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Resumen 

La utilización de excedentes agroindustriales como materias primas para la obtención de productos químicos y otros bienes ha sido un campo de alto crecimiento a partir de las más recientes crisis petroleras. Varios estudios alrededor del planeta han comprobado que por medio de la bioconversión de estos materiales es factible obtener diversos productos químicos de relevancia industrial en cantidades considerables a través de métodos de biotransformación (biorrefinación). La obtención de “químicos” de alto potencial comercial representa una opción atractiva para la implementación de métodos biológicos de degradación de desechos generados durante la cadena de producción  alimentos, no solo porque propone la canalización y utilización de un desecho de poco valor comercial y que, en algunos casos, puede llegar a ser altamente contaminante, sino también, la producción de insumos de gran importancia comercial a un costo nulo con respecto a la materia prima utilizada.

El primer caso presentado es la utilización de los excedentes y residuos sólidos generados durante la extracción de jugo de naranja que son utilizados para la producción de L. acido láctico (monómero del bioplástico PLA) por los hongos filamentosos Rhizopus oryzae y Aspergillus oryzae. En el segundo caso se presenta el uso del la biomasa vegetal de la papaya (Carica papaya), para la producción de inóculos bacterianos (biofertilizantes) de Azospirillum brasilense y Rhalstonia eutropha

1. Introducción

Yucatán es uno de los mayores productores de papaya y cítricos a nivel nacional
. Durante muchos años en la península se ha desarrollado el cultivo de variedades diferentes con buenos rendimientos por hectárea, sin embargo estos productos agrícolas tienen una vida de anaquel corta generando grandes pérdidas del material durante la cosecha y la cadena de suministro por daños físicos, químicos y microbiológicos
. Adicionalmente, la zona geográfica donde Yucatán se encuentra situado, hace que sea propenso a sufrir daños importantes en sus cultivos por fenómenos climatológicos como huracanes y tormentas tropicales ocasionando merma económica debido a la pérdida de cosechas e insumos de trabajo. La baja eficiencia del sistema de producción aunado a la ocurrencia de desastres naturales hacen que la eficiencia del sistema de producción de papaya y en menor medida de cítricos sea muy ineficiente, presentándose de manera cíclica  altas cantidades de material de merma acompañados por escasez de material para consumo directo
. En el caso de cítricos el problema se ha atenuado por medio de su industrialización en la obtención de concentrados de jugo principalmente, sin embargo el mismo proceso en si genera un gran volumen de desperdicio sólido que ocasiona problemas por acumulación. Al menos cada año se utilizan en el mundo unos 20 millones de toneladas de cítricos para la elaboración de jugos y concentrados. La naranja es el principal de todos (80 %) pero para producir una tonelada de jugo se requieren aproximadamente de 2,400 Kg. a, es decir el 42 % es jugo y el 58 % restante lo constituyen desperdicios: la cáscara, la pulpa y el hueso 
, estos materiales tienen gran potencial de ser utilizados como sustratos en la fermentación debido a su alto contenido carbohidratos fermentables. 

Todo desperdicio agrícola constituye una fuente potencial de energía renovable en alta abundancia y de muy bajo costo
. La creación de procesos biológicos para la producción de compuestos químicos y aditivos que utilicen estos materiales como principales insumos puede ayudar a resolver algunos problemas socio-económicos generados en el campo y en la cadena productiva debido al alto volumen de material agrícola no aprovechado. Adicionalmente, con la implementación de tecnologías limpias se ayudaría a reducir el número de emisiones generadas por la industria química
. El desarrollo de procesos limpios basados en la bioconversión de materias primas y/o efluentes industriales para la producción de productos químicos finos y de especialidad tiene varias ventajas, entre ellas: La obtención de grandes cantidades de estos “químicos” a través de métodos relativamente sencillos y costos reducidos. 

Los cultivos tropicales dañados, sus subproductos y los efluentes provenientes de su industrialización son considerados especialmente atractivos como materia adecuada para las biorefinerías debido a su alto contenido energético, su abundancia y la disponibilidad de estos materiales durante todo el año5. Un producto de interés en nuestro entorno es la producción de inóculos microbianos capaces de mejorar el suelo cultivable a partir de los azúcares encontrados en la biomasa de papaya. Estos inóculos son  también llamados  biofertilizantes, los cuales consisten en el uso de microorganismos fijadores de nitrógeno capaces de  incrementar el rendimiento de cultivos, estimulando el crecimiento de las plantas y nutriendo cosechas de forma "limpia" sustituyendo el uso de fertilizantes químicos que ocasionan la eutroficacion de mantos acuáticos y ríos subterráneos
. Azospirillum brasilense y Ralstonia eutropha son bacterias fijadoras de nitrógeno, utilizadas como mejoradoras del suelo ya que son  metabólicamente muy versátiles
, no patogénicas Gram negativas. Estos organismos son heterótrofos que pueden crecer quimiolitotróficamente usando hidrógeno como fuente de electrones, además fijan nitrógeno en las raíces, de las plantas. Éstas cepas son capaces de degradar contaminantes ambientales y resistir el efecto de metales pesados
 .

Otro caso con potencial atractivo es el de la utilización de los excedentes y residuos sólidos generados durante la extracción de jugo de naranja para la producción de acido láctico a partir de residuos  y sólidos de naranja
. Este ácido se puede producir por medio de síntesis orgánica o por fermentación, su mayor usuario es el sector alimenticio (75%) pero también es utilizado en el área farmaceútica, industrial para la producción de varias resinas, humectantes, textiles, solventes herbicidas, fungicidas y pesticidas
. Y recientemente la producción de ácido láctico a crecido debido a su uso para la fabricación de plásticos biodegradables a base de ácido poliláctico6.  

2. Materiales y metodos

Cepas microbianas 

Para la producción de inóculos a partir de papaya se utilizaron las cepas bacterianas A. brasilense CDBB 1227  y R. eutropha NCIM B11599. Ambas cepas fueron adquiridas del cepario del Instituto Politécnico Nacional, estas cepas fueron mantenidas en medio AZO estándar de sales. 

Los microorganismos que se utilizaron para la fermentación en sólidos de naranja fueron: Aspergillus níger NRRL-3, y Rhyzopus oryzae NRRL-1710. Estas cepas fueron obtenidas del cepario del Lab. de biotecnología de la facultad de Ing Química de UADY y se mantuvieron en tubos inclinados de PDA.

Caracterización de las materias primas

La pulpa de papaya fue obtenida macerando en un homogenizador cortes de fruta madura desechada (muy madura considerada de baja calidad) en el mercado local, y los residuos sólidos de las naranjas se obtuvieron de una juguera local y se molieron para obtener partículas de 1.18mm (malla 16) y entre1.18 ≤ 0.6mm (malla 30)14, secados a 50º C de 48 a 72 horas.

Se realizaron los análisis proximales de la pulpa de papaya y harina de sólidos de naranja evaluando los parámetros (pH, carbohidratos, proteína, humedad, cenizas)
 

Métodos de fermentación

La fermentación de papaya se desarrolló por 72 hrs en fase líquida en matraces de 250 mL utilizando la pulpa, los medios de fermentación fueron preparados solamente con la fracción líquida a la cual se le ajustó el pH a los valores indicados por el diseño experimental (Tabla 1) con HCl 0.1 M o NaOH 0.1 N, según el caso y posteriormente fue tratado térmicamente a 121C 10 min para su esterilización y evitar la degradación de azúcares.Al inicio y al final de la fermentación se realizaron cuentas en placa para determinar el crecimiento bacteriano en el medio usando la técnica de la gota
.

Tabla 1 Diseño experimental para la producción de inóculos microbianos fijadores de nitrógeno

	Experimento
	Papaya

( % v/v)
	Microorganismo
	pH inicial
	Temperatura

(º C)
	Agitación (rpm)

	1
	10
	R. e
	6
	30
	50

	2
	10
	A. b
	7
	40
	200

	3
	30
	R. e
	6
	40
	200

	4
	30
	A. b
	7
	30
	50

	5
	70
	R. e
	7
	30
	200

	6
	70
	A. b
	6
	40
	50

	7
	100
	R. e
	7
	40
	50

	8
	100
	A. b
	6
	30
	200


R. e se refiere a la bacteria Ralstonia eutropha  y A. b se refiere a la bacteria Azospirillum brasilense

Para evaluar las diferentes condiciones de fermentación de la harina de naranja, colocaron 10 gr de substrato seco en matraces erlenmeyer de 250ml, adicionando al sustrato la cantidad adecuada de solución de CaCO3  y la respectiva sal de amonio (NH4)2SO4 ó NH4NO3
 ajustando tanto el pH y la actividad de agua del medio, de acuerdo al diseño experimental (Tabla 2). Las fermentaciones se realizaron inoculando con 1 ml de 106 esporas fúngicas/10g de sustrato. Para la cuantificación de los ácidos producidos, se agregaron a los cultivos 100 ml de agua destilada, homogenizándose la mezcla por 10 minutos y se centrifugando a 15000 rpm por 20 minutos a 4°C, y finalmente la suspensión fue filtrada.

Tabla 2 Diseño experimental para la producción de inóculos microbianos fijadores de nitrógeno

	Exp
	aw
	pH
	Aceites esenciales
	Tamaño de partícula (μm)
	Fuente de N2  al  2%
	Temperatura (ºC)
	Cepa

	1
	0.90
	5
	*C
	≥ 1.1811
	(NH4)2SO4
	20
	R. oryzae

	2
	0.90
	5
	*C
	1.1811 ≤ 0.622
	NH4NO3
	35
	A. oryzae

	3
	0.90
	6
	*SA
	≥ 1.181
	(NH4)2SO4
	35
	A. oryzae

	4
	0.90
	6
	*SA
	1.181 ≤ 0.62
	NH4NO3
	20
	R. oryzae

	5
	0.99
	5
	*SA
	≥ 1.181
	NH4NO3
	20
	A. oryzae

	6
	0.99
	5
	*SA
	1.181 ≤ 0.62
	(NH4)2SO4
	35
	R. oryzae

	7
	0.99
	6
	*C
	≥ 1.181
	NH4NO3
	35
	R. oryzae

	8
	0.99
	6
	*C
	1.181 ≤ 0.62
	(NH4)2SO4
	20
	A. oryzae


1malla  No.16, 2malla No. 30). *C = sustrato con aceites esenciales de naranja,*SA = sustrato tratado por arrastre de vapor para extraer los aceites esenciales 

3. REsultados y discusion
Indistintamente de la concentración de sustrato (papaya) y el valor inicial de pH en el cultivo, el factor mas influyente en la disminución de la viabilidad del cultivo de Ralstonia eutropha  fue la temperatura de incubación, siendo mas  favorable para su crecimiento el mantener la fermentación a 30 C, mientras que a 40C se presenta una disminución de  la viabilidad del cultivo en las primeras dos horas de incubación. En el caso de la cepa de Azospirilum brasilense el cultivo realizado a 40C presento mayor resistencia. En términos generales hasta las 12 h, de cultivo se registraron los mayores crecimientos microbianos, siendo las  condiciones de pH 6, 30C y 50 rpm para Ralstonia eutropha  y pH 7, 30C y 50 rpm para Azospirilum brasilense (Tabla 3).

Tabla 3 Crecimiento1 de los microorganismos durante  la fermentación de papaya

	
	Tiempo de incubación (h)

	Experimento
	2
	12
	48 h

	1
	6.00E+06
	4.00E+08
	3.00E+09

	2
	3.00E+08
	1.50E+07
	1.60E+07

	3
	1.00E+07
	1.50E+06
	1.80E+07

	4
	1.70E+08
	8.00E+09
	8.00E+09

	5
	6.00E+04
	2.9 E+06
	3.1 E+08

	6
	7.00E+07
	0
	0

	7
	8.00E+04
	0
	0

	8
	2.60E+07
	4.00E+07
	4.00E+07


1 Crecimiento expresado en unidades formadoras de colonias (UFC) /mL
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Diferentes tratamientos de los sólidos previos a la fermentación  impactaron positivamente los rendimientos de la misma como el uso de CaCO3 como agente regulador del pH y temperatura, el contenido de humedad (50-90%) y la presencia de ácidos esenciales en el sustrato. De las condiciones probadas para la cepa de Rhyzopus orizae (NRRL-1710) que mayor producción de ácido de acuerdo al rendimiento obtenido (5.2 g  meq ácido láctico/10g ferm en 7días de fermentación) son: aw de 0.90, pH 5, presencia de aceites esenciales, tamaño de partícula de 1190μm, (NH4)2SO4  como fuente externa de nitrógeno, temperatura a 20ºC (Figura 1) y para Aspergillus oryzae (NRRL-1989) aw de 0.99, pH 5, ausencia de aceites esenciales, tamaño de partícula de ≥1181μm, (NH4)2NO3 como fuente externa de nitrógeno, temperatura a 20ºC con un rendimiento obtenido (1.9 g  meq ácido láctico/10g ferm).

Figura 1 Producción de ácido láctico en sólidos de naranja con Aspergillus níger NRRL-3, y Rhyzopus oryzae NRRL-1710

4.CONCLUSIONES

Las bacterias A. brasilense y R. eutropha utilizaron la papaya como única fuente de nutrientes para su crecimiento, siendo la concentración de 10% (v/v) de jugo de papaya es suficiente para proveer al cultivo de fuente de carbono, aunque el contenido de nitrógeno en el jugo de papaya es muy pobre por lo que se requieren el uso de fuentes de nitrógeno complementarias para el medio. El uso de 40C como temperatura de incubación afecta negativamente la viabilidad de los cultivos. 

Los residuos sólidos de naranja tienen gran potencial como sustrato de fermentación para el crecimiento de diferentes cepas fúngicas, particularmente aquellas de los géneros Aspergillus y Rhyzopus variedades oryzae, las cuales en este sustrato pueden producir  ácido láctico y otros ácidos  orgánicos con buenos rendimientos por fermentación en sustrato sólido 
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