOS, conjuntamente con los procesos radioliticos ya
detallados.

Marritt (13), en el afio 2002, presenta una solicitud de pa-
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tente sumamente interesante, dado el enfoque exhaustivo que
hace sobre diferentes aspectos:

* Proporciona una revisién bibliografica histérica del arte
previo muy detallada, con discusiones descriptivas.

* Describe la ineficiencia de la reaccién en presencia de
H,O, sin catalizador (atin a alta temperatura) en com-
paracién con el proceso que utiliza H O, / Fe™* (carac-
teristicamente Fenton).

* Procede a la depolimerizacién de alginatos en solucio-
nes adecuadamente concentradas, apto para la prictica
industrial.

* Obtiene oligosacdridos ricos en édcido gulurénico, ma-
nurénico o en regiones manurénico-gulurénico por
cuidadosa seleccién del alginato derivado de diferentes
especies vegetales de algas.

* La reaccién de depolimerizacién puede ser llevada
a cabo a través de una adicién total de la cantidad de
H,0O,, o bien utilizando una adicién por etapas.

La solicitud de patente china CN 1544444 A (14) in-
troduce el concepto de fraccionamiento por columna de
permeacién en geles, aislando la fraccién correspondiente
a 1-19 monémeros (peso molecular aproximado 200-3500
Da).

En este punto, cabe destacar lo siguiente: en términos
generales, el proceso Fenton llevado a cabo sobre polisa-
caridos introduce microheterogeneidades moleculares en la
cadena del carbohidrato, ademds de la reaccién principal de
depolimerizacién. El alginato no escapa a esa regla general
y las irregularidades producidas sobre la cadena del oligé-
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mero (aparicién de grupos carboxilo) estin bien descriptas
y caracterizadas (15). Dado que, en general, la reaccién fun-
damental puede privilegiarse frente a la reaccién pardsita
por el adecuado manejo de las condiciones de reaccién, las
deformaciones estructurales pueden minimizarse recurrien-
do a procesos llevados a cabo a temperaturas elevadas (cer-
canas a la ebullicién del agua), reduciendo la cantidad de
Fer agregada (el cual cataliza también la reaccion pardsita)
y acortando ciertamente los tiempos de reaccién al trabajar
a mayores temperaturas.

Paralelamente, otra alternativa plausible es operar a tem-
peratura moderada (50-60°C) soluciones concentradas del
polisacdrido, con fuerte agitacién y goteo de H,O,, habien-
do agregado previamente el catalizador Fe* (SO Fe.7H,O).

El equipo serd dispuesto en modo reflujo y el goteo de
H,O, (en solucién medianamente concentrada, por ejemplo,
15% p/V, dilucién al medio de la solucién comercial 30%) se
puede graduar para que en todo momento de la reaccién no
haya abundante exceso de H,O, en el seno del proceso. El
pH debera ser de 6 o menor, pero no excesivamente dcido,
pues espontineamente el valor de pH desciende conforme
progresa la reaccién catalizada.

En todo caso, la alteracion concomitante de la estructura
catenaria, aunque minimizada, se hace notable por el de-
sarrollo de coloracién que se observa conforme progresa la
reaccién. Este fenémeno no es particular del caso de los al-
ginatos frente a la actividad del H,O, / Fe*, sino que afecta
en general a todos los polisacaridos utilizados como sustra-
tos en estos procesos y, ademds, en métodos que emplean
irradiacion y, hidrolisis 4cida, hidrotermolisis, etc.
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Desde este punto de vista, puede ser interesante revisar
los procesos de blanqueo que pueden tener lugar luego de
aislar el producto crudo de reaccién, por detencién de la
misma al tiempo prefijado y precipitacién con exceso de
etanol (secuestrador o “scavenger” de radicales OH)).

4.1.2.1 Decoloracién (blanqueo)

del oligosacarido “crudo” de reaccién

Es habitual que luego de un proceso de depolimerizacidn,
el oligémero obtenido presente coloracién a un grado mu-
chas veces inaceptable; en este sentido, los mecanismos de
hidrélisis enzimatica, debido a su extrema suavidad, parecen
ser la excepcion.

Pero corrientemente, el producto crudo de reaccién ne-
cesita ser decolorado (blanqueado) antes de seguir con
las etapas de fraccionamiento y como un primer paso de
purificacién.

Hay etapas de decoloracién fisica y otras quimicas. Los
procesos fisicos estdn constituidos por las cromatografias
de adsorcién sobre resinas poliméricas adsorbentes, empleo
de carbén activado y/o pasaje a través de columnas de hi-
droxiapatita (16). Tampoco puede descartarse el uso de resi-
nas de intercambio, sobre todo en el caso presente, en donde
el oligémero es un polidcido carboxilico capaz de vincular-
se a una resina de intercambio anidnico. Se revisardn estos
aspectos mds detalladamente, aplicados a la decoloracién
de alginatos, aunque debe tenerse en cuenta su aplicacién
general. El técnico adiestrado en el arte sabrd encontrar la
secuencia de etapas de decoloracién mds adecuada al caso
sobre el que se encuentre trabajando.
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Los métodos de blanqueo quimico generalmente reposan
en el uso de sustancias oxidantes o reductoras, capaces de
eliminar o disminuir la intensidad de coloracién introdu-
ciendo minima o nula modificacién estructural en la oligo-
sacarina en etapa de blanqueo.

4.1.2.1.1 Blanqueo quimico

Si el agente blanqueador estd bien elegido, conceptualmen-
te su realizacion es sencilla y la eliminacién de sus produc-
tos de reaccién se facilita si se usan “blanqueadores limpios”,
tales como el H O, o los pericidos, en particular, el dcido
peracético.

El blanqueo quimico es una decoloracién que ocurre en
solucién y elimina las sustancias coloreadas. Estas sustan-
cias habitualmente son compuestos orgdnicos que en su
estructura molecular incluyen dobles enlaces susceptibles
de conjugacion (alternancia de simples y dobles enlaces,
fenémeno que puede ser promovido por la presencia de
grupos carbonilicos, arilicos e incluso heterodtomos tales
como el N).

De tal forma, el blanqueo destruye uno o mds de los do-
bles enlaces de la sustancia coloreada o bien oxida grupos
reducores tal como el carbonilico.

La molécula desplaza su méximo de absorcién luminosa
desde la regién visible a la ultravioleta y, por tanto, se verifica
desaparicién o disminucién de color (17).

Estos grupos responsables de la aparicién de color se de-
nominan “croméforos”. Szilard (18) ha publicado un inte-
resantisimo libro sobre técnicas y agentes blanqueantes, el
cual dista mucho de haber perdido interés.
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En la utilizacién de H,O, como agente blanqueante oxi-
dante, la especie reactiva es el anién perhidroxilo OOH, el
cual se genera via la ionizacién del H,O, (19).

La constante de ionizacién del agua es muy pequefia
(2x102) y por tanto, el medio debe ser alcalino, con arreglo
a elevar la concentracién de OOH". Sin embargo, el pH de-
beria ser inferior a 11, dado que a ese valor de pH comienza
la descomposicién de OOH" (19) con generacién de O, y
OH.. Por tal razén, es comuin que las etapas de blanqueo
con H,O, se hagan a pH alcalino, generalmente entre pH =
8-9,5, sobre todo tratindose del blanqueo de carbohidratos
susceptibles.

Como blanqueadores reductores, se encuentran el sulfito,
bisulfito, hidrosulfitos o ditionitos (S,0,7) y el borohidruro
sodico (NaBH,), pero son poco utilizados para el blanqueo
de ALOS.

El empleo de H,O, o de dcido peracético para el blan-
queo de alginatos es una técnica bien documentada desde
hace cuarenta anos a la fecha y en continua aplicacién in-
dustrial (20). En este documento patentario se hace notar,
precisamente, que el blanqueo con H,O, debe conducirse
a valores de pH superiores a 4, en orden a favorecer la
descomposicién del H,O,, aconsejando lo mismo para el
blanqueo del alginato con dcido peracético (20). Por cier-
to, es bien conocido que la descomposicién espontinea
del dcido peracético alcanza su méximo a pH 8,2 (21), lo
cual brinda el fundamento y la explicacién del hecho de
blanquear soluciones de polisacdridos en general, a tem-
peratura ambiente y pH comprendido entre los valores

8,0-8,2.

138



OLIGOSACARINAS (OLIGOSACARIDOS)

En el caso de blanqueo de oligosacarinas (no solo oligé-
meros del alginato), el oxidante empleado preferentemente
es el dcido peracético, del cual existen excelentes preparacio-
nes comerciales (Divosan® Forte; Diverseey); este material
contiene 15% de dcido peracético y 26% de H,O, en solucién
estabilizada, y tiene multiplicidad de aplicaciones industria-
les, como decolorante, germicida y sanitizante, e incluso para
la limpieza y sanitizacién de filtros y ultrafiltros (22).

Para el blanqueo de oligosaciridos, en solucién acuo-
sa, el blanqueador que contenga édcido peracético deberia
agregarse en cantidad sufieciente para obtener 0,3% p/V
de CH, COOH en el volumen acuoso total a blanquear,
agitando suavemente y manteniendo constante el pH entre
los valores 8,0-8,2 por las razones detalladas, y el tiempo de
blanqueo comprendido entre 1-2 horas (20).

Cumplido el plazo determinado bajo experimentacién, el
material blanqueado se precipita con exceso de etanol, con
el objeto de minimizar la cantidad de oxidante residual en
el carbohidrato. Restos de oxidante se eliminardn posterior-
mente por redisolucién del material en agua y adicién de
un reductor (generalmente bisulfito o metabisulfito) hasta
reaccién negativa de oxidantes frente el conocido test de
KI-almidén.

El uso de peracético como agente blanqueante es muy
interesante por su baja reactividad frente a la molécula del
oligosacdrido (en las condiciones citadas).

Por ejemplo, un polisacdrido 14bil, tal como el almidén,
se blanquea con édcido peracético diluido a un maximo de
0,45% de oxigeno activo, en una reaccién que solo destruye
los cuerpos coloreados, con poca o ninguna alteracién del
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almidén, operando a temperatura ambiente y a la concen-
tracién citada (23).

En la Figura 4.2 se presenta un esquema de flujo orien-
tativo (I) sobre posibles operaciones de blanqueo quimico
de oligosacarinas y de ALOS en particular, procedentes de
procesos Fenton. Sin embargo, se pone el acento sobre la
utilidad del método para el blanqueo de otros oligosacari-
dos provenientes de otros métodos de depolimerizacién, tal
como ya se ha detallado.

En la Figura 4.3 se presenta un método tentativo (II) que
incluye una etapa de fraccionamiento con resinas de inter-
cambio aniénico para la obtencién de las fracciones desea-
das de oligémeros.
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Figura 4.2: Produccién de algin-oligosacarinas (ALOS)

por depolimerizacién via procesos Fenton: método tentativo I

Alginato Sédico (15-20% en agua)
Calefaccién

Adicion H,0, 30% / Fe*, en sol. ; agregado total o por
goteo (bajo experimentacidn)

[ Precipitacién con exceso de etanol |

Sobrenadante ALOS crudo
Recuperacidn de etanol | Disoluciénen H,Oal10% a
25°C ; Acido peracético csp

0.3 % P/V; pH=8-8,2

[ Precipitacién exceso etanol |
|

v
ALOS decolorada
disolucién en agua.
Eliminacion oxidante
residual (NaHSO3)

Filtracién Abrillantante
(Cas 7)

Fraccionamiento UF cut off 5-8
I kDa (ensayo) + ?F Svols

Permeato Retentato; oligdbmeros
ALOS Mw=5000 Da >10kDa Reciclo

[ Concentr. NF (500Da)+ Diafiltr. 5 vols. |
¥ ]
Permeato __ ALOS
(agua, acetato, sulfato, | Mw=500-5000Da
inorganico)

Fuente: Elaboraciéon propia, en base a referencias (12) (13) (14) (15) (17) (19) (21)

Se ha adelantado que la Figura 4.3 presenta un fracciona-
miento de los oligémeros del alginato a través de cromato-
grafia de intercambio aniénico, en tanto estos carbohidratos
son de naturaleza policarboxilica.

141



VICTOR BAUTISTA DiAZ

A este fraccionamiento, habitualmente sigue en la actua-
lidad, una etapa de “refinado” o “pulido” por técnicas de UF/
NF acompafiadas de operaciones de diafiltracion.

En este punto, se procederd a clarificar dos aspectos rela-
tivos al fraccionamiento con resinas de intercambio, si bien
estas técnicas son bien conocidas y no necesitan mayores
comentarios.

El alginato, asi como la pectina y el dcido hialurénico
(polisacarido obtenido de tejidos animales) son cidos poli-
carboxilicos y su conducta frente a una resina de intercam-
bio anidnico presenta fuertes similitudes.

En una excelente revisién histérica bibliogréfica, Rodén y
colaboradores (24) presentaron el fraccionamiento de polisa-
caridos eléctricamente cargados via cromatografia de inter-
cambio, entre ellos, el dcido hialurénico, habiendo compro-
bado que el mismo eluye de una resina Dowex” 1-X2 a una
molaridad de NaCl comprendida entre 0,27 y 0,78 M (24).

Anteriormente, Scott (25), en un trabajo excepcional, ha-
bia demostrado la similitud de comportamiento frente al
intercambio de alginato y hialuronato a partir de sus sales
de amonio cuaternario.

Esto habilita, aunque sea tan solo como orientacién, a la
seleccién de la molaridad de NaCl para distintas fracciones
de alginato, tomando en cuenta los datos que ofrece la lite-
ratura para el dcido hialurénico.

En la interaccién entre el polisacdrido policarboxilico y la
resina de intercambio iénico necesariamente ocurre una ad-
sorcién del primero a la resina aniénica, aunque sea en pro-
porciones minimas: tal ocurre en los procesos de desalado
de las soluciones de carbohidrato via el empleo de resinas de
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intercambio i6nico, tal como fue tempranamente reportado
(26). En este sentido, se ha publicado una excelente separa-
cién de oligosacaridos anidnicos sobre resina de intercam-
bio aniénico débil operando entre pH 5,5-9 (27). En parti-
cular, la citada referencia brinda interesantes peculiaridades:
la primera de ellas es usar buffers tal como la solucién de
NH, HCOQO, la cual por llevar disuelta una sal volatil evita
posteriores fases de purificacién. La segunda mencién es in-
troducir al efecto el uso de resinas de intercambio anidnico
débil para la separacién de este tipo de oligosacaridos.

Los estudios basados en el fraccionamiento de resinas
anidnicas no se han limitado a la separacién de fracciones
de un mismo polisacarido, sino a la resolucién de mezclas de
las mismos, en particular, aquellos polisacaridos contenidos
en las algas (28). El uso de resinas aniénicas débiles para el
fraccionamiento de carbohidratos carboxilicos estd amplia-
mente documentado (29).

Naturalmente, el fraccionamiento se lleva a cabo a través
de un proceso de elucién en gradiente continuo (también
puede conducirse via elucién por etapas), en donde el valor
de pH adecuado estd comprendido por debajo del pKa de
los dcidos urénicos (ca 3-4) (29). En la prictica, el eluyente
de eleccién es la solucién de NaCl por su disponibilidad y
amplia asequibilidad a bajos costos. Pero es cierto que el
fraccionamiento de oligoalginatos haciendo juegos de pH
tiene sus limitaciones, dado que son susceptibles de sufrir
reacciones de beta-eliminacién atn a pH relativamente
acido (30). Sin embargo, es posible operar sin mayores in-
convenientes a pH comprendido entre los valores 4-7 (30).
Ballance et al (31) han publicado un excelente estudio sobre
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el tema que se esta tratando, sobre el cual conviene poner de
relieve los siguientes puntos:

* El fraccionamiento de oligoalginatos sobre resina anié-
nica permite su elucién secuencial segin el largo de ca-
dena del oligémero.

* Se proporciona un método que permite establecer la re-
lacién estimada promedio de restos manurénico-gulu-
rénico en la fraccién particular de oligosacarido.

* Se determina de esta manera la distribucién molecular.

Cabe en este punto efectuar una aclaracién accesoria a los
trabajos referenciados, que es la siguiente:

El uso de resinas aniénicas débiles (preferentemente po-
rosas) brinda una opcién interesante. La resina aniénica dé-
bil contiene grupos catiénicos (amonio) vinculados a la ma-
triz polimérica, capaces de intercambiar aniones, en tanto el
amonio se encuentre como tal, es decir, en su forma cargada.

A medida que sube el pH del medio circundante, dismi-
nuye naturalmente la proporcién de -NH4* y aumenta la
proporcién de grupos amino libres, los cuales no son sus-
ceptibles de intercambiar cuerpos eléctricamente cargados.

De manera que la elucién de oligosaciridos sobre este
tipo de resinas no solo puede realizarse modificando fuerza
iénica, sino también haciendo un gradiente de pH del elu-
yente. En otras palabras, se pueden implementar tres formas
de elucién cada una de ellas solas o en combinacién:

* Por aumento de la salinidad del eluyente a pH constante.

* Por aumento del pH del eluyente a fuerza idnica

constante.

* Combinacién de ambos, acorde al criterio del operador.
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Se encuentra publicada una contribucién que pone de
relieve los aspectos técnicos de aplicacién de las resinas
anidnicas aplicadas al campo de los polisaciridos policar-
boxilados y sulfatados (16). En la actualidad existen dispo-
nibles variedades de resinas aniénicas débiles, tal como, por
ejemplo, Amberlite™ IRA 67 (Rohm and Haas, ahora Dow
Chemical Co.) (32), las cuales son sumamente adecuadas y
versitiles para este campo de aplicaciones, ademds de tener
un bajo costo, amplia disponibilidad y un tiempo de opera-
cién muy prolongado, lo que evita la necesidad del reempla-
zo de lechos.

El fraccionamiento de oligoalginatos por columna de
intercambio aniénico, interesante desde el punto de vista
de la obtencién de fracciones estructuralmente diferencia-
das, no se aplica a la produccién industrial de ALOS. En
cambio, presenta suma utilidad en el aislamiento de dis-
tintas fracciones a pequefia escala destinadas a ensayos de
bioactividad vegetal.

La Figura 4.3 representa lo expuesto bajo la forma de
un método tentativo de producciéon de ALOS via proce-
sos Fenton. El experto formado en el arte percibird clara-
mente que el proceso de fraccionamiento por resinas puede
aplicarse a otros carbohidratos en forma no excluyente ni
limitante.
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Figura 4.3 Produccién de ALOS via Fenton:

método tentativo 11

[ Alginato Sédico -Proceso Acorde a Figura 4.2 |

I Depolimerizacién H,0, / Fe*, |

!

| Precipitacion exceso etanol |
v
ALOS crudo de reacciéon

Disolucién en H,Oal 10% a 25°C; adicién de resina anidnica
Amberlite® IRA-68(Dow Chem) en modo batch
Agitacién hasta captura total (10g resina/g ALOS)

v
Sobrenadante Resina-ALOS; montaje
descarte columna/batch
Elucién con soluc. NaCl de

molaridad creciente

Seleccién de la fraccidn deseada en
base a su Mw

'
Operacion de pulido UF
(5-8 k Da) + DF (5 vols)
'

Pcﬂeatos Retentato; cﬂgémcms
ALOS Mw <5-8 kDa Alto Mw

v

[ Concentracién NF (500Da)+ DF 5 vols |

_Retentato Permeato
ALOS Mw=500-5000Da Agua,sales,monémeros

descarte

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (12) (13) (14) (15) (17)
(19) (21) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32)
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4.1.3 Depolimerizacién enzimatica

de alginatos

Los alginatos son depolimerizados enzimdticamente a tra-
vés del empleo de alginatoliasas, obtenidas generalmente de
microorganismos marinos (33), principalmente bacterias.

Acorde con la conducta general de las enzimas, actian sua-
vemente, a pH cercanos a la neutralidad y temperaturas am-
bientales, y han demostrado su especificidad (por lo menos,
alguna de ellas) para la escisién del resto f-D-1,4-manurona-
to (33). Los oligosacaridos producidos con un peso molecular
de aproximadamente 1800 Da (dimeros, trimeros y tetrime-
ros) han presentado interesante actividad vegetal (34).

La depolimerizacién del alginato a través del uso de algi-
nato liasas se produce por ruptura de la unién entre los res-
tos manurdnico y/o gulurénico via un mecanismo de B-eli-
minacién con la formacién concomitante de doble ligadura
en el oligosacirido resultante (35).

Estas enzimas varfan en su especificidad de corte hacia
un resto urénico en particular, pero en general despliegan
actividad hacia todos los enlaces glicosidicos presentes (35)
habiéndose reportado un detallado método de hidrélisis en-
zimdtica de alginatos, cuya claridad y extensién exime de
todo agregado (36).

El empleo de alginato liasas y su bisqueda a partir de
nuevos microorganismos es un campo en permanente acti-
vidad, dada su perfecta adecuabilidad a los sistemas de pro-
duccién técnica a gran escala de los preciados ALOS (37).
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4.1.4 Hidrolisis acida de alginatos

En la prictica técnica, la degradacién dcida hidrolitica de
los alginatos se lleva a cabo con dcido clorhidrico, en so-
lucién aceptablemente concentrada de alginato (ca 3%),
ajustando la acidez por agregado de édcido hasta lograr un
pH comprendido entre 3-4. El proceso puede conducirse
a temperatura de alrededor de 60-80°C, o bien a tempe-
ratura de autoclave (38) (121°C) durante tiempos de reac-
cién a determinar. Raramente es necesario elegir alginatos
con predominancia de manuronato o de guluronato, aunque
los aspectos relacionados a la bioactividad en base a mayor
contenido de estos restos dcidos, se encuentran bajo perma-
nente estudio (38) (39). Gonzilez et al (40) comparan los
oligosaciridos de alginato producidos por radiélisis y, hi-
drélisis dcida y degradacion enzimatica (todos los productos
comprendidos en un grado de polimerizacién entre 2-9), en
lo relativo a sus diferentes bioactividades.

En los procesos de hidrélisis acida, el producto de reac-
cién se encuentra coloreado, a veces en forma importante.

Los procesos de decoloracién de los oligosacdridos cru-
dos de reaccién han sido descriptos en 4.1.2.1 y no necesi-
tan ser mds detallados.

Los métodos de purificacién, fraccionamiento y seleccién
de las fracciones deseadas vienen siendo detallados y grafi-
cados y por tratarse de criterios no excluyentes ni limitativos,
son perfectamente aplicables al caso que se esta tratando.
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4.1.5 Hidrotermdlisis de alginatos

Los métodos hidrotermoliticos aplicados a la degradacién
de alginatos son sumamente promisorios, dado su caricter
compatible con el medio ambiente, ausencia de reactivos
caros y modulabilidad de las condiciones de reaccién para
obtener oligémeros de distinto tipo. Sin embargo, la revi-
si6n de la bibliografia cientifica y de patentes presenta pocas
publicaciones al respecto y menos atin sobre procesos hidro-
termoliticos aplicados a la produccién técnica de ALOS.

Probablemente esto se deba a que los procesos Fenton son
mis accesibles desde el punto de vista industrial y porque la
degradacién por hidrélisis térmica presenta una velocidad
despreciable frente a la que exhibe la depolimerizacién con
H,O, / Fe* a las temperaturas de ocurrencia de esta ltima
(50-80°C) (15). La necesidad del empleo de altas tempera-
turas y presiones (condiciones subcriticas) pueden dificul-
tar el uso de la hidrotermdlisis frente a otros procesos mds
econémicos.

En todo caso, se procedera al examen de referencias bi-
bliogrificas “caracteristicas”, cuyo estudio permitird al ex-
perto en el arte la concrecién de métodos hidrotermoliticos
de produccién de ALOS.

Jeon et al (41) obtienen oligémeros de alginato operan-
do entre 180-200°C como condicién éptima, sobre una
solucién acuosa de alginato sédico al 2%; estos autores
efectian un cuidadoso estudio de las condiciones hidro-
termoliticas (120-240°C) y demuestran que la cantidad
de mondémeros de acidos urénicos generados crece por

arriba de los 200°C.
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Aida y colaboradores (42) optan por operar a las tempe-
raturas comprendidas entre 180 y 250°C, lo que incluye las
condiciones encontradas posteriormente por Jeon (41).

Meillisa y su equipo de estudios operan sobre una solucién
acuosa de alginato al 4% con 1% de acido férmico como ca-
talizador 4cido y exploran las condiciones entre 180-260°C.
Se encontré como temperatura preferencial 180°C.

De manera que parece haberse establecido buen acuerdo
entre los distintos equipos de investigacién sobre las tempe-
raturas de operacién: 180-200°C parece un valor aceptable
para comenzar estudios de desarrollo aplicado a cada caso
particular, con concentraciones iniciales de polisacirido de
3-5% en solucién acuosa.

El disefio y la construccién de un reactor de escala de
banco puede ser encontrardo en detalle en la relevante Tesis
de Doctorado de D. Knezevi¢ (44) y en la revision biblio-
grafica historica presentada por H.A. Ruiz y col. (45).

Sin embargo, el presente autor es consciente de que la
construccién o compra de estos equipos puede ser onerosa,
sobre todo para paises subdesarrollados.

Este autor ha obtenido excelentes resultados a través de la
utilizacién de un mini-reactor construido en acero inoxida-
ble, sin agitacién y provisto de collar de presién, de acuerdo
con los lineamientos y planos publicados en el cldsico trata-

do de Quimica Organica de A.IL Vogel (46).
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4.2 Fructooligoscaridos;
fructooligosacarinas (FOS)

Tanto como le consta al presente autor, el grupo de las FOS
ha sido el menos estudiado de todas las oligosacarinas. Esto
incluye su aplicacién a los cultivos vegetales, su determina-
cién de bioactividad y el desarrollo de métodos de produc-
cién que partan de materiales asequibles con buen rendi-
miento y constancia de calidad de las FOS obtenidas.

Fundamentalmente, el grupo de FOS ha sido estudia-
do y aplicado al campo de los alimentos, sobre todo como
prebidticos, con lo cual los esfuerzos se han centrado en la
produccién de FOS de pureza cada vez mayor (47) y en ese
sentido, la produccién biotecnolégica parece ser la via de
eleccién (48) (49) (50) (51) (52).

En sus formas mds sencillas, estos métodos son practi-
cados para la produccién de FOS con fines agricolas, en
general, obtenidos como subproductos de la fabricacién de
sus similares para usos alimenticios. Balar et al (53) han pu-
blicado un método de obtencién de FOS para usos en agri-
cultura partiendo del procesamiento de la planta de Agave
sp. El vegetal, rico en polifructanos (polifructuosa, polifruc-
tosanos, inulina), es extraido en medio acuoso y el extracto
obtenido es hidrolizado enziméticamente con el objeto de
obtener los FOS correspondientes.

El jarabe de sacarosa también puede ser convertido en-
zimdticamente en fracciones ricas en FOS (54) y, en ge-
neral, diversos sustratos azucarados sirven de base para la
obtencién de FOS a través de tratamientos con consorcios
microbianos (55).
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No obstante, a pesar de la asequibilidad comercial de ex-
celentes preparados con actividad inulindsica (Novozymes),
la obtencién de FOS con fines agricolas basada en la hi-
drélisis enzimitica de fructanos parece poco favorable eco-
némicamente, por lo menos, en las industrias radicadas en
paises en desarrollo.
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4.2.1 Hidrdlisis acida de polifructanos

Una alternativa muy aceptable en reemplazo de la hidrélisis
enzimdtica es la hidrélisis dcida de la inulina y fructanos
relacionados. Un método simple, barato y rdpido es la hi-
drélisis dcida de inulina conducida a pH 2,5 (85°C, 25 mi-
nutos) utilizando 4cido citrico o fosférico para producir el
descenso de pH (56).

El empleo de estos dcidos son compatibles con los usos
agricolas a los que estin dedicados las FOS producidas: la
neutralizacién con amoniaco en solucién concentrada o con
KOH, lleva a la formacién de fosfatos o citratos aménicos o
potdsicos, nutritivos para el vegetal.

Como bien lo describe Fontana (57), el empleo de estos
acidos evitan la necesidad de desalado en el producto final,
tal como sucede si se emplea HCl o H,SO,. Fontana y sus
colaboradores (57) estudian detalladamente el proceso hi-
drolitico, en orden a minimizar la formacién de subproduc-
tos indeseables, tal como el 5-hidroximetilfurfural (el cual
puede ser eliminado via adsorcién sobre carbén activado).

El fraccionamiento de la masa de FOS asi obtenida, en
orden a separar las fracciones seleccionadas de 2-6 (<10)
DP (degree of plymerization; grado de polimerizacién)
puede llevarse a cabo ventajosamente empleando técnicas
de UF/NF ya abundamentemente revisadas a lo largo de
esta contribucion. La concentracion final a través de mem-
branas de NF (350 Da) no eliminari el fosfato de potasio o
amonio producido por la neutralizacién ya descripta debido
al fuerte rechazo de la membrana por iones distintos a los
monovalentes.
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La solicitud de patente presentada por Fontana et al (58)
brinda una revisién ejemplar de la literatura de arte previo,
fuentes vegetales comercialmente asequibles de inulina y
polifructanos (dalia, achicoria, etc.), asi como una excelente
investigacién de los procesos de hidrélisis dcido ya revisados
anteriormente.

Los fructanos del dgave (cuya hidrélisis enzimatica ya ha
sido referenciada (53)) también han sido objeto de estudio
en lo relativo a su hidrélisis 4cida para la obtencién de FOS.
Avila Fernandez y colaboradores (59) han investigado pro-
fundamente la hidrélisis dcida de estos polisacaridos llevada
a cabo con HCl y resinas de intercambio catiénico en fase
(H*), habiendo determinado su cinética de reaccién, libera-
cién de fructosa, grado de fructosa equivalente, etc.

Con respecto a la obtencién de inulina, su purificaciéon
y caracterizacién, obsérvense los interesantes lineamientos
publicados y ficilmente accesibles (60).

4.2.2 Otros métodos de degradacion
de polifructanos

Los procesos que han sido desarrollados para la obtencién
de diversas oligosacarinas (radiélisis del polisacirido madre
y su conversién hidrotérmica) no parecen haber sido estu-
diados en profundidad con el objeto de producir FOS con
fines agricolas. Esto es asi en lo que consta en la experiencia
de este autor, basado en la busqueda bibliografica cientifica
y de patentes, de acuerdo con su mejor entender.

Respecto de los métodos radioliticos aplicados a la depo-
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limerizacién de inulina, se encuentran citas tempranas (61)
(62) que no han encontrado su correlato en investigaciones
industriales posteriores. El presente autor no ha observado
constancias de aplicacién de procesos Fenton con los fines
citados, al menos, segin su mejor saber y entender. Parece
ser, entonces, que se encuentra un campo de estudios digno
de ser explorado con fines industriales.
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5.1 Introduccién

En el presente capitulo se revisardn los métodos analiticos
de control que permiten asegurar la constancia de compo-
sicién quimica de la fraccién oligosacarinica seleccionada,
tanto en el escalado como en el seguimiento de calidad de
lote a lote en la produccién industrial. Como ya se ha visto,
serdn seleccionadas distintas fracciones oligosacaridicas en
funcién de su bioactividad vegetal. La misma se pondri en
evidencia a través de ensayos bioldgicos realizados primero
a pequena escala y sobre pocos ejemplares vegetales “objeti-
vo” para luego pasar a ensayos de campo o de mayor enver-
gadura, incluidos trabajos en vivero, que estardn a cargo de
un experto agrénomo.

Los ensayos de bioactividad a pequefia escala deben ser
realizados durante las etapas de desarrollo y de produccién
industrial del estimulante vegetal. Con estos lineamientos
solo se ha pretendido transmitir un protocolo aceptable de
desarrollo, produccién y control de oligosacarinas para su
uso con fines agricolas, ornamentales, etc.

171



VICTOR BAUTISTA DiAZ

5.1.1 Protocolo propuesto para el desarrollo,
control analitico y produccién quimica
de oligosacarinas

172

Eleccién del tipo de producto a desarrollar, en base a
criterios técnicos comerciales: posibilidad de mercados,
asequibilidad de materia prima y su abundancia local/
regional.

Caracterizacién exhaustiva de la materia prima, inclui-
do su perfil de impurezas (en lo posible, sobre varias
muestras de distintos lotes del proveedor). Especifi-
caciones quimicas de la materia prima provista por el
productor. Entrega por parte del proveedor/fabricante
de una carpeta de métodos analiticos de control de la
materia prima.

Busqueda bibliografica respecto de preparacién y mé-
todos analiticos. Determinacién de la existencia de pro-
ductos originales en el mercado local o extranjero.

Si se confirma la existencia de un producto original, en-
tonces el desarrollo serd de un genérico o “copia”.
Investigacién analitica del producto original, perfil de
impurezas, etc.

Comienzo de la etapa de desarrollo preparativo del
genérico sin infraccién de métodos propietarios o
patentados.

Seleccién de distintas fracciones oligosacarinicas prepa-
radas a escala de laboratorio.

Screening de la bioactividad bioldgica vegetal sobre la
especie “objetivo”.

Seleccién de la fraccién oligomérica de éptima respues-
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ta vegetal: exhaustivo andlisis quimico, caracterizacién
estructural y de impurezas.

* Produccién a escala méxima de banco (bench top scale)
o piloto (aprox. 100-250 g producto activo).

* Nueva confirmacién de bioactividad vegetal.

* Generacién de especificaciones analiticas.

* Produccién experimental a escala técnica (fabricacién
experimental). Cambio de escala: conservacién de las
especificaciones ya fijadas. Observancia del patrén ana-
litico y de bioactividad.

* Estudio de estabilidad (efecto de temperatura, luz, etc.)
y de formulacién (liofilizado, comprimidos, etc.).

* Registro ante la autoridad fitosanitaria correspondiente.

* Comienzo de produccién a escala comercial: constancia
de las especificaciones establecidas. Esporddicamente,
control del patrén de bioactividad sobre el lote comer-
cial real

® De no existir productos originales en el comercio inter-
nacional, se estard entonces frente al desarrollo de un
producto innovador.

® Presentacién de solicitud de patente local con extensién
internacional que cubra método de produccién, carac-
teristicas del material y sus usos sobre vegetales (técni-
camente, se dice que se procede a solicitar patente sobre
“métodos, producto y usos”).

® La presentacién de solicitud de patente deberia efec-
tuarse luego de un acabado conocimiento de la prepa-
racién a escala maxima de banco que contenga la mayor
cantidad de versiones de distintos procesos innovadores
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de obtencidn, caracterizacién analitica y estructural de
la oligosacarina obtenida, juego de especificaciones ana-
liticas del producto y exhaustivos ensayos de bioactivi-
dad. En la memoria de la solicitud, es obligado efectuar
la presentacién con una profunda revisién bibliografica
histérica del arte previo, incluida, por supuesto, la lite-
ratura de patentes.

Se habrd observado que en el segundo punto del proto-
colo propuesto, el autor hace referencia a la necesidad del
examen analitico (incluidas las impurezas) del polisacirido
/ material que serd utilizado como materia prima de sin-
tesis de la oligosacarina final. Para que el método de ob-
tencién a desarrollar sea confiable y robusto, se debe partir
de una calidad constante de materia prima. Esta calidad
puede variar si varia el perfil de impurezas. Por ejemplo, el
contenido de metales de transicién (Fe, Cu, Co, Ni) debe
ser cuidadosamente estudiado. Si para la produccién de la
futura oligosacarina, se piensa utilizar un método Fenton
o radiolitico, la presencia indiscriminada o concentracién
variable de estos elementos metalicos originard variaciones
muy importantes en los productos de depolimerizacién
de la materia prima: los metales citados son catalizadores
Fenton muy activos, influyentes también por extensién en
los procesos radioliticos; se generardn asi oligosacarinas
coloreadas en exceso, con altas absorbancias UV (olefini-
zacion del carbohidrato), pesos moleculares promedio y
distribucién molecular variable, pérdida o inconstancia de
la conducta bioactiva, etc.

El técnico operante deberia efectuar un cuidadoso estu-
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dio de la materia prima de diferente procedencia comer-
cial, tabulando el perfil de impurezas (metales pesados y/o
de transicion, polisacdridos relacionados, proteinas y dcidos
nucleicos), espectrograma UV e infrarrojo, H-RMN, etc.
Esto deberia hacerse con muestras de varios productores
y muestras varias de un mismo productor. Es fundamental
que el operador esté intimamente relacionado con el cono-
cimiento de la materia prima, sus métodos de preparacién,
su origen de especie y de tejido vegetal, etc.. Solo de esta
manera, a través de estos conocimientos, se podrd confec-
cionar un “ensayo de aptitud” de una materia prima para el
proceso elegido de depolimerizacién.

El asi denominado técnicamente “ensayo de aptitud”,
consiste conceptualmente en la vinculacién de una pro-
piedad particular de la materia prima con las caracteristi-
cas finales deseadas del oligosacarido obtenido y en esto
se pone en juego la profesionalidad del técnico actuan-
te. Esta propiedad particular de la materia prima puede
ser una absorbancia en el UV, el contenido de impurezas
metdlicas, tal como ya se ha descripto, o bien el examen
de su comportamiento en el proceso sintético a pequena
escala: el orden de reaccidn, la constante especifica de ve-
locidad de reaccién, caracteristicas del producto final en lo
relativo a su distribucién molecular, etc. En sintesis, toda
propiedad de la materia prima que pueda relacionarse con
las caracteristicas esperadas del oligosacérido final, tendrd
valor predictivo de su aptitud para su uso en el proceso
industrial.

En resumen, el experto en el arte encontrard las formas
de generar un ensayo de aptitud adecuado a tales fines. Este
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procedimiento es comun en casi todos los campos de la
Quimica Técnica, aun en aquellos muy disimiles entre si.
Los ensayos de aptitud se emplean, por ejemplo, en la cla-
sificacién tecnolégica de petréleos con fines de prediccién
de un futuro procesamiento industrial (1); en el método de
obtencién y secado de cortezas vegetales en funcién del ren-
dimiento de curtientes contenidos en ellas y su vinculacién
con el poder tintéreo (indice de curticién) (2)etc..

Javes (3) define perfectamente lo que se estd explicando
cuando declara que “Tales ensayos son frecuentemente de
naturaleza empirica y algunos de ellos tienen valor solo para
el fabricante como medio de control de los procesos de ela-
boracién, mientras que otros sirven tanto al fabricante como
al consumidor, de indicacién de la aptitud del producto para
usos determinados”.

En sintesis, son procedimientos harto conocidos y docu-
mentados, pero pocas veces puestos en prictica, al menos
tanto como obra en la experiencia del presente autor.

5.2 Oligosaciridos de pectina
y de xiloglucanos:
métodos analiticos de control

Se revisardn a continuacién los principales métodos analiticos
de control en la produccién de oligosaciridos pécticos (oligo-
galacturénidos) y de xiloglucano-oligosaciridos (XGO).
Conceptualmente, los oligogalacturénidopectatos (OGP)
y los xiloglucano-oligosaciridos (XGO) comparten los mis-
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mos criterios de anilisis que el resto de las demids oligosa-
carinas, y varias de las determinaciones analiticas aplicadas
son también utilizadas en la caracterizacién de los polisa-
caridos utilizados como materia prima para su obtencién.

Sila et al (4) proporciona una destacable revisién biblio-
grafica histérica, con excelente descripcién de métodos ana-
liticos aplicados a OGP. De esta publicacién de consulta
obligada, se puntualizan las principales determinaciones
para la caracterizacién de OGP, también utiles en el analisis
de las pectinas. Burana-Osot y col. (5) es otra publicacién
de eleccién para la consulta de metodologias analiticas. De
tal forma, en la tabla 5.1 se destacan las referencias biblio-
graficas que suministran amplia informacién sobre métodos
analiticos aplicados.

Cuando se referencian trabajos ya citados en capitulos
anteriores, estas referencias se describirin con una “C”
seguida de un nimero y una “R” seguida de otro digito.
Ejemplo: C R, deberé entenderse como “Capitulo 2 refe-
rencia 5”.-
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Tabla 5.1: OGPy XGO:

métodos analiticos de control

e - REF.
OLIGOSAC. | DETERMINACION TECNICA Pt
ey Hidrélisis Enzimatica + C2 ‘R14;
OGP Ac. Galacturdnico TFA: HPAEC-PAD C2 R30
OGP Ac. Galacturénico m-h1drox1d1femlo/S§)4H2 6)
espectrofotometria
Hidrélisis Alcalina
OGP Metanol (NaOH 0,1 M): GC C2R14
i )
OGP Ghbaasy (eetelehasEasla C2R14
(espectrofotometria)
C2R30
OGP Perfil Molecular HPAEC C2 RI13
0GP Perfil Molecular HPLC C2RI11
OGP FeRo nleentas FAB-MS C2RI11
OGP Peso Molecular | ot DITOR C2R30
XGO Identificacion FTIR C2 R35
XGO ISR Reaccién al I, C2R35
Relaciéon Azlcares
$)
XGO (Gl/Xil/Gal) HPLC C2'R33
XGO R iicenlys HPSEC C2R33
sty | PetiMolsml HPSEC C2R33

5.3 Glucano-oligosacaridos

y quito-oligosacaridos:

métodos analiticos de control

Como en el caso anterior, se intentara tabular las principa-
les determinaciones analiticas utilizadas en el control de la
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produccién de glucano-oligosaciridos (GOS) y quito-oli-
gosacdridos (QOS).

La referenciacién bibliogréfica atiende a la norma ya ci-

tada en 5.2.

Tabla 5.2: GOS y QOS: métodos analiticos de control

. R, - REF.
OLIGOSAC. | DETERMINACION TECNICA BIBLIOGRAF.
a2 C3 R3;
GOS Caracterizacion IR 3 RS
T H-RMN/13C-RMN C34RS;
GOS Caracterizacién c3 R21
oy Gc¢/HPAEC-PAD C3=R5:
GOS Monosacaridos C3 R21
GOS I ’
Peso Molecular | Viscosimetria; HPSEC C3R21
GOS Perfil Molecular HPSEC C3R21
C3R53; C3R55;
QOS Caracterizacion FTIR/XRD/MALDI- (8); C3R57;
TOF-HPLC/RSE C3R69;C3R79;
C3R80
() ®):
QOS Feso Moleculas Viscosimetria; HPSEC C3R78:
C3R80; C3R69
C3R78; C3R80;
QOS Perfil Molecular HPSEC C3R83:C3R69
; b TEG C3R53; C3R60;
QOS Oligosacaridos (8); C3R69
QOS Siadlade MALDI-TOF-MS | C3R55; C3R57
Acetilaciéon
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5.4 Alginooligosacaridos (ALOS);
fructooligosaciridos (FOS): métodos
de control

Tabla 5.3 ALOS y FOS: métodos analiticos de control

T z REF.
OLIGOSAC. | DETERMINACION TECNICA BIBLIOGRAF.
13C-RMN: GPC; C4R15; C4R39;
WAX-HPLC; C4R2T;
MALDI-TOE-MS; | C4R37;C4R43;
£ TLC: C4R36;C4R37:
ALOS Caracterizacion FTIR; C4R15:CAR36:
ESI-TOF-MS; C4R36;
HPAEC-PAD C4R31;
ALOS Peso Molecular HPSEC ERen
ALOS Perfil Molecular HPSEC CARERA
H-RMN;
e g 13C- RMN
FOS Caracterizacién (COSY/TOCSY/ROESY) ) (10)
MS (ESI:MALDI-TOF)
FOS Peso Molecular HPSEC g
©) (10);
FOS Perfil Molecular HPSEC C4R54;C4R55;
C3R69;

5.5 Métodos analiticos
complementarios

Las tablas 5.1, 5.2 y 5.3 retnen los métodos analiticos y
de caracterizacién estructural aconsejados por el estado del
arte actual. Sin embargo, el autor es consciente del hecho de
que habitualmente en paises en vias de desarrollo, el equi-
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pamiento necesario para llevar a cabo estas metodologias
analiticas no siempre estd disponible, o bien las determina-
ciones efectuadas son demasiado caras.

Por otra parte, se pueden efectuar aproximaciones a la
composicién analitica empleando métodos “cldsicos” antes
de emplear los métodos instrumentales citados.

No obstante, es evidente que se deben contar desde el
inicio de un desarrollo, con cierta instrumentacién anali-
tica inevitable, entre ellas, un cromatégrafo liquido de alta
performance (HPLC) equipado con doble deteccién, UV
y refractométrica en orden a determinar el perfil molecular
(distribucién de pesos moleculares) y los pesos moleculares
promedio, por técnicas de HPSEC (high performance size
exclusion chromatography). Frente a estos trabajos, una bi-
bliogratia “de cabecera” es el excelente tratado escrito por
Yau, Kirkland y Bly (11) denominado la “Biblia del HP-
SEC”. El instrumental clasico de laboratorio es, obviamen-
te, indispensable, incluido un espectrofotémetro adecuado.

Una gran variedad de azicares (monémeros) pueden ser
valorados espectrofotométricamente, empleando reactivos de
color adecuados. Estos métodos clisicos de valoracion calo-
rimétrica de hexosas, pentosas, hexosaminas, dcidos urénicos,
etc., estdn bien descriptos en la bibliografia cientifica (12).

El dosaje simultineo de dcidos nucleicos y proteinas se
hace habitualmente a través de la relacién de absorbancias,
medidas a 260 y 280 nm (13). El método no ha perdido vi-
gencia para la medida de la concentracién de ADN y ARN,
y su relacién respecto de la contaminacién con proteinas
(14) (15), aun en presencia de insaturacién en la cadena del
oligémero (absorbancia interferente a 230 nm) (16).
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Debe tenerse presente que en la muestra final de oligosa-
carina en andlisis, ADN, ARN y proteinas estardn habitual-
mente presentes como oligonucleétidos y oligopéptidos (no
asi en la materia prima comercial).

Si la reaccién de depolimerizacién produce abertura de
anillo de las nucleobases (por ejemplo, procesos Fenton)
(17), una opcién razonable puede ser el dosaje de P total,
luego de mineralizar adecuadamente la muestra: dado que el
contenido de P en el 4cido nucleico es 8,5-8,8%, el hallazgo
del tenor de dcidos nucleicos es obvio. Convencionalmente,
la evaluacién se lleva a cabo a través de la medida espectro-
totométrica del color desarrollado por reaccién con reacti-
vos adecuados (18), haciendo uso de los clisicos métodos de
los “azules de vanadio o de molibdeno” (19): la colorimetria
del fosfato con reactivo de molibdato de amonio-bencidina
resulta muy adecuada a estos fines, dada su extraordinaria
sensibilidad (19).

El dosaje de grupos terminales reductores (grupos alde-
hido terminal) puede aportar, sin duda alguna, informacién
sumamente Util. La determinacion se lleva a cabo a través
de métodos volumétricos (20), siendo sencilla su realizacién.
Conforme desciende el peso molecular medio del carbohi-
drato, en los puntos de escisién hidrolitica se generan grupos

—CHO de caricter reductor. Por tanto, si bien el tenor de
moles —-CHO / mol carbohidrato es constante, la concen-
tracién de moles de -CHO / g de carbohidrato aumentsa;
esta propiedad puede ser empleada para una estimacién del
peso molecular promedio en nimero (M, ) del oligosacri-
do en examen.

La valoracién del contenido de N total puede dar infor-
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macién util si la oligosacarina contiene hexosaminas. Tal es
el caso de las quito-oligosacarinas, cuyo tenor de N total
puede ser interpretado en relacién directa con su pureza.
La valoracién del contenido de N total puede efectuarse
a través del universalmente conocido método de Kjeldhal

(21).
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CAPITULO 6

OTROS PROMOTORES
Y COADYUVANTES
DEL CRECIMIENTO VEGETAL






6.1 Introduccién

En la actualidad, la bisqueda de promotores del desarrollo
de las plantas distintos de las oligosacarinas es constante.
Tal es el caso del descubrimiento de las repraesentinas (es-
tructuralmente relacionadas con los sesquiterpenos, aisladas
del hongo Lactarius repraesentaneus), las cuales parecen ejer-
cer una influencia espectacular en el desarrollo radicular de
algunas especies (1) (2). Dentro de estas investigaciones, se
deben mencionar los trabajos de obtencién de promotores
de origen sintético, tales como aquellos derivados del acido
gélico (3). Existen productos comerciales (4) que contienen
hormonas vegetales (auxinas) y dcidos himicos, con objeto
de promocién del crecimiento de los cultivos y mejorador de
las caracteristicas del suelo.

Por otra parte, se ha comprobado la bioactividad vegetal
que ejercen algunos carbohidratos no oligosacaridicos (ino-
sina), que actian en conjunto con aminodcidos tales como
la serina (5), asi como composiciones que incluyen 6xidos
metdlicos (6); no se deben dejar de mencionar los ingentes
esfuerzos que se realizan dentro del drea de la Microbiolo-
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gia Industrial y la Biotecnologia en el estudio de la activi-
dad que sobre el crecimiento de los vegetales ejercen ciertos
agentes microbianos (7) (8) (9).

Sin embargo, los trabajos llevados a cabo sobre la inves-
tigacién y preparacién de promotores de crecimiento ve-
getal (no oligosacarinicos) a partir de desechos de biomasa
producidos por la moderna agroindustria, han conducido a
la obtencién y formulacién de excelentes productos suma-
mente preciados en el mercado. En lo que sigue, se revisarin
los aspectos técnicos de estos promotores, asi como de otras
sustancias coadyuvantes al uso de oligosacarinas y otros es-
timulantes de crecimiento vegetal.

6.2 Triacontanol

El triacontanol (n-triacontanol, 1-triacontanol, CH -
(CH,),,-CH,OH) es un alcohol lineal de 30 carbonos, de-
nominado también alcohol melisico. En sucesivos ensayos y
aplicaciones ha demostrado ser un excelente promotor del
crecimiento vegetal, de naturaleza no oligosacaridica.

De acuerdo con el Central Food Technological Research
Institute (Mysore, India; CF'TRI) (10), su obtencién indus-
trial parte de tres residuos de la produccién agroindustrial:
desechos de la elaboracion de aztcar de cana, del té y de las
cdscaras de arroz.

Este alcohol graso estd contenido en la fraccién cérea de
estos residuos. Su eficacia ha sido probada en multiplicidad
de cultivos, tales como cebada, maiz, lechuga, pepino, arroz,
coliflor, aji, y también papa, tomate, té, cafia de azicar, a con-
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centraciones sumamente bajas, tanto como 2,5-5 mg/hectd-
rea (11) (12). Por tanto, su uso en cultivos agricolas y hortico-
las es muy promisorio. En esta ltima referencia, se encuentra
disponible una interesante planificacién para la produccién
de triacontanol, que incluye instalacién,equipos, potencial de
mercado y costos industriales y de laboratorio.

Las ceras vegetales utilizadas para el aislamiento del
triacontanol se obtienen de los “lodos de prensa” o “cacha-
za” (tal como se la conoce en la jerga fabril) procedentes
de la clarificacién de los jugos de cafia de azicar, de la cera
de té procedente del procesamiento del té residual de la
elaboracién de té instantdneo, descafeinizado, etc., y de la
cera de cdscara de arroz, residuo de su molienda y extrac-
cién con solventes, con lo cual se obtienen distintos pro-
ductos “crudos” con variados contenidos y rendimientos de
triacontanol (10).

Este alcohol también estd presente en la cera de abejas,
aunque no se lo obtiene de ella en forma industrial.

Como se verd en el desarrollo de este capitulo, la obten-
cién de triacontanol consiste bdsicamente en la extraccién
con solventes de los residuos mencionados, fraccionamien-
to y posterior purificacién. El producto resultante, con dis-
tintos grados de pureza, se dispersa en solucién acuosa. La
aspersién en forma foliar de este producto adecuadamente
diluido estimula el crecimiento vegetal por promocién de
la fotosintesis y actividades enzimiticas varias, incrementa
la fijacién de CO, y la generacién de aziicares reductores y
aminodcidos estimulantes del crecimiento y rendimiento de
los cultivos (12).

Este valioso producto también ha sido obtenido por mé-
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todos totalmente sintéticos, métodos que probablemente
estén al alcance de grandes corporaciones, por lo que en
general, tal y como se ha visto, se lo obtiene por métodos
de extraccién. Sin embargo, es obligado mencionar la ex-
traordinaria publicacién de D.K. Parker (13), quien no solo
obtiene sintéticamente triacontanol, sino que descubre un
método general para la sintesis de alcoholes superiores y su
aplicacion a los cultivos de soja (14).

Una muy documentada revisién histérica bibliografica
sobre la conducta bioquimica y fisiolégica del triacontanol,
su actividad sobre otros constituyentes activos del vege-
tal y la respuesta de varias especies vegetales frente a la
aspersion foliar con triacontanol, se encuentra disponible
facilmente (15).

Los adelantos técnicos en la obtencién de triacontanol
y en la estabilizacién de sus dispersiones acuosas permiten
encontrar excelentes productos comerciales (16) aptos para
dilucién y aspersién foliar sobre los cultivos.

Vitazyme” (17) es un bioestimulante vegetal que declara
contener 12 activadores biolégicos en su composicién, en-
tre ellos, triacontanol, brassinoesteroides, extractos de algas
(oligosacarinas?) y productos obtenidos de la fermentacién
de granos. La informacién suministrada en (17) sobre do-
cumentacién de ensayos de eficacia agronémica de este pro-
ducto transforma a esta referencia bibliografica en objeto de
estudio para el profesional interesado.
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6.2.1 Produccion de n-triacontanol

La presencia de monoalcoholes superiores en las ceras de
origen natural, asi como sus métodos de obtencién a partir
de ellas son bien conocidos desde hace tiempo.

En 1928, el gigantesco consorcio quimico alemin IG
Farben-industrie AG efectia el patentamiento de un mé-
todo que permite separar hidrocarburos, dcidos y alcoholes
grasos de grasas y ceras naturales, tales como la grasa de
lana, cera montana y cera de abejas: el método consiste en
una saponificacién y posterior extraccién con solventes or-
ganicos (18) (citado por Warth, A. (19)).

Las ceras son ésteres de dcidos grasos con monoalcoholes
superiores, de manera que es razonable pensar que puede
encontrarse triacontanol en las ceras naturales, utilizando en
particular aquellas ceras obtenidas de descartes industriales,
en este caso, ceras contenidas en subproductos agroindus-
triales, tal como ya se ha visto.

6.2.1.1 Obtencion a partir de residuos

de la elaboracion de azicar de cafia

La fabricacién de azucar a partir de la cafa de azucar (Sa-
ccharum officinarum) comienza con la molienda del vege-
tal, previamente cortado y desmenuzado. De la molienda
(efectuada en rodillos giratorios denominados “trapiches”)
se obtienen dos fracciones: el residuo vegetal o bagazo y el
jugo o guarapo, obtenido por la compresién en los trapiches
a enormes presiones. El guarapo es un liquido gris verdoso
oscuro que contiene, ademds de la sacarosa disuelta, clorofila
en dispersion, glucosa, levulosa, pectinas, colorantes (anto-
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cianinas), proteinas y ceras. Este jugo vegetal es viscoso, su-
mamente turbio e infiltrable y por tal motivo, es necesario
someterlo a un proceso de clarificaciéon. Para la obtencién de
azidcar blanco, uno de los procesos de clarificacién utilizado
es el de “sulfitacién” (20) (21) (22), en donde se emplean cal
y SO2 como agentes quimicos del proceso; la forma de apli-
car estas dos sustancias es variable y el experto en el arte las
modifica de acuerdo con la refractariedad de los jugos frente
al proceso de clarificacion (21).

Sin embargo, los adelantos tecnolégicos efectuados a
principios del siglo XX llevaron a implementar un proceso
de clarificacién basado en la alcalinizacién y sulfitacién si-
multdnea del jugo crudo (21).

Si la operacién de sulfitacién se hace por separado y antes
del “encalado” (alcalinizacién con lechada de cal), se produce
un precipitado compuesto por pectinas, ceras, grasas, mine-
rales, etc. En estos casos, el encalado llevado a cabo sobre el
jugo vya filtrado (separacién del precipitado que queda re-
tenido en el filtro prensa) vuelve a producir un precipitado
coposo de Ca (HSO,)2 insoluble, que arrastra en su for-
macién al resto de materias coloidales, tales como clorofila,
ceras y colorantes (20) (21). Esto es, en el proceso de sulfi-
tacién-encalado simultdneos, se separa un solo precipitado
por filtracién, mientras que en la sulfitacién-encalado sepa-
rados puede obtenerse dos precipitados. Adoptando la defi-
nicién dada por Panda (23), el “lodo de prensa” (press mud
sugarcane) es “el subproducto de la fabricacién del aztcar
producido durante la clarificacién por sulfitacién del jugo de
cafia’. Una denominacién comun para estos tipos de preci-

pitados es la de “cachaza” (20) (21).
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En todo caso, estos lodos de filtro constituyen la materia
prima para la extraccién de triacontanol.

Los estudios tendientes a la clarificacién de la compo-
sicién de la cera de la cafia de azicar (que, como se vio,
durante el proceso de industrializacién estd presente en las
cachazas) han merecido atencién permanente, asi como los
distintos procesos de aislamiento y purificacién de esta cera.
Balch (24) ha publicado un documentado articulo sobre los
lipidos de la cafia de azdcar, su recuperacién industrial, su
purificacién, composicién y utilizacién con diversos fines.
Es excelente la descripcién que hace Balch respecto de la
caracterizacién analitica de los lipidos extraidos de cacha-
za y de cuticula de cafia de aztcar (sea entonces, antes del
procesamiento industrial), estableciendo que los mejores
solventes para la extraccién son los solventes clorados (24).
Tal como se ha dicho, los procesos de extraccion de la cera
de cachaza siguen en permanente revisién (25). Sin embar-
go, los adelantos técnicos practicados sobre los métodos de
extraccion con CO, en condiciones supercriticas estin per-
mitiendo extraer econémicamente lipidos céreos a partir de
biomasa variada en forma econémica y compatible con el
entorno ambiental (26). Se debe puntualizar que las ceras de
cachaza se estdn aplicando a otros fines industriales, de los
cuales la produccién de biodiesel ocupa una atencién im-
portante (27).

La excelente Tesis de Doctorado realizada por Sin,
E.H.K. (28) revisa exhaustivamente los métodos de extrac-
cién de ceras a partir de biomasa vegetal: aunque no trata
especificamente sobre cera de cachaza, es tan amplia y tan
detallada la informacién original suministrada sobre extrac-
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ciéon con CO, supercritico, fraccionamientos, caracteriza-
cién quimica, cromatogrifica y espectroscépica de las ceras,
que su estudio obligado constituye fuente de inspiracion
para el técnico experto en el arte.

Chatterjee y Ghosh (29 (30) descubren métodos de pre-
paracién de triacontanol de pureza de hasta 98% y recono-
cen que la potencia estimuladora del crecimiento vegetal se
incrementa sensiblemente cuando a los cultivos se aplican
preparaciones muy puras del alcohol.

Bésicamente, el proceso de produccién patentado por
estos investigadores se basa en los siguientes puntos
fundamentales:

» Extraccién de la cachaza (seca) con solventes adecuados

y aislamiento de la cera cruda (evaporacion del solvente).

* Disolucién de la cera en alcohol y transesterificacién

con un alcéxido alcalino.

* Concentracién del producto de reaccién.

* Extraccién con solvente orgdnico en medio dcido. Ob-

tencién de triacontanol crudo.

* Cristalizacién usando solventes para obtener el alcohol

semipurificado.

* Purificacién a través de una etapa cromatogréfica sobre

gel de silice (silicagel) usando solventes de polaridad
adecuada y aislamiento posterior del triacontanol puro

Estos investigadores describen la preparacién ventajosa
de dispersiones estables del alcohol y su formulacién ade-
cuada con micronutrientes vegetales.

La patente china referenciada en (31) obtiene triacontanol
a partir de especies vegetales del género Euphorbia y no de
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cachaza. Sin embargo, el autor la incluye en este tratamiento
porque los investigadores chinos utilizan un procedimien-
to cromatografico para la obtencién de triacontanol que es
conceptualmente conocido y utilizado en el aislamiento y
purificacién de productos naturales, sumamente sencillo y
escalable, pero en la actualidad escasamente utilizado, sino
ignorado por completo. El método al que se hace referencia,
es el mezclado intimo del producto crudo a purificar con
3-5 veces su peso de silicagel grado cromatografico, mezcla
que se logra mejor con el “crudo” en solucién orgdnica y
posterior eliminacién del solvente.

El material seco se carga en columna cromatogrifica (en
ocasiones puede efectuarse sobre un embudo Biichner de
paredes altas) y se procede a la elucién con solventes ade-
cuados, ya sean puros, en gradiente, etc.

Los criterios tan elegantes expresados en (31) hacen que
el método (con las variaciones correspondientes) sea fuente
de informacién relevante frente al trabajo de obtencién de
triacontanol a partir de lodos de prensa o cachaza.

La excelente Tesis de Maestria presentada por Swami, S.
(32) presenta métodos de extraccién de policosanoles (mo-
noalcoholes parafinicos superiores de C,,-C,)) a partir de
descartes de arroz (cera de cdscara), cera de abejas y otras
ceras naturales y muestra muy claros procedimientos de la-
boratorio y de caracterizacion analitica de estos alcoholes
en cuestion.

Panda, H. (23) presenta un método de extraccién de ca-
chaza mediante el cual se efectiia un interesante fracciona-
miento inicial de las ceras obtenidas resolviéndolas en “ceras
blandas” y “ceras duras”. En principio, y acorde con Pan-
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da, la fraccién de cera blanda es la apropiada para obtener
triacontanol

En base a lo expuesto y referenciado, se pueden bosquejar
distintas variaciones de los métodos de extraccién de cacha-
zas y obtencién de triacontanol de acuerdo con el grado de
pureza deseado del alcohol obtenido.

Indudablemente, el técnico entrenado en el arte podra
encontrar otras variaciones al método de acuerdo con la ca-
lidad de cachaza asequible, la disponibilidad de instalacio-
nes adecuadas para el uso de unos u otros solventes organi-
cos (incluido su recuperacién eficiente), etc., atento siempre
a la no infraccién de procedimientos propietarios.

Se puede observar en la Figura 6.1 que los esteroles ob-
tenidos pueden ser identificados a través de la caracteristica
reaccién coloreada de Liebermann-Burchard (24).

En la Figura 6.2, se presenta la opcién de purificacién
cromatografica sobre silicagel. El método cromatogréfico
presentado en (31) puede llevarse a cabo de la siguiente ma-
nera: disolver el material a cromatografiar en un solvente
adecuado (por ejemplo, cloroformo), agregar la cantidad pe-
sada de silicagel, evaporar suavemente a sequedad y cargar
el s6lido seco pulverulento en columna cromatogrifica (o
en embudo Buchner, tal como se describié) y proceder a su
elucién secuencial.

En este punto, debe hacerse constar lo siguiente: el méto-
do de decoloracién con carbén activado puede ser reempla-
zado por una segunda etapa cromatogrifica (de adsorcién)
llevada a cabo con un soporte de adsorbente polimérico
(resina de adsorcién). En este sentido, un producto comer-
cial sumamente util son las resinas de adsorcién Amberli-
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te” XAD-7-HP o XAD-18 (Rohm-Hass, ahora The Dow
Chemical Company), frente a las cuales el alcohol graso se
comporta presumiblemente indiferente.

Por otra parte, la técnica cromatogrifica sobre silicagel
reivindicada en (31) (realizada en columna o en un embudo
Biichner) se denomina “cromatografia en columna seca’ y
sus detalles experimentales se pueden encontrar en la bi-
bliografia cldsica de Quimica Organica preparativa (33) (ci-
tando a (34)).
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Figura 6.1: Triacontanol: método

de produccién tentativo (cachaza) (I)

Cachaza seca en polvo; extraccion con solvente (benceno, CCly, DCE),
Temp.amb. ; hasta agotar

Sélido agotado extraccion Extracto; destilacion a
(DCE) ebullicién sequedad (vacio)
Solucién; evaporacidén Sélido céreo
a sequedad (cera blanda)
Residuo Saponificacién KOH (100-
cera dura 120°C) Evaporacion a sequedad
Residuo: extracciéon 25°C con Benceno
o DCE
Solucidn; Sélido; extraccidn
evaporacion a sequedad (DCE, Acetona en @)
Residuo ; disoluc. con Liquido;
n-hexano; decoloracién C Sélido
decoloracidén C activado activado(ebullicién) | jabones
Filtracién Filtracién
Cristalizacion Liquido decolorado;
Filtracién evap. a sequedad
¥
Esteroles puros Alcoholes grasos
(Triacontanol semipurificado)

DCE= Dicloroetano

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (23) (24) (32)
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Figura 6.2 Triacontanol: método

de produccién tentativo (cachaza) (II)

| Cachaza seca en polvo; extraccién con acetona, (ebull.);Filtracién

Solucidn; evaporacién Sélido
a sequedad (descarte)

Residuo; Desgrasado (éter de petroleo,
2x) Filtracién

Solucién Residuo
(Grasas) Extraccién con CHCly
Solucién; Sélido insoluble
evap. a sequedad

Residuo;
saponificacidn/ interesterificacion
(transesterificacion/alcohélisis)

Evaporacion a sequedad;
Extraccién CHCly

[ Evap. a sequedad: Residuos |

Cromatografia secuencial
1) n- hexano

+
Fraccion hexanica | 2)n-hexano:EtAc (10+1)
(descarte) Recoleccidn; Evap. a

sequedad (vacio)

Residuo: disolucién EtAc,
Acetona, DCE,
Decoloracién C Activado

Cristalizacién

[ Triacontanol> 96% |
DCE= Dicloroetano; EtAc=Etilacetato
Fuente: Elaboracion propia, en base a referencias (23) (24) (29) (31) (32)
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6.2.1.2 Produccién a partir de cera

de ciscara de arroz

Como se ha dicho, la cera de cédscara de arroz es una exce-
lente fuente de suministro de triacontanol. Numerosos estu-
dios verifican el aislamiento e identificacion del triacontanol
en productos “crudos” de extraccién (35) (36).

En particular, la referencia (36) proporciona una intere-
sante marcha de extraccién de las cascaras de arroz con CO,
a 600 bar (60°C), con lo cual se extrae el aceite de cdscara de
arroz. La cera se obtiene por extraccién con acetona de este
aceite, en donde la cera queda bajo la forma de un insoluble.

La importante contribucién (32) procede, de forma mas
sencilla, a la extraccion de las cdscaras de arroz (polvo) con
acetona en frio o temperatura ambiente, solvente del cual
cristaliza la cera de cdscara de arroz dejando en solucién el
aceite propiamente dicho.

El documento patentario de Godrej y Takur (37) intro-
duce el interesante criterio de separar los dcidos grasos como
los jabones insolubles de calcio correspondientes, método
también empleado por Swami (32).

En todo caso, se obtiene un producto crudo (policosano-
les crudos) que contiene aproximadamente 20% en peso de
triacontanol.

A partir de este “crudo”, el producto puede ser purificado
y fraccionado siguiendo los criterios expuestos en las Figu-
ras 6.1, 6.2 y bibliografia alli referenciada.

La purificacién puede realizarse, por ejemplo, a través de la
implementacién de la etapa cromatografica “en columna seca”,
decoloracién con carbén activado o resinas de adsorcién (Am-

berlite” XAD-7-HP), como ya se ha tratado adecuadamente.
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La Figura 6.3 sugiere un método tentativo de produccién
a partir de cdscaras de arroz, el cual rinde triacontanol cru-
do, susceptible de ser purificado.

Figura 6.3 Triacontanol: método

de produccién tentativo (arroz)

[ Céscara de arroz (polvo) |

I 4
Extraccion CO, (A) Extraccion ¢/ acetona (B) (20°C)
Filtracion

v

[ Cera + Aceite |

A 4
[ Extraccién c/ acetona (4°C) | | Cristalizacion (4°C) |

[ Extracto (aceite) | Insoluble (cera) | Extracto (aceite) |

[ Saponificacién NaOH) |

Opcién I Opcién II
Extrac. Eter de Petrdleo( 2°C) Neutralizaciéon pH 7
v v !
Fase superior | Fase intermedia Adicioén CaCl,
e inferior Triacontanol alcohdlico
Descarte crudo

+
Filtradoevap. | Precipitado

a sequedad jabones

Extrac. Soxhlet
(acetona 50°C)

v

Extracto acetonico

Concentracion

| Enfriamiento, cristalizacidn, filtrado |

[ Cristales: Triacontanol crudo (20%) |

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (32) (36) (37)
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6.2.1.3 Produccidn a partir de residuos

de la industrializacién del té

La obtencién de triacontanol a partir de las ceras de la plan-
ta de té¢ (Camelia cinensis) es el tercer proceso industrial
reconocido para tales fines. No obstante, la revisién de lite-
ratura especifica no demuestra la abundancia bibliogrifica
que se encuentra para el caso de los residuos de prensa de
cafia de azicar o del procesamiento de ciscara de arroz. Es
verdad que se encuentran registros tempranos en la biblio-
grafia respecto de la obtencién de ceras de té (38): en esta
patente, Strobach y Wickmann presentan un interesante y
sencillo método de obtencién de aroma de té con el cual se
obtiene cera de té como subproducto. Se dan también las
bases para la obtencién de cafeina, sin excluir la obtencién
de cera a partir de productos descafeinados. Aunque esta
bibliogratia data de mds de ocho décadas, suministra inte-
resante informacién para la obtencién de ceras de té en aras
de la produccién de triacontanol, tecnologia ain aprovecha-
ble en paises en vias de desarrollo.

Posteriormente, Augustine y Roy (39) hacen una intere-
sante revision histérica de la bibliogratia mencionando los
métodos de obtencién de cafeina a partir de residuos de la
industrializacién del té y la produccién de ceras, las cuales se
obtienen como subproducto de esta operacién.

Respecto de la utilizacién de subproductos de la planta
de té a los fines de obtener ceras para produccién de tria-
contanol, se ha demostrado que el proceso integral incluye
la obtencién de aceite comestible de té (en este caso, a partir
de semillas) (40). Los residuos de té, ya sean provenientes
de los procesos de descafeinizacidn, té verde y té negro tie-
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nen cantidades decrecientes de triacontanol, probablemente
debido a las altas temperaturas de secado en los dos tltimos
casos mencionados (41).

La interesante revision histérica bibliogrifica presentada
por Chowdhury et al (42) describe multiplicidad de aplica-
ciones técnicas para los residuos de la industrializacién de la
planta de t¢é, incluida la produccién de triacontanol.

La actividad fitoestimulante de los derivados de hojas de
té no se circunscriben al triacontanol: se ha demostrado que
los extractos de hojas de té negro (oxidado), ricos en mate-
riales polifendlicos, poseen interesante bioactividad vegetal
(43), no debida a la presencia de trazas de triacontanol, sino
a la presencia de tearubiginas.

La Figura 6.4 presenta una marcha tentativa para la pro-
duccién de ceras de subproductos de la industrializacién de
la planta de té.
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Figura 6.4: Triacontanol: método de produccién tentativo

(residuos de la industrializacién del té)

[ Descarte hojas de té; extraccién éter de petréleo (Soxhlet) |

[ Destilacién del extracto

Sélido

Ceras, aromas, clorofila

Solvente
a reciclo

Disolucién en etanol 70%
Filtracién

!

!

Ceras (poca
clorofila)

Aromas de té
+ clorofila

v

Porceso acorde
figuras
6.1:6.2:6.3

Extraccion
(éter de
petrdleo)

Solucién
(Clorofila)

Insoluble
(aromas de té)

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (38)

6.3 Residuos de café (SCG)

De acuerdo con Franca y Oliveira (44), el mayor produc-
tor de café en el mundo fue Brasil, con una produccién de
2-3 millones de toneladas entre los afios 2003-2007. Los
desechos sélidos provenientes de su procesamiento (ya sea
industrial o doméstico) estin conformados por las cdscaras
del grano de café, granos de café inaceptables y el producto
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obtenido como remanente de la preparacién de la infusién,
al cual habitualmente se lo conoce como “borra de café”
(molido agotado de café, spent coffee grounds, SCG).

El residuo SCG se obtiene durante la preparacién de la
infusién en forma domiciliaria, asi como en la preparacién
de café soluble (café instantdneo) realizado a escala indus-
trial. En esta dltima, el residuo se produce en proporcién
de 1,5 kg (con una humedad del 25%) por cada kg de café
instantdneo, siendo el subproducto de mayor volumen pro-
ducido durante la industrializacién integral del grano de
café (44). Esta excelente fuente bibliogrifica proporciona
una valiosa revisién histérica sobre procesos relativos a la
industrializacién del grano de café y los usos de sus subpro-
ductos, entre los que se incluye el SCG. Es obvio decir que
la disposicién ambiental indiscriminada produce alteracio-
nes indeseables en el entorno y por ello, se han desarrollado
variedad de aplicaciones para la utilizacién productiva de
estos desechos, entre los que se debe priorizar el ensilado y
el compostaje, sin excluir sus usos en la produccién de com-
puestos bioactivos (por ejemplo, polifenoles), adsorbentes
naturales para la remocién de metales pesados, decoloracién
de aguas de desecho que contienen colorantes textiles, pro-
duccién de biocombustibles y materiales de construccién
(45) (46). Se esta realizando un esfuerzo internacional de
investigacion entre cientificos chinos, colombianos, serbios,
namibios y zimbabwenses para el empleo de compost de
residuos de café en el cultivo de hongos comestibles (47).

Lamentablemente, a pesar de lo expuesto y publica-
do extensamente al respecto, gran parte de estos desechos
agroindustriales se vuelcan indiscriminadamente sobre los
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terrenos y cursos de agua, cuando serian sumamente utiles
convertidos en biofertilizantes (48).

V. Moore (49) ha publicado un reporte sumamente es-
clarecedor sobre el costo ambiental del comercio mundial
del café; dado que el café es el segundo “commodity” en
el comercio mundial luego del petréleo, es evidente que su
cultivo irrestricto, asi como el volcado inadecuado de sub-
productos tiene un impacto ecolégico lamentable (49). Los
granjeros han sido estimulados para el reemplazo de sus
métodos tradicionales de cultivo por otros mds eficientes
(cultivo “al sol”), lo que ha conducido a una deforestaciéon
extensa en regiones tales como Centroamérica, con el per-
juicio evidente del hébitat natural de animales y otros vege-
tales, la polucién ambiental ya mencionada y el agotamiento
de los suelos (49).

Este conocimiento ha estimulado al presente autor a con-
tribuir a la toma de conciencia sobre este gran deterioro y
sufrimiento de las poblaciones rurales, estimulando, la uti-
lizacién del compostaje y produccién de biofertilizantes a
base de SCG.

En medio de este infortunio, existen valorables iniciativas
orientadas al tratamiento “in situ” de residuos agricolas de
café a través de la actividad de microorganismos natural-
mente presentes en forma local, que contribuyen a salvar
costos, capacitar a la poblacién rural, mejorar los rendimien-
tos del cultivo y el impacto ambiental a través de la produc-
cién y administracién del biofertilizante asi preparado (50).

No obstante, se deben tomar algunas precauciones a la
hora de preparar compostajes que incluyan el SCG. Algu-
nos aspectos beneficos del SCG son un alto tenor en N, pre-
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sentando una elevada relacién C/N (dado su alto contenido
en dcidos humicos), mejorador de la estructura del terreno y
sumamente digerible por lombrices(51).

Pero no todos los cultivos aceptan la fertilizacién a base
de SCG: alfalfa, rye-grass y algunos cultivos ornamentales
experimentan inhibicién del crecimiento por la adicién de
tales biofertilizantes (51).

Por tal motivo, no se aconseja utilizar mds del 20% en
volumen de SCG en una pila de compostaje (51) (52), y
en el caso de utilizarlo directamente en suelos (SCG sin
compostar), se debe aplicar en la superficie en capa delgada
cubriéndola con viruta de madera o material vegetal grue-
s0, con lo cual se inhibe la compactacién del SCG (52); de
lo contrario, se producird una interferencia con el grado de
humedad y el movimiento de aire en el suelo y, por lo que
en la aplicacién al terreno solo conviene utilizar SCG com-
postado (52).

Las lombrices consumen SCG, brindando un vermicom-
post de excelente calidad, lo que lo transforma en un méto-
do muy adecuado para la produccién doméstica o rural de
biofertilizantes: el vermicompost asi obtenido muestra alto
tenor de K, P, C y N. La presencia de SCG en el producto
compostado resulta en una reduccién de la relaciéon C/N
con incremento del N inorgénico (53) (probablemente de-
bido a la conversién de las proteinas presentes en el SCG,
asf como de la cafeina residual).

Ya sea que el SCG se aplique tal cual o vermicompostado,
se dispone en el suelo en donde actiia como remediador del
terreno (enmienda), elevando los niveles del tenor de mate-
ria orgdnica, aumentando los niveles de N total y orginico y
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mejorando la capacidad de retencién de agua. Esto conlleva
a la disminucién en el uso de fertilizantes quimicos.

En la prictica agricola, cuando se resuelve utilizar SCG
sin compostar, el mismo se mezcla con la tierra superficial
del terreno a través de un proceso de roturacién a una pro-
fundidad de aproximadamente 15-20 cm (54).

Existen productos comerciales en base a SCG, de granu-
lometria adecuada a normas con tal fin (54).

El SCG tiene un apreciable tenor de proteinas, carbohi-
dratos y lipidos. La composicién y caracterizacién analitica
de estos productos integrantes del SCG han sido excelen-
temente revisadas por Campos-Vega y colaboradores (55).

Constantemente se generan nuevos estudios sobre la uti-
lidad agronémica del SCG en ensayos a campo que eva-
ldan las mejoras en el crecimiento de los cultivos, reme-
diacién de los suelos e incluso su actividad en el control
de malezas. Aunque el SCG contiene dcido clorogénico
que tiene un efecto inhibidor del crecimiento de algunas
especies vegetales (51), parece bien establecido que este
efecto inhibitorio desaparece cuando el SCG se somete a
compostaje (56); el tiempo de compostaje necesario para la
desaparicién de inhibicién se acorta sensiblemente cuando
se mezcla en proporciones adecuadas con restos vegetales,
tales como virutas o astillas de corteza de arboles (56). Los
otros residuos de la produccién de café también han sido
objeto de estudio agronémico: las cdscaras de grano de café
adecuadamente compostadas se han utilizado para mejo-
rar la produccién sustentable de café en dreas rurales, con
la consecuente disminucién en el consumo de fertilizantes

quimicos (57).
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El importante trabajo presentado por Kanyiri y Waswa
(58) pone de relieve no solo los aspectos agronémicos de la
utilizacion de residuos de café, sino también el estado actual
de la situacién en paises en vias de desarrollo, a saber:

* Residuos de café, tal como cdscaras y pulpa, pueden ser

convertidos en biofertilizantes, briquetas, etc.

* Bajo nivel de utilizacién de estos desechos, debido a es-
casa inversién, pobre demanda de ciscara y pulpa, falta
de personal capacitado en el manejo integral de residuos
agricolas e indiscriminada disposicién sobre el terreno.

* Deficiente difusion sobre las alternativas de utilizaciéon
de estos materiales.

En la Republica del Congo se han llevado a cabo intere-
santes estudios en condiciones

sumamente controladas con el fin de establecer la viabili-
dad del uso de enmiendas conformadas por céscaras y pulpa
de café, sin compostar (59).

Se establecid, en base a estos trabajos, su aptitud en la re-
mediacién y mejoras de suelos arenosos presentes en climas
himedos tropicales, con excelentes resultados (59).

La notable aptitud agronémica del SCG (tal cual o com-
postado) no solamente puede ser aprovechada en suelos em-
pobrecidos o poco aptos, sino también en cultivos sofistica-
dos, tal como el desarrollo de hongos comestibles, en donde
se lo utiliza como sustrato de crecimiento luego de un paso
de extraccién de lipidos (60). El cultivo de hortalizas, tal
como lechuga, también se ve optimizado a través del uso de
SCG solo o compostado (el SCG compostado demuestra
mejor performance) (61).
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La utilidad de otros residuos de la industrializacién del
café (cascaras, pulpa) también han sido cuidadosamente re-

visados (62).

6.3.1 SCG como materia prima de fertili-
zantes y enmiendas

En 1972, Goldmann (63) patenta un acondicionador de
suelos compostando microbiolégicamente SCG provenien-
te de la fabricacién de café instantdneo, con aditivos tales
como la silice (SiO2 recientemente precipitado), silicato
de calcio o arcilla. También se agregan otros aditivos tales
como residuos de la obtencién de aceite de semillas de gira-
sol, lino, etc., e inluso lignito o agujas de pino o de coniferas.
El procedimiento conduce a la obtencién de enmiendas y
sustratos para el cultivo ornamental en macetas.

Ferguson et al (64) utilizan el SCG (libre de aceites y
grasas) como carrier de un polimero de urea-formaldehido,
produciendo un fertilizante granulado de alto contenido de
N, insoluble en agua fria.

Recientemente se ha patentado (65) un compuesto reme-
diador de suelos (enmiendas) aplicable al cultivo horticola,
fruticola, forestal y parquizacién y su método de obtencién
partiendo de aproximadamente 20% SCG con variedad de
biomasa vegetal o de subproductos alimenticios, residuos de
pino y cedro, etc., incluido barro de tratamiento de aguas
cloacales.

En el afio 1996-97, se introduce un método desarro-
llado por investigadores chinos (66) para la produccién

214



OLIGOSACARINAS (OLIGOSACARIDOS)

de fertilizantes orgdnicos con aptitud de mejoramiento de
suelos. Este proceso incluye el criterio de introduccién de
materias primas de origen animal diverso (sangre, vertido
de mataderos, visceras), los cuales se someten a fermen-
tacién (compostaje microbiolégico) en mezcla con mate-
riales de origen vegetal (salvado de arroz, trigo, marlo de
maiz, hojas muertas, descartes de la industrializacién del
té, SCG, etc.).

El mismo concepto se aplica posteriormente (67) con
la inclusién de gran diversidad de componentes animales
(excremento animal, descarte de mataderos, pelo de cerdo,
plumas, desecho de pesquerias, etc.) y vegetales, entre los
cuales se cuenta la vinaza, grano agotado de destileria, SCG,
descartes vegetales y de frutas, etc., en unién a residuos de
cocina domiciliaria. L.a mezcla se somete a fermentacién
controlada (compostaje microbiano), con lo cual se obtiene
un fertilizante con alto contenido de N, P y K.

Iijima (68) desarrolla un método de fermentacién a alta
temperatura (55-80°C) utilizando bacterias y hongos ter-
mofilicos soportados sobre un carrier poroso tal como car-
bén activado, bentonita, perlitas, etc. El sustrato sometido a
fermentacién estd conformado por mezcla de descartes de
origen animal tales como los ya citados junto con residuos
de origen vegetal (descartes de madera, SCG, residuos de
cafia de azdcar, etc.). Concluido el proceso se obtiene un
tertilizante orgdnico sin olor desagradable, apto para la in-
corporacién al terreno.
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6.4 Melazas

Como es bien sabido, el objetivo fundamental de la indus-
trializacién de la cafia de azdcar (también de la remolacha
azucarera) es la produccién de sacarosa, cominmente deno-
minada azicar comestible.

El procesamiento de la cafa de azicar produce varios
subproductos, tales como el bagazo (el tejido vegetal pro-
piamente dicho de la cafia), los residuos de prensa (a partir
de los cuales se obtiene la cera de cafia y el triacontanol,
véase 6.2),y las denominadas “melazas”, subproductos de la
cristalizacion del azdcar.

El jugo clarificado de cana de azicar se somete a etapas de
evaporacién controlada con el objeto de su concentracién y la
consecuente aparicién de cristales al alcanzarse el grado de sa-
turacién por evaporacién de agua. La masa cristalina se separa
del medio liquido por métodos adecuados, dejando un material
viscoso, de color oscuro, denominado genéricamente “melazas”.

En tanto la primera melaza obtenida se vuelve a concen-
trar para agotar cada vez mds su contenido en azicar, se ob-
tienen diferentes productos a los que se denomina melazas
“de primera” (o miel de primera) y melazas “de segunda” (o
miel de segunda); como residuo de la tercera cristalizacién
del azicar (durante el cual se obtiene sacarosa impura), se
produce la “miel de tercera” o “melaza final” o simplemente
“miel residual” (69). Esta melaza final, en teoria, no permite
obtener mds azucar frente a un nuevo intento de cristaliza-
cién, por lo menos, a los fines técnicos, y por ello, el conte-
nido de sacarosa en la melaza final debe ser tan bajo como
sea posible (69). Las melazas finales obtenidas a partir del
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procesamiento de cana de azicar y de remolacha son distin-
tas, y la excepcional obra de Olbrich (69) examina en pro-
tundidad las diferencias entre una y otra; se remite al lector
interesado a la lectura de este libro.

La melaza final tiene poco contenido proteico y su tenor
de N se debe fundamentalmente a la presencia de aminodci-
dos, siendo rica en potasio y fésforo (70). Sus componentes
coloreados son, fundamentalmente, productos carameliza-
dos, compuestos fenélicos (susceptibles de formar comple-
jos de color oscuro con el hierro) y melanoidinas. En los
ingenios azucareros, una parte considerable de la melaza
final se destina a la produccién de alcohol via fermentacion,
asi como también para otros productos obtenibles a través
de procesos fermentativos. Dado que para los procesos de
fermentacion, la melaza debe tener un contenido mayor de
sacarosa que aquel que se obtiene en una melaza final, el
proceso de produccién de azicar se ha simplificado sensi-
blemente, ya que en esos casos no es necesario agotar al ex-
tremo la melaza final (71). Un exhaustivo analisis quimico
de melazas de distinta procedencia se encuentra disponible
en la literatura referenciada (69) (70).

La melaza reconoce multiplicidad de usos, tal como mate-
ria prima para la produccién de bioetanol por fermentacion,
aminodcidos, dcidos orgénicos, szarter (inéculo) de levadura
para la produccién de levadura de panificacién (previo enri-
quecimiento con biotina), etc. (70) (71).

Sin embargo, un uso relevante de la melaza final consiste
en su administracién a vegetales, diluida solamente en agua
o formando parte de otras preparaciones fertilizantes.

Acorde con la informacién comercial provista por empre-

217



VICTOR BAUTISTA DiAZ

sas productoras de melazas destinadas a fertilizacién (72),
este material provee una interesante cantidad de carbohi-
dratos (44-52% P/V), asi como micronutrientes fundamen-
tales para el crecimiento y metabolismo de las plantas.

Su capacidad de complejacién con iones metdlicos (for-
macién de quelatos) permite hacer a estos iones mas biodis-
ponibles fijindolos al suelo e impidiendo su lixiviacién (72).
De hecho, es uno de los mejores carriers de hierro reconoci-
do por su origen natural, no sintético, que permite su rapida
absorcién por parte del vegetal y estimula el crecimiento de
microorganismos benéficos del suelo (73).

Dado que, en promedio, 1 tonelada de cafa de aztcar ge-
nera 23 litros de melaza (74), es natural que la utilizacién de
estas “mieles finales” cobre interés en la aplicacién a los pro-
pios cultivos de cafna de azicar, junto con otros subproductos,
tales como el bagazo y lodos de filtro prensa, lo cual permite
el descenso de la cantidad de fertilizantes quimicos utilizados.

La bioconversién de melazas destinadas a la obtencién
de 4cidos orginicos con capacidad complejante de iones
metdlicos, ha permitido no solo reducir el uso de fertilizan-
tes quimicos, sino también minimizar la contaminacién de
cursos de agua con fertilizantes nitrogenados y promover la
fertilizacién de cultivos y especies arbéreas (75).

6.5 Vinazas

Las vinazas son subproductos de la industrializacién de la
cafia de azdcar. Son liquidos oscuros, viscosas, de olor des-
agradable, con alto contenido de sustancias orgdnicas y, por
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tanto, con muy altos valores de DBO y DQO (demandas
bioquimica y quimica de oxigeno, respectivamente). Esto
hace que su volcado irrestricto e inadecuado al medio am-
biente genere lamentables impactos ecoldgicos. Esta situa-
cién es la que ha promovido los estudios industriales para la
conversién de vinazas a productos utiles y a la vez rentables.

De acuerdo con Olbrich (69), parece necesario distinguir
entre dos tipos diferentes de vinazas: aquellas resultantes de
las dltimas etapas de fabricacion de azdcar y las otras obte-
nidas como residuo de la produccién de alcohol por fermen-
tacion de las melazas. Efectivamente, la fermentacién de
melazas por adicién de levaduras convierte la mayor parte
de los aztcares disponibles en ellas (sacarosa, fructosa, dex-
trosa, etc.) en etanol, el cual es aislado del seno por méto-
dos de destilacién. El seno liquido agotado de alcohol es la
asi denominada “vinaza de alcoholera o de destileria”. Este
material también recibe la denominacién fabril de “fondo
de calderete”, “barros de destilacién” o “aguas agotadas de
destileria”.

Estas vinazas de alcoholera son los productos principales
de la industrializacién de las melazas y a las que se dedicard
el presente texto. En el proceso de obtencién de alcohol, la
calefaccién con la destilacién concomitante sigue hasta que
el seno en destilacién queda “agotado” de etanol. El residuo
descargado del calderete de destilacién es la vinaza de alco-
holera propiamente dicha. En la préictica fabril, los sucesivos
lotes de vinaza se retnen y vuelven a destilar con el objeto
de recuperar tanto alcohol como sea posible.

Como resultado de las etapas de calefaccién (incluida la
etapa de evaporacién para incrementar su concentracién de
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sélidos), el material sufre reacciones de condensacién. Este
producto “condensado” y concentrado en sélidos, se deno-
minan “melazas solubles condensadas” (condensed molas-
ses solubles, CMS) (76), material que es utilizado como un
tertilizante NP, tal cual o mezclado con vinaza propiamente
dicha sin condensar, aplicindose al vegetal por via foliar o
asperjando directamente sobre el terreno, y constituye un
excelente reemplazo de la utilizacién agricola de melaza, la
cual es comparativamente mads cara (76).

Cuando es necesario aumentar el contenido de N en la
vinaza, se agregan hidrolizados proteicos, por ejemplo, de
pescado (77), dado que la vinaza contiene niveles bajos de
N, mayormente formando parte de sélidos insolubles en
suspension (78).

Olbrich (69), asi como Rodrigues Reis y Hu (78), proveen
en sus reportes un extenso andlisis quimico cuantitativo de
las vinazas, cuya composicién depende en gran medida de
su origen y procedencia. Como ya se ha comentado, las vi-
nazas son ricas en compuestos fendlicos y melanoidinas y
compuestos caramelizados: durante las etapa de calefaccién,
las reacciones de condensaciéon conducen a la formacién de
melanoidinas, uno de los productos finales de las reacciones
de Maillard. Los colorantes fendlicos son productos con-
densados de los grupos cindmico y benzoico, precursores de
los flavonoides (79).

El empleo de vinazas en fertirrigacién es uno de los usos
sustentables econémicamente y compatibles con el medio
ambiente cuando la fertilizacion se efectia sobre bases cien-
tificas que incluyen el conocimiento del suelo por fertilizar
y la composicién de la vinaza que se utilizard con este fin.
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La correcta aplicacién no afecta las propiedades del suelo
y no contamina los cursos de agua subterrdnea (78); una
orientacién del uso adecuado de vinaza para estos fines es el
empleo de hasta 300.000 litros de la misma / hectdrea (3-4
kg K*/m?).

Repetidamente se ha advertido sobre los aspectos adver-
sos de la disposicién de vinazas sobre el terreno, efectuada
sin una base cientifica, por lo cual se ha propuesto una re-
gulacién oficial para el uso de vinazas con fines fertilizantes
en los paises que la generan. Estas regulaciones incluyen,
las dosis recomendadas de sales y cationes (K*, Na*, Ca*,
Mg**), compuestos polifendlicos y sustancias orgédnicas (80).

Vadivel y colaboradores (81), asi como Chhaya y Kumar
(82), han proporcionado excelentes indicaciones tabuladas
sobre la préctica de adicién de vinazas aplicadas al terre-
no o sobre los cultivos, relacionando los lugares geograficos,
especie vegetal y practicas recomendadas, asi como una in-
teresante comparacion entre las modalidades de irrigacién
y fertirrigacién, brindando datos que permiten asegurar la
fertilizacion a través de distintas variables (distribucién de N
en el suelo, biodisponibilidad al vegetal, etc). Esto conlleva
la disminucién en el consumo de fertilizantes quimicos y de
agua potable, asi como un descenso en la contaminacién de
aguas fredticas y superficiales. Del examen detallado de estas
dos tdltimas referencias bibliogréficas se puede puntualizar:

Incremento de rendimientos a través de la fertilizacion
sobre bases cientificas con vinazas: por ejemplo, en Cuba, se
han fertilizado cultivos de cafia de aztcar a una tasa de 300
m?3/ha en dilucién 1:5 asociada a fertilizacién NPK, habién-
dose obtenido un incremento del 64% en el rendimiento.
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Incremento de la poblacién microbiana del suelo: la tasa
de descomposicién de materia orgdnica resulta ser hasta
5 veces superior a la obtenida con la adicién de excre-
mento de ganado.

Incremento del estado de agregacién del suelo, modi-
ficando su porosidad y generando corpuisculos de agre-
gacién con altos contenidos de N y C (mayor tenor de
materia orgdnica en el terreno). Esto es particularmente
importante en terrenos calcdreo-arenosos, en donde se
verifica aumento del tenor de materia orgdnica (en par-
ticular, 4cidos himicos).

Aplicada en forma conjunta a fosfato mineral, aumenta
la biodisponibilidad del P por parte del vegetal, con lo
cual se logra un descenso en el consumo de fertilizantes
fosfatados.

Su correcta aplicacién no actda contaminando aguas
subterrdneas o cursos hidricos (hasta 500 m3/ha), aun-
que en épocas lluviosas no deberia efectuarse su dispo-
sicién bajo la forma de fertirrigacién o directamente
sobre el terreno.

Dado que como orientacién general puede tomarse la

produccién de vinaza de alcoholera como 10-15 litros / li-

tro de etanol producido, es natural que se hayan desarrolla-

do criterios tecnoldgicos para el tratamiento de las vinazas

concebidas como efluentes indeseables, tales como proce-

sos aerébicos, anaerébicos, oxidativos, electroquimicos (83),

biodigestién para la obtencién de CH, y/o combustién, in-

cineracion, etc., alentando las investigaciones técnicas para

la concentracién de vinazas con el objeto de disminuir su
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volumen y aumentar su tenor de sélidos (vinaza tal cual,
5-10% P/V') (84).

Se encuentran publicados los avances producidos en la
tecnologia de procesos fermentativos con el objeto de dis-
minuir la cantidad de vinaza producida por litro de alcohol,
incluidos estudios sobre técnicas de evaporacién al vacio y
de separacién por membrnas (6smosis inversa) (84).

En particular, la recirculacién de vinaza a la etapa de
fermentacién de melaza se muestra como un avance pro-
misorio (85). Esta referencia bibliogrifica presenta una ex-
celente revision histérica del uso de vinaza en procesos de
recirculacion.

Se encuentran documentadas las bases teéricas y experi-
mentales de funcionamiento de una planta piloto industrial
para el tratamiento de vinazas y su posterior conversién a
alimento para ganado, incluido el proceso de cambio de es-
cala (86).

Las vinazas no se producen solamente por la industrializa-
cién de la cana de azdcar y la remolacha azucarera, sino que
también se pueden obtener del procesamiento de otras especies
vegetales. Al respecto, se encuentra disponible una excelente
caracterizacién analitica de las vinazas de trigo, cebada, maiz,
celul6sicas, sorgo dulce y dgave (generacién de tequila) (83).

Romin y sus colaboradores (87) han efectuado un descu-
brimiento relevante, tal como la conversién de vinazas a 4ci-
dos hiimicos y fulvicos a través de la accién de un consorcio
multienzimdtico, asi como el desarrollo de la quimica e in-
genieria de base de una planta industrial de este fertilizante
liquido, incluyendo la caracterizacién analitica y normaliza-
cién de las vinazas de partida.
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Se han llevado a cabo muy interesantes desarrollos re-
teridos a la caracterizacién de los polimeros constituyentes
de las vinazas (espectroscopia IR), poder quelante de ca-
tiones metdlicos, caracterizacién de pesos moleculares de
los constituyentes y la transformacién industrial de vinazas
normalizadas (88). Estas investigaciones, (llevadas a cabo
por Kimel Aditivos, S.L..) y sus productos resultantes, han
sido adecuadamente registrados con fines de patentamiento
(89). También se han desarrollado formulaciones fertilizan-
tes a base de vinazas concentradas por evaporacién, mez-
cladas con las tortas de filtracién obtenidas en los procesos
de elaboracién de azicar de cafia, con adicién regulada de
elementos fertilizantes (90).

La vinaza puede ser utilizada como medio de cultivo en
produccién biotecnolégica de hidrégeno y también para la
obtencién de dcidos grasos volatiles a través de la accién de
bacterias anaerébicas (91).

Las vinazas de alcoholera, en tanto que fertilizantes, se
han aplicado sobre los propios cultivos de cafa de azdcar
y sobre otros cultivos y al respecto existen detallados estu-
dios que han permitido llegar a importantes conclusiones,
a saber:

* La aplicacién de vinaza sobre cultivos de cafia de aztcar
(100-400 m*/ha), estimula el sistema radicular y la emi-
sién de brotes (92).

* Las vinazas presentan un desbalance de nutrientes, por
lo que se deben complementar con fertilizantes quimi-
cos (sobre todo, nitrogenados, pero también potdsicos).
En suelos fertilizados con vinaza, se registra mejor res-
puesta a la adicién de fertilizantes nitrogenados (92).
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* La vinaza aplicada racionalmente satisface las necesida-
des de N, K y S, reduciendo los costos de fertilizantes
quimicos (92) (93).

* El efecto de la adicién de vinaza con cloruro de potasio
sobre suelos de distinta naturaleza arcillosa demuestra
que puede disponerse racionalmente sobre los terrenos
de la plantacién en forma inocua (93).

* La aplicacién sobre otras plantaciones, por ejemplo,
maiz, ha revelado incrementos en el rendimiento de
hasta 65%, en dosis de 100 m3/ha (94).

* Las investigaciones llevadas a cabo por doquier permi-
ten documentar los efectos benéficos de la adicion rea-
lizada en forma cientifica sobre terrenos y plantaciones

(95).

6.5.1 Consideraciones sobre los Erocesos de
concentracion de vinazas de alcoholera

En el desarrollo del presente capitulo ha quedado estable-
cido que la concentracién de sélidos en las vinazas de alco-
holera raramente sobrepasa una concentracién del 10% P/V,
y por ello su uso como fertilizante obliga a la disposicién
sobre el terreno de grandes volimenes de liquido acuoso,
con lo cual el lavado de los minerales del suelo se maxi-
miza facilitandose la penetracién del material en las capas
fredticas y cursos hidricos con la contaminacién asociada.
Las vinazas, por otra parte, pueden contener trazas de me-
tales pesados e inclusive arsénico, cuya acumulacién en el
terreno es sumamente indeseable, tanto en lo que respecta a
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la contaminacién ambiental como a su incorporacién a los
tejidos vegetales propios de la especie cultivada. La disemi-
nacién de estos elementos quimicos también significa una
pérdida econémica, dado que los mismos presentan diversa
aplicacién industrial en caso de ser recuperados. Por lo de-
mis, debe considerarse que los enormes volimenes de agua
diseminados sobre el campo de cultivo, es agua malgastada
que se deberia poder recuperar técnicamente y reciclar en el
proceso de biorefinerias, con el objeto de optimizar costos y
rentabilidad.

En este sentido, la concentracién industrial de vinazas de
destilacién de alcohol, se produce bdsicamente a través de
dos alternativas, la evaporacién (concentracion térmica) y la
concentracién a través del uso de tecnologias de separacién
por membranas, a saber, ultrafiltracién (UF), nanofiltraciéon
(NF), 6smosis inversa (reverse osmosis, RO).

6.5.1.1 Concentracion por evaporacion
La concentracién de vinazas por evaporacién térmica del
agua constituyente fue estudiada en profundidad en épo-
cas recientes (96) a través de métodos de secado emplean-
do unidades de pelicula descendente (“falling films”), con
lo cual se logra una concentracién de sélidos de hasta 75%.
La posterior combustién del material concentrado per-
mite la recuperacién del potasio contenido en la vinaza ori-
ginal, bajo la forma de K,SO,, siendo utilizado con fines de
tertilizacion agricola. Sin embargo, se debe tener en cuenta
que esto no soluciona el problema de la necesidad de eli-
minacién de metales pesados en la vinaza inicial (los que se
van a encontrar en el K SO, producido); el agua recuperada
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por evaporacién en la pelicula descendente contiene en di-
soluciéon materiales volatiles de distinta naturaleza, lo cual
obliga a su purificacién post-evaporacién (purificacion para
la cual los métodos de RO pueden representar una solucién
econdmica, versitil, elegante y adaptable a toda escala).

Por cierto, al respecto se debe hacer notar que los com-
ponentes volatiles de la vinaza se encuentran perfectamente
caracterizados, cualitativa y cuantitativamente: alcohol fenil
etilico, furfural, pentadecanol, hexadecanol, lictico, acético,
térmico, acetaldehido (en el concentrado permanecen polial-
coholes derivados de monosacdridos, sacarosa y dcido quinico).

Entre los materiales volatiles también se encuentran éste-
res etilicos de dcidos grasos y cera de vinaza (cuyo contenido
en dcidos grasos no esterificados y esterificados se encuentra
perfectamente caracterizado) (97) (98).

Lo expuesto ha alentado las investigaciones técnicas so-
bre la concentracién de vinazas, no solo por evaporacién al
vacio, sino también a través de métodos de UF, NF y RO, lo
que permite disminuir su volumen y aumentar su concen-
tracién (84). De la misma forma, se han estudiado diversos
adelantos en procesos fermentativos con el objeto de dismi-
nuir la cantidad de vinaza producida por litro de alcohol o
bien el empleo de vinaza como sustrato para la bioproduc-
cién de CH,, posteriormente utilizado como combustible.

6.5.1.2 Concentracion a través

de métodos de UF, NF, RO

Como se ha establecido, las vinazas suelen contener metales
pesados y otros elementos (Cu, Pb, Zn, Cd, Hg, As) que

pueden contaminar suelos por la aplicacién repetida de la
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misma como fertilizante (99). La vinaza concentrada a 60°
Brix (60-65% solidos P/P) tiene un tenor de 4-8% de pro-
teinas, 35-42% de carbohidratos (5% de azucares; 3,3% de
polisacdridos) y otros materiales no dializables, entre los que
se encuentran polimeros y pigmentos de alto peso molecu-
lar (superior a los 12 kDa), responsables del color oscuro del
material (99).

Estos pigmentos oscuros son melanoidinas, polimeros
heterogéneos de alto peso molecular (coloides altamente
dispersos, dcidos, negativamente cargados, de pesos mo-
leculares comprendidos entre 5000-40000 Da) generados
cuando carbohidratos de bajo peso molecular o compues-
tos fendlicos (taninos, dcidos htiimicos) se combinan con los
aminodcidos de las proteinas via reaccién de Maillard (100)
(101). Precisamente, las melanoidinas son las responsables
de fitotoxicidad sobre los cultivos vegetales y sobre micro
y macroorganismos acudticos, y son recalcitrantes a la de-
gradacién microbiana, ain en plantas de tratamiento (101).
En la materia seca de las vinazas se ha determinado que
entre 79-92% de la misma estd constituida por una frac-
cién de carbono orgénico soluble, revelando la presencia de
carbohidratos y de sustancias fulvicosimilares (102), siendo
la celulosa y la hemicelulosa constituyentes de los citados
carbohidratos (102).

Se ha llevado a cabo la eliminacién de estos materiales de
alto peso molecular con el uso de floculantes naturales de
bajo peso molecular, relacionados con el tanino, aunque la
persistente presencia de productos téxicos en el seno liquido
obliga a un posterior tratamiento foto-Fenton (UV') activa-

do con TiO, (103).
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La aplicacién de tecnologias de separacién por membra-
nas tiene entonces por objeto producir una concentracién
de las vinazas, generando un permeato de gran volumen, el
cual necesita ser “pulido” a través de un adecuado paso de
NE/RO (104) (105).

Las posibles combinaciones de las diferentes etapas de UF,
NF y RO han sido estudiadas en detalle por diferentes inves-
tigadores, pero deben ser ensayadas en el lugar de generacién
de la vinaza, para cada tipo de vinaza producida en el proceso
fabril (o bien para una vinaza “promedio”) y con el objeto
de produccién de un fertilizante inocuo para el terreno, con
recuperacién de enormes volimenes de agua apta para ser
reutilizada en el proceso. En este sentido, la revisién de bi-
bliografia técnica revela las condiciones experimentales mds
adecuadas para cada tipo de fraccionamiento deseado.

Covallier y colaboradores (106) detallan el uso de RO
para el tratamiento de vinazas, con coeficientes de rechazo
superiores al 85%: la adecuada seleccién del pH del medio
liquido asegura la recuperacién de los productos volatiles
anteriormente detallados.

Estos investigadores proponen el uso del interesante
doble paso de RO (en general, aplicado a cualquier valor
de peso molecular de corte) para lograr mejores valores de
retencién (106). No obstante, es razonable esperar que la
utilizaciéon de una de estas tecnologias en particular no sea
apta para la resolucién satisfactoria de este tipo de procesos.

El criterio bien establecido de los “dobles pasos” también
debe ser tenido en cuenta y conscientemente estudiado para
cada sustrato en particular.

La combinacién adecuada de métodos de UF, NF y RO
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ha sido excelentemente desarrollada por de Moraes Santos
Gomex y colaboradores (107), con una detallada descrip-
cién de condiciones experimentales y valores de pesos mo-
leculares de corte (MW cut-off).

Este grupo de investigacién emplea una “cascada” o “tren”
de ultrafiltracién a través de valores de cut-oft de 100 kDay
1 kDa, y NF a través de membranas de cut-oft de 300-500
Da (107).

Murthy y Chaudhary (108) efectuaron un excelente tra-
tamiento de los procesos combinados de UF y RO, habien-
do obtenido eficiencias de rechazo de hasta el 99% de séli-
dos disueltos, SO 7, K*, DBO y DQO; lamentablemente, no
se hace mencién expresa de los valores utilizados de pesos
moleculares de corte.

Una interesante tecnologia se encuentra disponible a
través de New Logic Research Inc. (109), la cual minimi-
za los indeseables efectos del “fouling” de las membranas
a través de un movimiento vibratorio oscilante rapido de
la unidad de filtracién, con la cual se dificulta la deposi-
cién de coloide sobre la superficie filtrante. Se aseguran
asi altos valores de flujo para altos valores de retencién de
solutos, tanto para vinazas previamente digeridas como
sin digerir. La tecnologia USEP se utiliza en el tratamien-
to de la vinaza generada, asi como la filtracién antes del
proceso de destilacién (con lo cual se obvia la generacién
de la vinaza caracteristica): la filtracién previa a la etapa
de destilacién facilita la misma sobre el permeato libre de
s6lidos (109).

Breda, Lorain y colaboradores (110) ensayan el empleo

de un tren de UF (300 kDa) — NF (500 y 1500 Da) en
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vinazas de metanacidn; el estudio revela que, a flujos bajos,
el permeato de nanofiltro es apto para su volcado a cursos
naturales de agua, cumpliendo las normas en vigencia para
valores de DBO, DQO y coloracién.

En lo relativo a pulido final en aguas condensadas de
evaporadores, la etapa de NF es obligada en orden a eli-
minar compuestos voldtiles arrastrados por la operacién
de destilacién y presentes en el agua condensada. Habi-
tualmente, el condensado sale a temperatura elevada y, por
tanto, en los casos en que el mismo se puede reciclar en
caliente, se han desarrollado membranas en arrollamien-
to espiral aptas para operacién continua a temperatura de
hasta 90°C (111).

En este punto, parece importante remarcar lo siguiente:
la tasa de decoloracién (lo que es equivalente al grado de re-
tencion de melanoidinas), se puede mejorar sensiblemente
implementando el denominado “doble paso de ultrafiltra-
cién”, como ya se ha documentado (106). En particular, el
doble paso consiste en hacer pasar dos veces la solucién por
la misma membrana. Efectuado el primer pasaje de la solu-
cién a través de la membrana, el permeato obtenido se vuel-
ve a ultrafiltrar a través de la misma. Con esta operacidn, se
pueden lograr importantes reducciones en el indice de color,
que puede alcanzar hasta el 85-90%.

El doble paso de UF se puede realizar cambiando el cut-
oft de la segunda membrana, habitualmente menor que el
peso molecular de corte de la primera. Se obtiene asi un
segundo permeato mds decolorado atn.

La tercera etapa obligada es la implementaciénde un paso

de NF (100-350 Da), con lo cual se facilita el permeado de

231



VICTOR BAUTISTA DiAZ

agua y sales inorgdnicas (monovalentes, por ejemplo, cloru-
ro), quedando retenidos macrosolutos (en este caso, restos
de melanoidinas). A valores altos de peso molecular de corte
(cut-off), por ejemplo, superiores a 5 kDa, es habitual en la
practica técnica concentrar la solucién coloreada al maximo
(por ejemplo, 5-10% del volumen inicial) sin proceder a una
etapa de diafiltracién subsiguiente, dado que este procedi-
miento habitualmente tiende a hacer permear colorantes
que hasta el inicio de la didlisis habian quedado retenidos
(112).

El empleo de resinas adsorbentes con el objeto de deco-
loracién de estos materiales también representa una serie
muy grande de posibilidades, bien utilizadas por el técnico
formado en el arte: su amplio campo de aplicacién cubre en
igual medida la decoloracién de aguas, soluciones polisaca-
ridicas y proteicas, aminodcidos, azicares sencillos, antibié-
ticos, etc.

La aplicacién de las resinas adsorbentes en los distintos
procesos de la industria de alimentos se encuentra extensa-
mente detallada en (113) (114). Al respecto, la resina Am-
berlite™ XAD 761 presenta 6ptimas propiedades de decolo-
racién de soluciones acuosas, asi como las Amberlite™ XAD
7 HP y XAD 18 (114); la interesante resina Amberlite™
XAD 1180 N presenta adsorcién de solutos de peso mole-
cular superior a 1000 Da.

Dichas resinas se regeneran en columna procediendo a la
elucién con etanol puro o en solucién acuosa, acetona o bien
solucién acuosa 1 M de NaOH (115).

La Figura 6.5 propone un procedimiento tentativo para la
produccién de fertilizantes a base de vinazas de alcoholera,
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con especial énfasis en la utilizacién de técnicas de ultrafil-
tracién, nanofiltracién, ésmosis reversa y etapas de decolo-
racién (pulido) a través del uso de adsorbentes poliméricos.

Figura 6.5: Vinazas: método de produccién tentativo de fertilizantes

por tecnologias de UF-NF-RO/ resinas de adsorcién

[ Vinaza original (5-10% sélidos) ]

[ Filtracion Abrillantante (placa CAS 7) |

]
[ Concentracién UF (100kDa) a 10% vol. inicial + DF (1vol.H,0) |

Permeatos Retentato
Concentr. UF 8kDa (5%vol.inicial) (celulosas, hemicelulosas,
+ DF vs.H,0 (1vol) proteinas, pigmentos)
Retentato Permeatos
Melanoidinas Doble paso UF 8 kDa
Il ]
Permeatos
Retentato Concentracion NF
500Da + Nano DF
(H,0, 1 vol)
!
[ Incineracién ]
[ Permeato | [ Retentato ]
Cromatografia
55 adsorcion XAD 7HP;
Concentracién por RO XAD 18 (pulido de la
coloracién)
¥
Permeato Retentato Eluatos (Vinaza
(agua a recirculacion en | recuperacidén de refinada apta para
proceso) trazas metalicas fertilizacién )
DF: Diafiltracién

Fuente: Elaboracién propia, en base a referencias (106) (107) (108) (111) (112)
(113) (114) (115) (116)
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CAPITULO 7

APLICACION DE
OLIGOSACARINAS A LOS
CULTIVOS TROPICALES






7.1 Introduccion

En el presente capitulo se efectuard una breve revisién bi-
bliografica sobre el empleo de las oligosacarinas en el cultivo
comercial de especies tropicales.

Existen cultivos caracteristicos de las zonas tropicales y
subtropicales, que histéricamente han sido considerados
como fuente de supervivencia de poblaciones rurales em-
pobrecidas, no siempre orientadas por profesionales autori-
zados y/o incapaces de aprovechar los modernos conceptos
agronémicos de la agricultura cientifica. El autor piensa que
el detalle de usos y extensién de las aplicaciones de estos
promotores de crecimiento vegetal puede ayudar a mejorar
las condiciones de vida del trabajador rural en los trépicos,
aumentar los rendimientos del cultivo, minimizar el uso abu-
sivo de fertilizantes quimicos (con lo cual no solo se logran
mejoras en la esfera econémica, sino que también disminuye
el impacto ambiental que el exceso de fertilizantes quimi-
cos genera, tal como polucién de los suelos, contaminacién
de napas y cursos hidricos, etc.) e introducir conocimientos
sustanciales al alcance del productor rural. En este sentido,
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se han elegido cinco cultivos tropicales, sean éstos el cultivo
del café, cacao, cafia de azicar, anand y banana.

7.2 Café

Este cultivo es una de las mayores “commodities” en el
mercado mundial y se lo cultiva en el Africa subsaharia-
na, el lejano Oriente (India a Indonesia) y Latinoamérica
(1). Como se vino observando, en este cultivo el costo de
tertilizantes quimicos y el laboreo se cuentan entre las mas
altas inversiones (1), por lo que, en orden a minimizar dicho
costo, es necesario hacer un correcto uso de la fertilizacion
quimica.

De hecho, el desarrollo y la produccién del cultivo depen-
den en gran forma del manejo tecnolégico del cafetal, las
condiciones climdticas y del suelo de la finca, habiéndose
verificado que un aumento del empleo de fertilizantes no
siempre significa un incremento en la produccién de café
(aunque es cierto que la administracién sub-6éptima de fer-
tilizantes conduce a un decremento en la produccién del
cafetal) (2).

El esquema de fertilizacién del cafeto se encuentra abun-
dantemente detallado en la bibliografia autorizada (2) (3);
se encuentra bien documentado que el programa de fertili-
zacién debe ser seleccionado en base al andlisis de los suelos
de la finca, o por lo menos en funcién de la fertilidad de los
suelos de la regi6n (3). Para el caso de Costa Rica, las f6r-
mulas de fertilizantes deberian contener un minimo de 15%

N, 3% P,O. y 4% MgO, con 0,33% B (3).

258



OLIGOSACARINAS (OLIGOSACARIDOS)

La Asociacién Nacional del Café (Guatemala) (ANA-
CAFE) ha publicado un excelente esquema de fertilizacién
de cafetales, con detalle de los elementos quimicos que extrae
del suelo el vegetal y la forma de reincorporarlos al sistema
(4). Lo mismo puede verificarse en lo publicado por el Cen-
tro de Investigacién del Café y en los catdlogos de las com-
pafias industriales comercializadoras de fertilizantes (5) (6).
Sin embargo, la revisién de esta bibliografia especializada en
el cultivo de los cafetales sefiala la ausencia de indicaciones
respecto del uso de oligosacarinas para la biopromocién de
estos cultivos. Es verdad que existen excelentes productos
comerciales a base de oligosacarinas, no solo para el café,
sino también para una gran cantidad de cultivos (7), con
el objeto de inducir resistencia natural a patégenos. Pero la
utilizaciéon de estas preparaciones, cientificamente desarro-
lladas, no parece estar ampliamente difundida.

En efecto, el empleo de oligosacarinas en el cultivo del
café solo parece estar referenciado en la bibliografia de in-
vestigacion, la cual tampoco es extensa (por lo menos, en lo
que le consta al presente autor).

Van y colaboradores (8) han comprobado los efectos be-
néficos que proporciona a la planta de café la aspersién fo-
liar de quitooligosacarinas.

Las oligosacarinas derivadas de pectina de citrus aplicadas
a cultivos de café (también de cafia de aztcar y bananeros)
han permitido minimizar el empleo de otras fitohormonas,
estimulando el crecimiento del vegetal y de las raices, asi
como la reduccién del tiempo requerido para la propagacién
09).

No obstante lo expuesto, el uso cientifico de oligosacari-
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nas en la bioestimulacién de cultivos de cafeto, documenta-
cién de ensayos a campo, evaluacién de rendimientos, uti-
lidad de su aplicacién a cultivos desarrollados sobre suelos
de diferente naturaleza, etc., todavia parece pendiente de
rigurosa experimentacion.

7.3 Cacao

El cacao es un caracteristico cultivo de naturaleza tropical
que requiere niveles de precipitacién abundantes (1600-
2500 mm anuales), temperaturas oscilantes entre los 23 y
32°C, una altitud de cultivo comprendida entre los 800 m y
el nivel del mar y sombra proveniente de otras plantas (las
cuales deben ser sembradas al efecto) (10). Los fertilizantes
empleados en su cultivo incluyen los de tipo NPK, abonos
orgdnicos tales como el compost y el “bocashi” (descom-
posicién aerébica de residuos biolégicos, excremento de
ganado, gallinaza, cdscaras de arroz y/o café, melaza, cal y
cenizas) (11).

El suelo en el que se desarrolla el cacaotal no debe ser ex-
cesivamente arenoso, por el contrario, debe poseer adecuada
cantidad de materia orgdnica o humus.

Este terreno, base del cultivo del cacaotal, resulta empo-
brecido debido a la fuerte demanda de nutrientes que efec-
tua la plantacién, lo que resulta parcialmente subsanado por
la aplicacién de fertilizantes quimicos y también de los abo-
nos orgénicos ya citados. En este sentido, el empleo de la
tertilizacién con compuestos nitrogenados (urea, excremen-
to animal) se encuentra bien referenciada (12) (13) (14).
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El empleo de oligosacarinas (en particular, oligogalactu-
rénidos) sobre los botones florales de cacao permitié de-
mostrar la formacién de callo y de raices (Saborio (15) ci-
tando a Diaz et al (16)).

En una interesante contrastacién sobre la bioactividad de
diferentes bioestimulantes en la propagacién de plantas in-
jertas de cacao, Rodriguez y Remberto (17) han demostrado
la superacién significativa de los pardmetros evaluados res-
pecto del testigo (altura y didmetro del injerto, nimero de
hojas y tasa de mortalidad), habiendo incluido en el estudio
una composicién comercial en base a oligosacarinas (algi-
nato oligosacarinas extraidas de algas) (Rootmost”; Canada
Oceanic).

El producto Fitomas-E®, desarrollado por el Instituto
Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cana de
Azucar, ha sido ensayado con pleno éxito en la mejora y
bioestimulacién de cultivos tropicales, tales como la guayaba
y el cafeto (18) (19). Sin embargo, se trata de una compo-
sicién que contiene multiplicidad de derivados de desechos
de la industria azucarera, tales como aminodcidos libres, li-
pidos, sacdridos, N, P y K (18) (20), de manera que su rele-
vante accién bioestimulante no puede asignarse exclusiva-
mente a la presencia de oligosacdridos.

El regulador de crecimiento vegetal triacantanol, también
derivado de la industrializacién de la cafia de aztcar (véase
6.2.1) ha demostrado su utilidad en la germinacién de los
plantones de cacao procedentes de semilleros (21).
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7.4 Cana de azacar

Acorde con Pérez Zamora (22), “ la cafia de azicar es un
cultivo semi-perenne, que se siembra una vez y se cosecha
entre 4 y 6 veces en dependencia del manejo agronémico”.

Pertenece al género Saccharum, del cual existen varieda-
des en especies. Se la cultiva en Indonesia, Sudafrica, Aus-
tralia, Brasil, Colombia, Perd, Argentina, Nigeria, etc., dado
que es un cultivo caracteristicamente tropical, aunque se
adapta bien a variaciones climdticas ya distintos suelos. Se
la cultiva entre los 35" N y 35° S y, sobre todo, en altitudes
por debajo de los 1000 metros snm (23). Sus raices pueden
extenderse hasta unos cuatro metros por debajo de la su-
perficie del terreno y es una planta voraz consumidora de
nutrientes; de hecho, presenta una amplia respuesta frente a
la adicién de fertilizantes nitrogenados (fundamentalmente
urea) (22) (23). Ademais de la suministracién de fertilizantes
NPK, la fertilidad de la cana de aziicar mejora por la adicién
al suelo de vinazas, compost de bagazo, tortas de filtro pren-
sa (“mud”, “press mud”, “lodos de prensa”) y desechos vege-
tales, los cuales se vierten solos o mezclados entre si (23).

La aplicacién de fertilizantes nitrogenados, fosfatados
y potdsicos en las primeras etapas de crecimiento vegetal
incrementa los rendimientos de sacarosa obtenida (24), y
como complemento fertilizante, la administracién de vi-
nazas efectuada profesionalmente ha proporcionado exce-
lentes resultados: de hecho, estos criterios agronémicos han
evitado inaugurar nuevas dreas de cultivo en Brasil (primer
productor mundial) (25).

Al respecto, la bibliografia citada (22) (23) (24) (25) es
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verdaderamente relevante. Sin embargo, no se observa en
ellas ninguna aplicacién de productos a base de oligosaca-
rinas sobre estos cultivos. Esto hace creer que esta practica
no es extendida.

El uso prictico de oligosacarinas (oligogalacturénidos) en
el cultivo “en vitro” de cafia de azicar ha sido cuidadosa-
mente revisado por Cabrera et al (9) y por Falcén Rodriguez
y colaboradores (26).

Hien (27) lleva a cabo un importante estudio a campo so-
bre cultivos de cafia de aztcar (también de arroz) aplicando
quitooligosacarinas de distinto grado de acetilacién y obte-
nidas de distinta forma (degradacion peroxidolitica, degra-
dacién radiolitica, deacetilacion llevada a cabo con distintas
concentraciones de NaOH a distintos tiempos de reaccién).
Hien comprueba que, en todos los casos, la tasa de enferme-
dad en las hojas se reduce significativamente en funcién de
la concentracién de quiotooligosacarina aplicada; de la mis-
ma manera, la productividad (ton/ha) se incrementa hasta
en un 16% respecto del cultivo “control”.

Izquierdo y su notable equipo de investigadores cubanos
(28) efectuaron recientemente una significativa contribu-
cién sobre el comportamiento de las pectinooligosacarinas
(obtenidas de pectina de citrus, Pectimorf”) sobre variedad
de especies vegetales, entre ellas, cafia de aztcar (cultivo “in
vitro”); la administracién del promotor de crecimiento en
el medio de cultivo (a distintas concentraciones) estimula
fuertemente la produccién de embriones, con marcada re-
duccién en la dispersién de este proceso.

Estas aplicaciones tan provechosas sobre los cultivos ve-
getales han originado la reciente aparicién de patentes que
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cubren productos y usos de las oligosacarinas, no solo como
bioestimulantes de los cultivos, sino también como enalte-
cedor de las defensas del vegetal.

Se ha establecido recientemente (29) la proteccién contra
especies fitopatégenas de hongos que la aspersion foliar de
paredes celulares de levadura generan sobre gran cantidad
de especies vegetales, entre ellas, la cafia de azdcar (véase
3.1.1 — Residuos de levaduras como materia prima).

Una interesante solicitud de patente china publicada en
el afio 2015 (30) pone de relieve el hecho (no siempre re-
conocido) de que la aspersién foliar de nutrientes sobre los
cultivos de cafia de azicar es una préctica poco comun; esta
invencién pretende solucionar el problema técnico del su-
ministro foliar de micronutrientes (IMn, B, Fe, Zn), en una
preparacién que ademads contiene aminooligosacarinas (qui-
tooligosacarinas) y trinexapac.

Los ensayos realizados permitieron demostrar el efecto
sinérgico de la formulacién en lo relativo al crecimiento del
didmetro internodal de la cana, que genera mayores rendi-
mientos y optimiza costos de fertilizacién quimica.

7.5 Anana

El anand (Ananas comosus L.) es una planta perteneciente
a la familia de las Bromeliaceae (2700 especies agrupadas en
56 géneros) y es conocida también con el nombre de “pifia”
o “abacaxi” (en Brasil). Existen 17 variedades de cultivo de
Ananas comosus.

La planta produce un fruto dulce, de sabor muy agrada-
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ble, que alcanza en su desarrollo un peso de aproximada-
mente 1,5-2 kg/unidad. El cultivo de anand se desarrolla en
regionaes tropicales o subtropicales, temperaturas 6ptimas
de entre 21-27°C (18-45°C), en regiones que no presentan
heladas (31) (32). En Latinoamérica, los paises que pro-
ducen anand a gran escala son Ecuador, Paraguay, Bolivia,
Brasil y otros, pero su cultivo se extiende a paises del sudes-
te asidtico (Tailandia, Vietnam) y China, México, Filipinas
(32). Lamentablemente, a pesar de que en la Republica Ar-
gentina el cultivo del anand se practica en la provincia de
Misiones, “en nuestro pais no se cuenta con antecedentes
de investigaciones cientificas en el cultivo de anand, la inica
informacién disponible en nuestra regién deriva de material
didictico realizado por profesionales del INTA EEA Mon-
tecarlo, Misiones” (cita textual perteneciente a la autorizada
tuente bibliogréfica generada por Leguizamén y colabora-
dores (32)). En este sentido, una de las aspiraciones del pre-
sente autor, en la medida de sus posibilidades, es estimular
las investigaciones en el uso de oligosacarinas en cultivos de
anand, de forma de poder extender su produccién a zonas
subtropicales de Argentina, ubicadas al sur de la provincia
de Misiones, con los beneficios econémicos para las pobla-
ciones rurales autdctonas.

El anani se produce entre el nivel del mar y altitudes in-
feriores a los 900 metros snm, con alta luminosidad (lo que
estimula el crecimiento y la buena calidad del fruto) y con
elevado caudal de precipitaciones. Un defecto en la disponi-
bilidad de agua retarda el crecimiento, mientras que un ex-
ceso (mayor a 1500 mm anuales) genera una pobre calidad
de fruto, con elevada acidez y poco tenor de azicares (33).
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De manera que el cultivo de anand necesita un régimen
regular de precipitaciones (1000-1500 mm anulaes) y un
medio ambiente con elevada humedad. Es un cultivo fuer-
temente dependiente de la fertilidad del suelo y es habitual
que cuando se produce cada recoleccion, se fertilice el terre-
no con N-P-K, CaO y MgO: las extracciones de nutrientes
por hectirea cultivada, con un rendimiento de 55 toneladas
de fruto son 205 kg N, 393 kg K O, 42 kg MgO, 121 kg
CaO y 58 kg de P,O, (34). Sin embargo, también es una
practica documentada la aplicacién de fitohormonas para
la induccién de la floracién (4cido naftalenacético; 4cido 2
cloroetil fosférico) (33). Con respecto a la ya citada fertili-
zacién nitrogenada convencional, permite verificar que un
buen aporte de N (aprox. 200 kg N / ha) garantiza altos
rendimientos y buena calidad del fruto, en particular cuando
se realiza la aspersion floral con urea (atin en suelos con alto
tenor de Al y bajo contenido de P) (35).

Izquierdo y colaboradores (28) han documentado el em-
pleo de brassinoesteroides en el cultivo “in vitro” (biorre-
actores) de anand y Moya et al., ensayan la aplicacién de
oligosacarinas pécticas en asociacién con brassinoesteroides
en la micropropagacién de anana (36). La multiplicacién “in
vitro” del anand bajo la influencia de oligosacarinas pécticas
ha sido estudiada por Rodriguez et al (37).

En el cultivo de anand, las oligosacarinas se suelen ad-
ministrar acompafiadas de fertilizantes N-K, administran-
dose bajo la forma de aspersién foliar (incluso via apli-
caciones aéreas) a razén de 140-280 g de oligosacarinas

puras / ha (7).
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7.6 Banano

El banano es originario del Asia Meridional Tropical y las
principales variedades comerciales son Musa paradisiaca y
Musa sapientum; la produccién mundial de banana sigue
en aumento (106 millones de toneladas en el afio 2015) y
el grueso de esta produccién (85%) proviene de pequefias
parcelas de trabajo y produccién familiar (en muchos casos,
con fines de autoconsumo) (38). Se cultiva en China, India,
Filipinas, Brasil, Ecuador, Colombia, Costa Rica, México y
Argentina (provincias de Formosa, Jujuy y Salta) (38).
Crece en suelos de estructura franco arenosa, franco arcillosa,
franco arcillo-limosa, con alta fertilidad, buen drenaje interno y
de profundidas 1,2 — 1,5 m (39). El clima preferencial de creci-
miento de esta planta es el tropical himedo, con temperaturas
de 18-35°C y hasta de 40°C, con aceptable provisién de agua
(120-150 mm de lluvia mensual, 44 mm semanales) (39). Los
sistemas aconsejados para la fertilizacién del banano descansan
sobre el suministro de los elementos ya bien conocidos (N P K
y elementos menores). De estos macronutrientes, el K es el ele-
mento mds importante para la nutricién del banano. Su sumi-
nistro se efecttia bajo la forma de sus sales: KCI, KNO,, K_SO,,
a razén de 80-1000 kg K / ha / afo. EI P es importante, pero
los requerimientos de este elemento por parte del vegetal no
son grandes. Suministrado bajo la forma de superfosfato triple
o fosfato mono o diaménico, la dosis debe ser ajustada entre
valores que estdn comprendidos entre 0-130 kg P / ha / ao.
EI N es sumamente importante para el desarrollo del vegetal.
Se lo suministra bajo la forma de urea o de sulfato de amonio
(con el inconveniente de que este ultimo es fuertemente dcido);
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la urea (46% N) ha sido aplicada con éxito en solucién 5% por
aspersion foliar (40) (41).

Las excelentes referencias bibliogrificas citadas, empero,
no sefialan la utilidad de las oligosacarinas en el cultivo del
banano, aunque su importancia parece bien documentada.

Se ha empleado Pectimorf” (oligogalacturénido obtenido
de pectina de citrus, con una distribucién molecular com-
prendida entre cadenas que contienen 9-16 restos monomé-
ricos de dcido galacturénico; ver 2.1) para el cultivo in vitro
del banano y posterior trasplante a condiciones ambientales;
con ese objeto se utilizé el oligogalacturénido citado embe-
biendo las raices del vegetal antes de su plantacién y poste-
rior administracién foliar (oligalacturénido en concentra-
cién de 1-10 mg /1) luego de medio mes de trasplantado el
vegetal; se ha comprobado que la planta asi tratada alcanza
mayor altura y nimero de hojas, asi como una mejora en
la tasa de supervivencia (42) (43). El citado oligémero en
conjuncién con brassinoesteroides ha demostrado presentar
fuerte actividad en todas las etapas de crecimiento del ba-
nano (28).

Las dosis recomendadas para la fertilizacién del banano
con oligosacarinas resulta ser de 0,5-21/ ha, de una solucién
comercial que contiene 142 g / litro (7), adecuadamente di-
luida en agua para fertilizacién foliar, siendo ésta una préc-
tica bien recomendada (7).

Existen en el mercado preparados comerciales que inclu-
yen en su férmula componentes de vinazas de cafia de azicar
y oligosacarinas especificas, lo que constituye una excelente
composicién (44), cuya administracién foliar al banano estd

indicada en 2-3 1 de producto / ha.
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En resumen, existiendo estudios documentados sobre la
utilidad de las oligosacarinas en el cultivo del banano y pro-
ductos comerciales ficilmente asequibles, es de esperar que
el uso de oligosacarinas se incremente en la aplicacién a los
cultivos tropicales, con las ventajas ya expuestas.
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http://www.kimeldecolombia.com/agro_ind/

MOL%20ALGAE.pdf.
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APENDICE

Aplicacién de oligosacarinas a los cultivos
fruticolas, horticolas y ornamentales

CULTIVO OLIGOSACARINA | APLICACION DOSIS BIOACTIVIDAD REF. BIB.
Fruticola - - - - (1) (linea-
miento guia)
Fruticola No declarada Foliar 2,5-3 Vha Promocién crecimiento [@3)
Guayaba oligogalacturénidos - 10-40 ppm Enraizamiento de esquejes 3)
Uva alginoligosacarinas Foliar 200-300 g/hl Enaltecedor del [O)
metabolismo
Uva oligogalacturénidos Foliar 2000 ppm Mayor contenido de ©6) (7
antociani
Mango QOS Cobertura del fruto - Antimicrobiano [©)
Ciruela QOS Cobertura del furto 2.5% Prolongacién tiempo ®
Papaya QOS Cobertura del fruto 5g/l Prolongacién tiempo [©)
Fresa QOS - - Prolongacién tiempo (10)
Citricos Oligogalacturénidos In vitro 10 ppm Bioestimulacién a1
Horticolas Extracto Algas - - Diversa (12)
Esp Alginoli ina; Foliar 20-100ppm Aumento (13)
enraizamiento,masa aéreay
tenor de polifenoles
Repollo Alginoligosacarinas Foliar 20-100ppm Idem 13)
Tomate Alginoligosacarinas Foliar 20-100ppm Idem (13)

278




REF. BIB.

CULTIVO OLIGOSACARINA APLICACION DOSIS BIOACTIVIDAD
Tomate Carragenanos Foliar 20-100ppm Aumento rendimiento y (13)
tenor de clorofila
Tomate QOs Foliar 20-100ppm Idem (13) (14)
: . Imbibicion semillas Aumento enraizamiento
Tomate Oligogalacturénidos + aplic. foliar - Giasaabica (17 (20) (22)
Lechuga Carragenanos Foliar - Aumento rendimiento y (13)
tenor de clorofila
Lechuga QOS Foliar - Idem (13)
Lechuga Oligogalacturénidos Foliar - Aumento enraizamiento (16)
y masa aérea
Promocién de la
Pimiento Rojo QOs Inmersion semillas+ 50-100 ppm germinacion, (14) (15) (18)
aplic. foliar enraizamiento y longitud (19)
radicular
Zucchini QOS Cobertura del fruto - Promocion germinaciéon y 1)
tiempo de al A
Estimulacién del creci- (23)
Orquideas QOs Foliar 10-600 ppm miento, calidad de la
floracién, frescura
Estimulacién del creci-
Gladiolos QOs Foliar 10-300ppm Miento; nimero de hojas y (24)
flores
Violetas Oligogalacturénicos Foliar - Promocién del (25)
enrai
Estimulacién de la germi-
Clavel QO0s Foliar 100 ppm nacién de semillas y de la (26)

coloracién
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