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MENSAJE EDITORIAL

En nuestra primera edicién del 2018 de FRONTERA BIOTECNOLOGICA, encontraran cuatro interesantes articulos.

En el primer articulo “EL BROCOLI: SU IMPORTANCIA, PROPIEDADES FUNCIONALES Y
BIODISPONIBILIDAD” los autores hacen una revisién sobre el BROCOLI, hortaliza que se distingue por su valor
nutricional y por la presencia de COMPUESTOS BIOACTIYOS con propiedades funcionales muy beneficiosas para
la salud. Se destacan las propiedades anticancerigenas, las es se potencian con su contenido de vitamina A, C y E
aminodcidos, zinc y potasio. Por otra parte, sus propiedades antioxidantes ayudan a eliminar las toxinas, los radicales
libres y el 4cido drico, purificando la sangre y la piel. De igual forma, se sabe que el consumo del BROCOLI favorece
el fortalecimiento del sistema inmunoldgico, previene la anemia, la hipertensién y favorece la regulacion de la glucosa
en sangre. Por lo anterior, los autores concluyen que el umo del BROCOLI asi como los productos que puedan
desarrollarse a partir de dicho vegetal, representan una nueva opcién para la prevencion y/o tratamientos de enfermedades
croénicas degengJas.

En el segundo articulo, STECNICAS MOLECULARES COMO HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO DE LOS
PROCESOS DE BIORREMEDIACION pSry.OS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS DEL
PETROLEO”, se presenta un panorama las ipales estrategias y técnicas moleculares que se han empleado para
definir los mecanismos que utilizan los microorganismos presentes en el suelo, para degradar compuestos contaminantes
como los HIDROCARBUROS del petroleo. Lo‘ hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, por sus siglas en inglés)
forman parte de la fraccién pesada del petréled@ y son considerados®éxicos, mutagénicos y carcinogénicos afectando la
salud de los seres vivos, por lo que el desar’ollo de métodos de BIORREMEDIACION eficientes, es de gran importancia.
La aplicacién de técnicas moleculares como la ingenieria genética, metagenémica, transcriptémica y proteémica en
el area de la Biotecnologia Ambiental, han permitido que los procesos de biorremediacién sean factibles y mas eficientes.

El tercer articulo titulado, “ESTU PARA LA IDENTIFICACION DE REDUCTASAS DE ORIGEN VEGETAL”’
se presenta el trabajo de investigacion realizado para la obtencién de alcohol bencilico utilizando BIOCATALIZADORES
de origen vegetal. La BIOCATALISIS es un area de gran importancia dentro de la Biotecnologia, la cual ha permitido la
aplicacion de las enzimas en un arnj numero de industrias dedicadas a la fabricacion de diversos compuestos quimicos,
farmacos, asi como alimentos o biocombustibles. Las enzimas sin duda representan una alternativa mas eficiente y a la
vez mas ecoldgica a la quimica sintética tradicional, ya que los procesos que catalizantranscurren a través de reacciones
en medios menos agresivos con eL‘mggdio ambiente y bajo condiciones de pH y temperatura suaves y con menor costo
econdémico. En este trabajo se evalud la actividad de deshidrogenasas (reductasas) de diferentes fuentes vegetales, para
obtener alcohol bencilico a partir de benzaldehido.

Finalmente el cuarto articulo, “ESPECTROSCOPIA DIELECTRICA COMO HERRAMIENTA PARA ELMONITOREO
DE BIOPROCESOS” se expone la importancia.de‘esta técnica en los campos de la caracterizacion, analisis y monitoreo
celular en BIOPROCESOS. Esta tecnologia ocupa un lugar importante entre los modernos métodos de medicién utilizados
para el andlisis fisico y quimico de materiales asi como de células y tejidos, en numerosos campos de investigacién, entre
ellos, medicina, industria farmacéutica, ciencia de materiales, tecnologia de alimentos y tecnologia de fermentaciones. Su
principio se basa en la interacciéon de un campo externo con un momento dipolar eléctrico de la muestra.

Los autores resaltan que la ESPECTROSCOPIA DIELECTRICA ha resultado (il para el monitoreo en tiempo real de
cultivos celulares, debido a que permite el monitoreo de células vivas en suspensién e inmovilizadas de manera no invasiva,
ni destructiva.

Los invitamos a leer y a compartir con otros investigadores, estudiantes, trabajadores y publico en general, esta edicién tan
interesante de FRONTERA BIOTECNOLOGICA.
“LA TECNICA AL SERVICIO DE LA PATRIA”. —

Dra. Martha Bibbins Martinez '
Editor en jefe
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RESUMEN

El brécoli (Brassica oleraceae var. itdlica Plenck) es una
hortaliza con un alto valor nutricional. Las condiciones
ambientales para su cultivo al aire libre provocan que esté
sometido a periodos de estrés durante su desarrollo, lo que
conlleva a la activacién de rutas metabdlicas secundarias
como mecanismos de defensa y a la sintesis de compuestos
bioactivos que incluyen compuestos nitrogenados,
azufrados, terpénicos y fendlicos. Al respecto, existe
evidencia que sefala la poderosa actividad antioxidante
de estos compuestos contra radicales libres e incluso que
su consumo resulta beneficioso para la salud toda vez
que pueden proporcionar un efecto preventivo contra
algunos tipos de cancer. En el presente articulo se hablard
de diversas investigaciones en torno a la funcionalidad y
biodisponibilidad de compuestos presentes en el brécoli, que
lo convierten en una excelente alternativa para satisfacer las
actuales demandas de consumidores que buscan conseguir
a partir de los alimentos la prevencién de enfermedades o
simplemente mantener un estado de salud 6ptimo.

Palabras clave: brécoli, biodisponibilidad, glucosinolatos,
isotiocianatos.
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ABSTRACT

Broccoli (Brassica oleraceae var. Italica Plenck) is a vegetable
with a high nutritional value. The environmental conditions
for outdoor cultivation cause it to be subjected to periods of
stress during its development, which leads to the activation
of secondary metabolic pathways as mechanisms of defense
and active the synthesis of bioactive compounds that include
nitrogen derivatives, sulfur, terpene and phenolic. In this
regard, there is evidence that indicates a high antioxidant
activity of these compounds against free radicals and even
that their consumption is beneficial for health since they can
provide a preventive effect against some types of cancer.
In the present article we will talk about several researches
about the functionality and bioavailability of compounds
present in broccoli, which make it an excellent alternative to
meet the current demands of consumers seeking to obtain
from food the prevention of diseases or simply maintain an
optimal state of health.

Keywords:  broccoli,
isothiocyanates.

bioavailability,  glucosinolates,
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|. INTRODUCCION

En la actualidad existen diversas evidencias cientificas sobre
la abundancia de sustancias fitoquimicas que contienen
los alimentos, siendo los vegetales los responsables de
sintetizarlas. La industria alimentaria a nivel nacional e
internacional, en el sector de los llamados “alimentos
funcionales”, ha presentado una mayor demanda por
consumidores cada vez mas conscientes y responsables del
tipo de alimentacién por una parte, y por otra, aquellos
que los requieren debido al padecimiento de enfermedades
crénico degenerativas (Vallejo et al,, 2002; Herr et al.,
2010; Dominguez-Perles et al, 2010). En relacién a
esto, existen diversas investigaciones sobre el estudio
de compuestos funcionales presentes en el brécoli y los
factores que afectan su concentracién, biodisponibilidad
y capacidad antioxidante (Hwang et al., 2013; Deng et
al,, 2015; Cai et al., 2016). Consecutivamente, se explica
el papel que juegan los compuestos funcionales que se
originan e inclusive el proceso para metabolizarlos “in situ”
e “in vivo”, para producir compuestos funcionales tales
como los isotiocianatos, responsables de prevenir o tratar
enfermedades crénicas como el cancer (Saha et al, 2012).
También se reportan estudios sobre compuestos fendlicos,
carotenoides, clorofila, acido ascérbico, flavonoides vy
tocoferoles presentes en el brécoli. En base a lo anterior,
el objetivo de la presente revision bibliografica es dar a
conocer la importancia del consumo del brécoli, a través
de las investigaciones que se han realizado sobre los
compuestos de interés funcional, asi como los factores que
afectan su actividad y biodisponibilidad.

I.1 Origenes del brocoli.

El nombre cientifico del brécoli es Brassica oleraceae L. var.
Itdlica Plenk, la clasificacion taxonémicase presentaen la Tabla
|. Este género también incluye un gran nimero de vegetales
que son cultivados para el consumo de sus inflorescencias,
tallos frescos y raices o bien para la extraccién de aceite de
sus semillas. Es originaria de las costas del Mediterraneo y
Asia Occidental y fue introducida a Europa, principalmente
a Italia en épocas medievales (Latté et al., 201 I). En México
se estima que su cultivo inicié en los afios 70 s debido a su
alta rentabilidad y al cambio hacia habitos de consumo sano.

Tabla |. Clasificacién Taxondémica del brécoli

Clase Dicotiledénea
Orden Brasicales
Familia Brasicaceas
Género Brassica
Especie Oleracea
Variedad Italica

Nombre trinomial  Brassica oleracea L. var Italica.
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Las principales partes comestibles del brécoli son los brotes
y las flores llamadas inflorescencia (Figura I).

Cabeza

Grupo de Brotes

Tallo

Hojas

Tronco

Figura |. Diagrama de florete de brécoli (Brassica oleraceae L.
var. ltdlica).

1.2 El cultivo de brocoli y su importancia
economica en México.

Sus demandas climaticas lo hace un cultivo apto para zonas
de clima templado y frio, tolerando temperaturas de hasta
-2°C, siendo 17°C la temperatura 6ptima de desarrollo,
prefiere suelos con textura arenosa, uniformes, profundos
con buenas condiciones de humedad y drenaje y con un pH
optimode 6a7.5 (SIAR 2017). De acuerdoala FAO en 2014,
los productores principales de brocoli fueron: China con el
41.20% en primer lugar, seguido por India con el 35.40%,
Espana con el 2,43% y México ocupa el 4to lugar a nivel
mundial en la produccién de brécoli con 2.16%, Italia con el
1.71%, Francia con el 1.52% y el 15.58% corresponderia
a otros paises del mundo. El SIAP 2017 reporta a nivel
nacional que los principales cinco estados productores de
brécoli en orden descendiente son: Guanajuato, Michoacan,
Puebla, Jalisco y Sonora. Con respecto al comercio exterior,
cabe mencionar que 7 de cada 10 toneladas de brécoli que
se producen en México se exportan, siendo los principales
destinos Estados Unidos, Canada y Japén, flujo que en 2016
generd un valor comercial de 390 mdd.
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2. PROPIEDADES FUNCIONALES Y
Bi1ODISPONIBILIDAD

2.1 Caracteristicas
brocoli.

nutricionales del

La porciéon comestible de brécoli crudo aporta por cada 100
gunalto contenido de agua (89.30%) y bajo en grasa (0.37%).
Otros componentes son proteinas (2.82%), fibra dietética
total (2.609%) e hidratos de carbono (6.64%). Es una rica
fuente de minerales como potasio, fésforo, calcio y sodio.
Ademas el brécoli proporciona vitaminas especialmente
vitamina C, vitamina A y acido félico (Departamento de
Agricultura de EE.UU. 2016). Campas-Baypoli y col. (2009)
obtuvieron harina de brécoli proponiéndola como una
fuente de nutrientes y con la posibilidad de utilizarse como
suplemento dietético, dado el alto contenido de aminoacidos
como tirosina, acido aspartico, acido glutamico, prolina y
valina. Asi como la presencia de acidos grasos como el acido
linolénico, acido palmitico y acido linoleico.

2.2 Compuestos con caracteristicas
funcionales presentes en el brocoli.

De manera general, las brasiciceas son consideradas
alimentos funcionales. En la Figura 2 se presenta un
esquema comparativo entre alimento, alimento funcional
y nutraceutico. Los alimentos funcionales se definen como
“aquellos alimentos que consumidos en la dieta en las
cantidades normales, ya sea de forma natural o procesada,
contienen componentes biolégicamente activos que ejercen
efectos beneficiosos para la salud que van mas alla de la
nutricién”. En tanto que un compuesto nutracéutico puede
definirse como “un suplemento dietético, presentado
en una matriz no alimentaria (pildoras, capsulas, polvo),
de una sustancia natural bioactiva concentrada, presente
usualmente en los alimentos y que, tomada en dosis superior
a la existente en esos alimentos, presumiblemente, tiene
un efecto favorable sobre la salud mayor que el que podria
tener el alimento normal” (Blades, 2000).

Dentro de los compuestos fitoquimicos mas importantes
en el brécoli estin los glucosinolatos y sus productos
de degradacién, los isotiocianatos (Latté et al., 2011).
El brécoli es la principal fuente natural de sulforafano, su
precursor glucorafanina constituye entre el 81-88 % de los
glucosinolatos totales de este vegetal. Los glucosinolatos
(GL) no son biolégicamente activos hasta que se hidrolizan
(Figura 3) por la accién de la enzima endégena mirosinasa
(B-thioglucosidasa) cuando el tejido del vegetal se rompe a
consecuencia de un daiio mecanico (por corte o masticacién)
o cuando la enzima mirosinasa también presente en
microflora intestinal se pone en contacto con el sustrato GL
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s Accién preventiva

limentos o o 0
uncionales. Nutraceuticos [

Figura 2. Descripcién grafica de la relacién entre alimentos,
alimentos funcionales y nutraceuticos.

y libera glucosa, bisulfato y aglucona. Posteriormente, esta
ultima experimenta un acomodo intramolecular que genera
isotiocianatos, nitrilos, metilisotiocianatos, metilnitrilos y
tiocianatos (todos de bajo peso molecular), los cuales son
responsables del aroma y olor tipico de estos productos
debido a la presencia del enlace disulfuro (Aires et al., 2012;
Chuanphongpanich et al., 2006; Soares et al., 2017).

Este incremento en la concentracién de glucosinolatos,
se observa por ejemplo cuando después de la cosecha,

0
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Figura 3. Ruta de degradacién de glucosinolatos a través de la
ruta metabdlica del 4cido mercaptuirico (adaptado de Saha et al.,
2012).

las cabezas de brécoli se cocinan durante dos minutos
con vapor de aguay luego se almacenan a temperaturas
menores de 4°C y alta humedad relativa (Jones et al.,
2006). En un estudio realizado por Campas-Baypoli et
al. (2009), donde se analiza el contenido de sulforafano
entre las diferentes partes de la planta de brécoli

(Tabla 2), se observa que existen variaciones en el contenido
de sulforafano dependiendo del tejido analizado.

Tabla 2. Contenido de sulforafano (Ug/g peso seco en brécoli)

1 448.35 250.58 313.91 195.30
2 513.69 202.33 495.86 267.28
3 218.93 154.43 239.04 108.82
4 634.02 234.62 430.71 297.68
5 683.27 231.82 437.50 359.02

Promedio 499.65£183 214.75%38 383.40+x104 246.21£97
Fuente: Adaptado de Campas-Baypoli et al, 2009

No obstante, el tipo y concentracién de compuestos
funcionales presentes en el broécoli asi como su
capacidad antioxidante, es afectada por diversos
factores; entre los que destacan la variedad de la planta,
estado de madurez, condiciones de cultivo, condiciones
de manejo post-cosecha y formas de consumo. (Vallejo
et al., 2002; Gliszczynska-Swiglo et al 2006; Aires et al.,
2012; Alanis-Garza et al., 2015).

Borges-Marques et al. (2004) y Galgano et al.
(2007) senalan que el acido ascérbico es uno de los
fitonutrientes mas importantes en el brécoli, sin
embargo esta vitamina es sensible a la oxidacién
quimica y enzimatica, asi como soluble en agua y se
utiliza como indicador en el monitoreo de la calidad.
Se ha demostrado que el brécoli en fresco tiene
una calidad superior, comparado con el broécoli
ultracongelado, ademas puede disminuir si no se
consume inmediatamente después de ser adquirido,
también la técnica de coccién determina la calidad del
brécoli, asi como un volumen excesivo de agua puede
llevar a disminuir el contenido de vitaminas.

Otros compuestos de interés son los fendlicos,
carotenoides, clorofila, acido ascérbico, flavonoides
y tocoferoles. En la Tabla 3, se resumen algunas
investigaciones sobre la funcién de compuestos
funcionales de interés, presentes en el brécoli.

2.3 Biodisponibilidad.

Cuando hablamos de la cantidad realmente absorbida y
metabolizada hablamos de biodisponibilidad. Hwang et
al. (201 3) senalan que los compuestos de promocién de
la salud en el brécoli se ven afectados significativamente
por métodos de calentamiento, sin embargo con
el proceso de calentamiento adecuado pueden
aumentarse las concentraciones de glucosinolato,
carotenoides y tocoferoles. Por otro lado determinaron
que los tratamientos de calentamiento reducen las
concentraciones de glucosinolatos pero aumentan los

ISSN: 2448-8461

Tabla 3. Estudios en relacion a los componentes funcionales de
interés en brécoli.

Isotiocianatos (ITC), tiocianatos y nitrilos Anticancerigeno Latté et al., 2011.

(sulforafano! Soares et al., 2017.
Campas-Baypoli et al., 2009.
Herr and Biichler 2010.

Fahey et al., 2016.

Zhang, et al., 2004
Alanis-Garza et al., 2015.
Hwang et al., 2013.

Cai et al., 2016.

Zhang, et al., 2004.
Borges-Marques et al., 2004.
Galgano et al., 2007.
Gliszczynska-Swiglo et al.,2006.
Kaur et al., 2007

Munyaka et al., 2010.

Zhang, et al., 2004
Dominguez-Perles et al., 2010

Compuestos fendlicos Anticancerigeno

Carotenoides y clorofilas (Neoxantina, Antioxidantes
violaxantina, clorofila b, luteina, clorofila a,
trans-B-cryptoxanthina, trans-R-caroteno).

Acido ascérbico Antioxidante

Flavonoides Antioxidante
Gliszczynska-Swiglo et al.,2006.
Vallejo, et al., 2004.

Tocoferoles Anticancerigeno Hwang et al., 2013.

Antioxidante

de carotenoides y tocoferoles. Los tratamientos con
microondas y vapor tuvieron efectos minimos sobre
las concentraciones de glucosinolato, carotenoides
y tocoferoles, sin embargo, la ebullicién aumenté la
pérdida de los mismos, concluyendo que la facilidad de
extraccién quimica también podria traducirse en una
mayor biodisponibilidad.

Saha y col. (2012) sefalan que el brécoli es
comunmente adquirido en fresco o congelado y
antes de ser consumido, se cocina. En su estudio
los autores compararon la biodisponibilidad y el
metabolismo del sulforafano en dieciocho voluntarios
sanos, encontrando la presencia significativa en orina
de un compuesto conjugado de la erucina N-acetil-
cisteina, ademas que la microbiota intestinal puede
producir sulforafano, erucina y sus nitrilos a partir
de glucorafanina, siguiendo la ruta de degradacion o
metabolismo ejemplificada en la Figura 3, previamente
discutida.

3. CONCLUSIONES

Es indiscutible que el brécoli tiene una gran importancia
nutrimental en la actualidad, que en cada una de las
secciones de la hortaliza (tallo, inflorescencia y hojas)
contiene compuestos con propiedades funcionales que
pueden proporcionar grandes beneficios ala salud de los
seres humanos, atribuyéndose principalmente al magno
aporte de compuestos bioactivos (principalmente
isotiocianatos). Dentro de las nuevas investigaciones se
puede concebir al brécoli, asi como los productos que
puedan desarrollarse a partir de dicha Brassica,
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como una nueva opcién que contribuya a la prevencién
y/o tratamientos de enfermedades crénicas degenerativas,
tales como el cancer. Finalmente, es definitivo que un reto
fundamental para los biotecndlogos y la industria alimentaria
sera el poder también comercializar de manera efectiva
dichos alimentos funcionales, pero también para el cuerpo
cientifico sigue siendo un reto aportar evidencias cientificas
sobre la biodisponibilidad de dichas sustancias, asi como
demostrar el impacto positivo para la salud de la poblacién
en el mundo.
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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, por
sus siglas en inglés) forman parte de la fracciéon pesada
del petréleo y son considerados tdxicos, mutagénicos y
carcinogénicos afectando la salud de los seres vivos por
su acumulacién las particulas del suelo, por lo que son
contaminantes ambientales prioritarios. La biorremediacién
es una técnologia eficiente, econémica y amigable con el
ambiente en comparacién con otras tecnologias, la cual es
usada para la degradacién de PAHSs en suelos contaminados, a
través de los procesos metabdlicos de los microorganismos.
Sin embargo, se desconocen los detalles de los mecanismos
de degradacién utilizados por los microorganismos, por
lo que las técnicas moleculares se han convertido en una
herramienta importante para el estudio de los procesos
de biorremediacién. Este articulo resume la aplicacién de
estas técnicas en el area de Biotecnologia Ambiental, tales
como la ingenieria genética, metagendmica, transcriptémica
y protedmica, las cuales han permitido desarrollar procesos
de biorremediacion mas eficientes.

Palabras clave: biorremediacién, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), metagenémica, transcriptémica,
protedmica.
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ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are part of
the heavy fraction of crude oil and they are considered
toxic, mutagenic and carcinogenic, affecting the health
of living beings due to their accumulation of soil particles,
therefore they are considered priority environmental
pollutants. Bioremediation is an efficient, economical and
environmentally friendly technique compared to other
technologies, which is used for degradation of PAHs in
contaminated soils, through the metabolic processes of
microorganisms. However, the details of the degradation
mechanisms used for microorganisms are unknown, so
molecular techniques have become an important tool
for the study of bioremediation processes. This article
summarizes the application of these techniques in the area of
Environmental Biotechnology, such as genetic engineering,
metagenomics, transcriptomics and proteomics, which have
developed more efficient bioremediation processes.

Keywords: Bioremediation, polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs), metagenomic, transcriptomic,
proteomic.

INTRODUCCION

La diversidad de sustancias quimicas que existe en la
actualidad, ha servido para mejorar significativamente el
nivel de vida de la poblacién, sin embargo también han
generado un importante problema de contaminacién por
su liberacién al medio ambiente causando un efecto sobre
la salud humana. Existen en el ambiente diferentes tipos
de moléculas xenobidticas como los hidrocarburos del
petréleo, pesticidas, bifenilos policlorados, entre otras
que contaminan aguas, suelos y sedimentos (Abdel-Shafy y
Mansour, 2016).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (de sus siglas
en inglés, PAHs), son moléculas que forman parte de la
fraccion aromatica del petréleo crudo. Estan formadas
por anillos aromaticos y son catalogadas como altamente
toxicas y persistentes en el suelo debido a que presentan
caracteristicas teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas
para los seres vivos (Keith, 2015). Este hecho ha llevado
a la busqueda de técnicas para la remediacién de
suelos contaminados con PAHs de manera eficientes y
econdémicas. Existen técnicas fisicoquimicas y las bioldgicas
enfocadas a reducir la toxicidad y movilidad. Los métodos
convencionales de remediacién de suelos, buscan la
eliminacién, alteracién o aislamiento del contaminante, los
cuales son caros y solo transfieren el contaminante de una
fase a otra. Por otro lado, los métodos biolégicos como la
biorremediacién, han mostrado gran interés, ya que son
econémicos y amigables con el ambiente, debido a que
aprovecha los procesos metabdlicos de microorganismos
nativos del suelo para la degradacién de estos compuestos.
Cuando la microbiota nativa es estimulada por la adicién
de nutrientes y por ajuste de condiciones ambientales, se
conoce como bioestimulaciéon. Para acelerar el proceso
de biodegradacién, se pueden adicionar microorganismos
exdgenos de forma individual o en consorcio, que han
sido previamente seleccionados por sus caracteristicas
degradadoras y acondicionados en el laboratorio para su
eficiente degradaciéon (bioaumentacién) (Kuppusamy et. al,
2017).

Los beneficios del uso de consorcios para la bioaumentacién
se han discutido ampliamente, ya que pueden compartir
pasos bioquimicos para mineralizar los compuestos
téxicos. Algunos estudios indican que el uso de consorcios
para la degradacién de PAHs ha sido mas eficientes en
comparacion con cepas individuales (Zafra et. al, 2017).
Sin embargo, se desconocen los detalles del proceso
de degradacién de los PAHs, como las enzimas que
intervienen, los microorganismos activos en el proceso,
las interacciones que existen entre la microbiota nativa
y los consorcios bioaumentados. Es por ello, que las
técnicas moleculares se han convertido en una herramienta
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importante en la Biotecnologia Ambiental, ya que a través
de estas podemos realizar seguimiento e identificacién
de poblaciones microbianas (metagenémica), establecer
las rutas metabdlicas de degradacién (metaproteémica)
y andlisis de los cambios provocados en la expresién
genética por la presencia de los PAHs (transcriptémica).
También se pueden realizar mejoramientos genéticos para
poder incrementar la capacidad de degradacién de los
microorganismos para obtener procesos mas eficientes
(Cortés-Espinosa et. al, 2012). El objetivo de este trabajo
es mostrar la importancia de las técnicas moleculares en
el 4rea de Biotecnologia Ambiental para el desarrollo de
procesos de biorremediacién de suelos contaminado.

|. IDENTIFICACION MOLECULAR
DE MICROORGANISMOS AISLADOS
DE SUELOS CONTAMINADOS

La identificacion y clasificacion de microorganismos aislados
de sitios contaminados son de suma importancia para la
construcciéon de consorcios microbianos usados como
indculo en la bioaumentacién de suelos contaminados,
para lo cual se han desarrollado técnicas para identificar
taxonémicamente a los microorganismos mediante el analisis
de los genes rRNA |6S (bacterias), y para hongos el rRNA
18S, 5.8S y 28S, que cuentan con dos espaciadores: ITS| e
ITS2 (Fig. 1), los cuales tiene una secuencia conservada que
brinda informacién filogenética y taxonémica especifica, ya
que presentan menor grado de variabilidad (Zafra et al.,
2014).

NS7
ITS 1-F
ITSS

ITs 1
ITs 3

—_—
ITS1 ITS 2
Lsu A
—ee -—
rs2 msa

ITS 4B
LR3

Figura. 1. Regiones ITS en el Gen Ribosomal de hongos y
cebadores universales para la identificacion
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A partir de una muestra de suelo se hacer la extraccién de
ADN total y por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR), se amplifican las secuencias 16S/18S con cebadores
especificos, secuenciados y las secuencias son comparadas
con bases de datos como GenBank NCBI para elaborar
arboles filogenéticos que muestren el grado de parentesco
genético entre varios microorganismos comparados (Fig. 2)
(Rodicio y Mendoza, 2004).

Bacterias Presentes en

Suelo 1

Kingiom
Prrfum
LT-Eu [—
O [— |
Fai
8’1«.& bl s—] |
— 5 (] |

Andlisis Bloinformatico de Secuencias

Aproximacion Taxonémica Obtencin de Secuencas

Figura. 2. Protocolo para identificacion taxonémica de
microorganismos por |6S/18S Ribosomal

En nuestro grupo de trabajo mediante estas técnicas
se han identificado microorganismos aislados de suelos
contaminados y seleccionados por su capacidad de tolerar
y degradar PAHs, como algunas bacterias del género
Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Kocuria y Delfia
y hongos del género Fusarium, Aspergillus, Penicillium,
Talaromyces usando los cebadores ITS5 y ITS4B. (Reyes-
César et. al, 2014; Zafra et. al, 2014).

2. SEGUIMIENTO DE POBLACIONES
MICROBIANAS EN SUELOS

CONTAMINADOS

Al trabajar con consorcios microbianos es importante
conocer su influencia sobre las comunidades nativas, ya
que generan cambios en la estructura de la comunidad, que
pueden ser neutros, beneficiosos o incluso perjudiciales en el
nuevo habitat y lo cual depende de factores abiéticos, como
tipo de suelo, pH, disponibilidad de carbono, concentracién
de compuestos téxicos, que tendran un efecto diferecial
sobre la diversidad de poblaciones del suelo en proceso de
biorremediacién. La microbiologia tradicional no ha sido
suficiente para el monitoreo de microorganismo en suelos,
ya que con este tipo de técnicas solo se logra identificar
cerca del 1% de los microorganismos. Sin embargo, los
microorganismos no cultivables han demostrado tener un
rol importante en los procesos de biorremediacién (Desai,
et. al, 2010).
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2.1. Metagenomica.

La metagendémica es una herramienta molecular que
permite obtener informacién sobre la diversidad microbiana
en suelos contaminados y su dinamica durante el proceso
de biorremediacién, a través del analisis del DNA genémico
total de una comunidad microbiana, sin necesidad de
cultivarlos (Fig. 3) . La metagendmica puede ser dirigida o

Ferfil de comunidad de la
bian s funclonal

| }
}&\\* e PP
o | ————{oren ]

1§ ] | [romes |
PCR en tiempo LI [ icroare glos |
Real (qPCR) |
’*l
L
@ vesizgo

Figura. 3. Herramientas moleculares aplicadas para el analisis
de poblaciones microbianas en procesos de biorremediacién de
suelos contaminados.

shotgun (Techtmann y Hazen, 2016).

En la metagenémica dirigida, se investiga la diversidad
de un solo gen para identificar su compartamiento en el
ambiente, la biodiversidad filogenética y la abundancia
relativa en la muestra de suelo contaminado. Regularmente
se realiza el andlisis de la secuencia de la subunidad rRNA
16S/18S (bacterias y hongos, respectivamente). A partir de
ADN total de una muestra de suelo, los genes amplificados
por PCR, son secuenciados usando secuenciacién masiva.
Las secuencias son analizadas para poder realizar una
comparaciéon de los cambios en la diversidad microbiana
antes y después de la contaminacién.

En el analisis metagenémico shotgun, el DNA total extraido
del suelo, es fragmentado para preparar bibliotecas de
secuenciacién, las cuales se secuencian para terminar el
contenido genémico total de la muestra. Esta técnica es
una herramienta importante para determinar el potencial
funcional de la comunidad microbiana, vinculando un gen
funcional con un grupo taxonémico y se pueden llegar a
conocer los microorganismos dominantes en el proceso de
biorremediacién (Fig. 3). En nuestro grupo de trabajo hemos
realizado analisis metagenémico taxonémico y funcional
para analizar los efectos producidos entre la microbiota
nativa y un consorcio microbiano mixto durante un proceso
de biorremediacién de un suelo contaminado con una
mezcla de PAHSs, donde el proceso de bioaumentacién/
bioestimulacién produjeron cambios en la diversidad
microbiana. La metagenémica funcional mostré cambios en
la abundancia de genes involucrados en la degradacién de
PAHs y las vias que favorecen la formacién de

compuestos  intermediarios  téxicos  se
significativamente (Zafra et. al, 2016).

redujeron

2.2. Técnicas de codigo de barras
genotipica de comunidades microbianas

Ademas de los enfoques basados en secuenciacién para
andlisis de comunidades microbianas, se han desarrollado
otras técnicas genotipicas conocidas como de cédigo de
barras de DNA basadas en PCR, como: electroforesis
en gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE)/con
gradiente de temperatura (TGGE), andlisis automatizado
del espaciador intergénico ribosomal (ARISA), polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccién terminal (T-RFLP),
entre otros. Las técnicas de DGGE/TGGE y ARISA estan
basadas en el andlisis de los productos amplificados por
PCR de las regiones del espaciador intergénico de los genes
16S y 18S rRNA o algiin gen funcional, a partir de DNA
extraido de una muestra de suelo. En el DGGE/TGGE,
los fragmentos se separan en geles de poliacrilamida que
tienen grandientes desnaturalizantes basados en quimicos o
temperatura (Chikere, 2013).

En ARISA, para hongos se utiliza, el espaciador interno
transcrito (ITSI1-5.85-1TS2) y en bacterias, la regién
intergénica del rDNA localizada entre los genes 16S y 23S
rRNA. La amplificacién se realiza por PCR usando cebadores
marcados con fluorescencia, los fragmentos son separados
en un gel, el resultado es un patrén complejo de bandas que
proporcionan un perfil especifico de la comunidad (Desai
et. al, 2010).

La técnica T-RFLP permite determinar cualitativamente
la diversidad de especies presentes en una comunidad
microbiana, los fragmentos de ADN amplificados por PCR
con cebadores marcados con fluorescencia, son digeridos
con ezimas de restriccién y separados en un gely visualizados
por medio de la excitacion del compuesto fluorescente,
correlacionando la intensisdad de la fluorescencia con la
abundancia de las especies (Han et. al, 2017).

3. TEcNicAs MOLECULARES
PARA ANALISIS FUNCIONAL DE
PoBLACIONES MICROBIANAS EN
PROCESOS DE BIORREMEDIACION
DE SUELOSs CONTAMINADOS

La metatranscriptomica y metaproteémica se esta aplicando
cada vez mas a los sistemas ambientales (Fig. 3). El estudio del
RNA y la expresion de proteinas proporcionan informacién
clave sobre las funciones metabdlicas de una comunidad
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microbiana durante un proceso de biorremediacién en
el momento del muestreo. Los andlisis funcionales de
comunidades microbianas se utilizan recientemente para
predecir las vias de degradacién.

3.1. Metatranscriptomica

Con esta técnica se estudian los perfiles de transcripcion
de mRNA. A partir de una muestra ambiental se extrae
el mRNA y se sintetiza en cDNA, el cual es hibridado
con microarreglos o secuenciado de manera similar a la
metagendmica (fig. 3). Proporcionando un inventario de
los niveles de expresién de genes activos en una muestra,
permitiendo distinguir, los miembros activos y pasivos
de una comunidad microbiana y sus vias metabdlicas. La
comparacién de metatranscriptomes derivados de muestras
sometidas a diferentes cultivos o condiciones ambientales
puede proporcionar correlaciones entre la expresién génica
y variables ambientales (Desai et. al, 2010).

3.2. Microarreglos

La técnica esta basada en la hibridacién de las moléculas de
DNA blanco (de unasola célula o una comunidad microbiana)
con la sonda en una matriz para medir el cambio en las
senales de fluorescencia (la sonda o cDNA blanco se puede
marcar con varios colorantes fluorescentes), si la secuencias
de interés se encuentran en la muestra se producira una
fluorescencia (Singh y Nagaraj, 2006).

3.3 PCR en tiempo real (qPCR)

Esta técnica es una herramienta rapida, para la estimacién
de la dinamica de las comunidades microbianas o monitoreo
de sus actividades catabdlicas durante un proceso de
biorremediacion. Esta basada en ladeteccién de unamolécula
cuya fluorescencia aumenta a medida que el producto de
PCR se acumula durante cada ciclo de amplificacién. La
fluorescencia se basa en sondas de hibridacién (TagMan) o
utiliza colorentes (SYBR Green) (Cocci et. al, 2018). .

3.4. Proteodmica, secretomica y
metaprotedmica.

La protedmica se define como el conjunto total de proteinas
presentes en una unidad bioldgica, en cualquier etapa de
desarrollo y bajo condiciones especificas. La proteémica no
implica la secuenciacién de acidos nucleicos, sino mas bien
el andlisis global de las enzimas catabdlicas implicadas en la
biodegradacién de una comunidad microbiana durante el
proceso de biodegradacién.
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En el 4rea de Biotecnologia Ambiental, la protedmica, se usa
para el andlisis de proteinas totales de un microorganismo
individual, mientras que la secretémica se basa en el estudio
de las proteinas extracelulares de un organismo y que
posiblemente estan involucradas en las primeras etapas
de oxidacién de los PAHs y la metaproteémica es la mas
utilizada para determinar la funcionalidad de las comunidades
microbianas en los procesos de biorremediacién de suelos.
La cual, ha tomado un interés particular debido a que se
pueden caracteriza todas las proteinas expresadas en un
tiempo determinado dentro de un ecosistema y juegan un
papel clave en la exploraciéon de la funcionalidad microbiana
para discernir la contribucién enzimatica de cada uno
de los microorganismos que forman el consorcio. Estos
resultados junto con los andlisis transcriptomicos permite
el establecimiento de rutas de degradacién en suelos
contaminados (Siggins et. al, 2012).

METAPROTEOMICA PROTEOMICA SECRETOMA

Ruptura y fraccionamiento
de la parte intracelular

Fraccionamiento de la

Conjuntos de proteomas parte extracelular

de las comunidades.

una enzima especifica en la degradacién de PAHs (expresion
homéloga), la insercién de genes que codifican para enzimas
claves que participan en los procesos de biodegradacién de
un microorganismo en otro que tenga capacidad de crecer
en sitios contaminados (expresién heterdloga) o dirigir las
rutas de degradacién para poder mineralizar los PAHs de
manera eficiente sin formar intermediarios mas téxicos por
el silenciamiento de genes que codifican para produccién
de enzimas no deseadas, generando microorganismos
modificados genéticamente que son mas eficientes (Fig. 5).
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Figura. 4. Esquema de la extraccién y preparacién de la muestra
para un ensayo de metaproteémica, proteémica y secretoma.

Para llevar a cabo un analisis proteémico de uno o varios
organismos (Fig. 4), se realiza una extraccién y purificacién
de las proteinas. Posteriormente, las proteinas son

Figura. 5. Aplicacién de laingenieria genética para el mejoramiento
de microorganismos degradadores de compuestos xenobidticos.
A. Expresién heteréloga (Inserciéon de genes que codifican para la
produccién de enzimas de interés en un organismo que no expresa
este tipo de genes para ahora producir enzimas heterdlogas)
B. Ingenieria metabdlica (Silenciamiento de genes que codifican
para enzimas para desvio de rutas de degradacién para evitar
la formacién de productos indeseados) C. Expresién homologa
(sobreexpresion de un gen que codifica para la produccién de
enzimas degradadoras para incrementar su produccién y mejorar

sometidas a una digestién triptica para la obtenciéon de
péptidos; y por Ultimo se hace el uso de la espectrometria
de masas, mediante el cual se ioniza la muestra y se separan
los péptidos de acuerdo a su relacién masa carga m/z.

4. INGENIERIA GENETICA
PARA EL MEJORAMIENTO
DE MICROORGANISMOS
DeGrRADADORES DE PHAS

Para poder incrementar la capacidad de oxidacién de los
PAHs ,la ingenieria genética toma relevancia en el area
de Biotecnologia Ambiental, ya que se pueden hacer
modificaciones genéticas para aumentar la actividad
enzimatica por la sobreexpresion de genes que codifican para
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el proceso de degradacién)

Existen reportes de la expresion homoéloga de versatil
peroxidasa MnP2 en Pleurotus ostreatus para incrementar su
capacidad de degradacién de PAHs, demostrando una mayor
capacidad de degradacién (Tsukihara et. al, 2006). En nuestro
grupo de trabajo hemos obtenido cepas transformantes de
hongos filamentosos A. niger y T spectabilis, que producen
enzimas heterdlogas como manganeso, lignina y versatil
peroxidasas. (Cortés-Espinosa et al., 2012).

CONCLUSIONES

Como se expuso en este articulo, las técnicas moleculares
se han convertido en una herramienta muy importante en la
Biotecnologia Ambiental, ya que han permitido profundizar
en el estudio de procesos de biorremediacién de suelos
contaminados con PAHs, conociendo mas a detalle los
procesos metabdlicos, las enzimas involucradas en las rutas

metabdlicas de degradacién. Las técnicas moleculares
metadmicas nos permiten conocer la dinamica y diversidad
de poblaciones microbianas hasta el analisis funcional para
discernir los cambios a nivel genético de los microorganismos
por las condiciones adversas de contaminacién. El perfil de la
dinamica de la comunidad microbiana durante el proceso de
biorremediacién ha permitido identificar cepas microbianas
o genes claves que son cruciales para un éxitoso proceso de
biorremediacién in situ o ex situ.
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RESUMEN

Se evalué la actividad reductasa de diferentes materiales
vegetales para llevar a cabo la reduccién de benzaldehido
a alcohol bencilico, el material vegetal mas activo fue la
semilla de avena con un 51% de reduccion, con las semillas
de calabaza, trigo, pimiento, chile y ejote la reduccién
fue del 17 al 419%, mientras que con apio, nopal, pepino,
papa, aguacate y brécoli fue del 14 al 33%. Estas fuentes
crudas de reductasa pueden ser empleadas como agentes
reductores de otros aldehidos o cetonas para la preparacién
de alcoholes, con la ventaja de no requerir de procesos
costosos de aislamiento para tener la enzima pura, ni la
generacién de residuos contaminantes al utilizar agentes
reductores quimicos .

Palabras clave: reductasa, alcohol bencilico, aldehido, alcohol

ABSTRACT

The reductase activity of different vegetal materials was
evaluated to carry out the reduction of benzaldehyde to
benzyl alcohol, the most active vegetal material was the
oat seed with a 51% reduction, with the seeds of pumpkin,
wheat, pepper, chili and ejote the reduction was from 17
to 41%, while celery, nopal, cucumber, potato, avocado
and broccoli was from 14 to 33%.These crude reductase
sources can be used to reduce other aldehydes and ketones
for the preparation of alcohols, with the advantage of not
requiring expensive isolation processes to have the pure
enzyme, nor the generation of polluting residues when using
chemical compounds as reducing agents.

Key words: reductase, benzyl alcohol, aldehyde, alcohol.
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INTRODUCCION

El uso de biocatalizadores para la preparaciéon de
compuestos organicos presenta importantes ventajas que
los hacen ambientalmente amigables y atractivos para su
uso en sintesis organica, como son el empleo de soluciones
acuosas en lugar de disolventes organicos, reacciones a
temperatura ambiente y pH neutro, pero lo mas relevante
es su alta especificidad (Panke et al., 2004; Pollard and
Woodley, 2006).

La obtencibn de compuestos organicos usando
biocatalizadores cumplen varios de los puntos que se
consideran dentro de la quimica verde, como son: es mejor
prevenirlageneracién de deshechos que tratarlos o limpiarlos
después de que se han generado, durante la biocatalisis se
minimiza la formacién de productos secundarios; cuando
sea aplicable, los métodos sintéticos deben usar y generar
substancias que sean poco o no téxicos al humano y al
ambiente, los procesos biocataliticos se llevan a cabo
en medio acuoso Yy los biocatalizadores son substancias
bioldgicas que se degradan sin generar productos téxicos;
los requerimientos energéticos son minimos puestos que se
llevan a cabo a temperatura ambiente; asi mismo debido a
que los biocatalizadores son selectivos se obtienen mejores
resultados que cuando se tienen reacciones equimolares
(Anastas and Warner, 1998).

Los alcoholes aromaticos son materias primas de gran
importancia para la industria quimica, farmacéutica, agricola,
de alimentos y de fragancias. Los alcoholes aromaticos
se pueden obtener quimicamente por reduccién de
compuestos carbonilicos, usando catalizadores quimicos, el
principal problema es la generacién de residuos que pueden
ser téxicos Yy dificiles de disponer. Una alternativa que ha
ganado relevancia tanto en la academia como en la industria
es el uso de deshidrogenasas dependientes de nicotinamida,
enzimas capaces de llevar a cabo la reduccién de grupos
carbonilo como aldehidos y cetonas a los correspondientes
alcoholes. En la industria de los sabores y las fragancias, los
biocatalizadores juegan un papel importante en la sintesis
de intermediarios (Hollmann et al., 201 ). Por ejemplo, el
alcohol bencilico es un alcohol aromatico que se usa como
conservador, disolvente y anestésico local, se ha usado para
la preparacién de una gran variedad de productos, como
reveladores fotograficos, en textiles, bacteriostaticos,
cosméticos, preparaciéon de fragancias, etc. (BeScience;
FDA; Scognamiglio et al., 2012)

Las deshidrogenasas o reductasas son biocatalizadores
se pueden obtener principalmente de microorganismos,
pero las plantas son una alternativa accesible y econémica
como fuente de dichas enzimas (Cordell et al., 2007). En
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un contexto verde, se puede tener en cuenta la posibilidad
de utilizar partes de plantas como fuentes biocatalizadores
para reducir aldehidos y cetonas como una alternativa para
la sintesis de alcoholes (Rowan et al., 201 3).

Este trabajo se ha centrado en el estudio de nuevas fuentes
de biocatalizadores en materiales de origen vegetal como
verduras, semillas y hojas, entre otros, para la reduccién
de benzaldehido a alcohol bencilico. Una de las principales
ventajas del uso de materiales vegetales como fuentes de
biocatalizadores son sus bajos costos, facil accesibilidad,
obtencién de cantidades grandes de biomasa, asi mismo
este material vegetal es biodegradable por lo que no se
generan contaminantes del ambiente.

METODOLOGIA

Preparacién de la fuente de biocatalizador

Los materiales vegetales se adquirieron en mercados locales.
El material vegetal se lava con agua y detergente, luego se
sumerge durante 10 min en una solucién de hipoclorito
de sodio al 5 %, se enjuaga con agua destilada y se deja
secar. Posteriormente se muele en una licuadora con agua
destilada (1 g con | mL). La mezcla se centrifuga a 5000 rpm
por 20 min, el sobrenadante se usa como fuente de enzima.

Las semillas se desinfectan como se sefialé antes,
posteriormente se muelen en un molino de café para
tener un polvo fino, | g de polvo se suspende en 4 mL de
agua y se agita | hora, la mezcla se centrifuga y se utiliza el
sobrenadante como fuente de enzima.

Método general para la reduccién biocatalizada

Al extracto acuoso correspondiente (I mL) se le agregan
[.484x10-5 moles de benzaldehido, la mezcla se agita a
1300 rpm, 25 °C, durante 24 h. Posteriormente la mezcla
de reaccién se extrae con éter etilico, se separa la fase
organica, se seca con sulfato de sodio anhidro y se analiza
por cromatografia de gases (CG), para determinar el % de
conversion, utilizando el area bajo la curva del benzaldehido
y del alcohol bencilico, los experimentos se realizaron por
triplicado.

REsSULTADOS

Se estudiaron |2 materiales biolégicos de origen vegetal con
el propésito de detectar actividad reductasa en ellos, con
la finalidad de usarlos como posibles catalizadores para la
reduccién de aldehidos a los correspondientes alcoholes.

Tabla |. Reduccién de benzaldehido a alcohol bencilico usando
reductasas de origen vegetal

Material vegetal Nombre cientifico % conv**
Semilla de avena Avena sativa 51
Vaina de ejote Phaseolus vulgaris 41
Semilla de calabaza Cucurbita maxima 29
Semilla de trigo Triticum aestivum 28
Semilla de pimiento Capsicum annuum 23
Semilla de chile Capsicum frutescens 17
Tallo de apio Apium graveolens 33
Penca de nopal Opuntia ssp. 19
Fruto de pepino Cucumis sativus 18
Tuberculo de papa Solanum tuberosum 15
Fruto de aguacate Persea Americana 14

Brassica  oleracea var.
italica
% conv**: % de conversion determinado por CG

Inflorescencia de brécoli 19

En la Tabla | se muestran los resultados obtenidos de la
reduccién de benzaldehido a alcohol bencilico, donde se
puede observar que todos los materiales presentan actividad
reductasa. La mayor conversién se obtuvo con la semilla de
avena, la cual transforma benzaldehido en un 519%, seguida
de ejote con 41%, en 24 h; con el resto de los materiales la
conversioén se encuentra entre 14y 33%. Cabe resaltar que
en este trabajo preliminar las reacciones se llevaron a cabo
en condiciones no optimizadas y en medio acuoso, el estudio
es para detectar material vegetal con actividad reductasa,
el siguiente estudio seria determinar la influencia del pH
del medio de reaccién, temperatura, tiempo, relacién de
cantidad de material vegetal con respecto al sustrato, asi
como la influencia de codisolvente.

Entre otros materiales vegetales que se han estudiado para
reducir benzaldehido a alcohol bencilico se encuentran
hojas de Musa sapientum (0%) y Zea mays (90%) (Luna et
al., 2014), M. esculenta (91%), M. dulcis (83%) (Machado et
al., 2006), Euphorbia portulacoides L. var. portulacoides (0%),
Talinum polygaloides Gillies ex Arn. (98% en 6 dias), Puya
spathacea (98% en 5 dias) y Daucus carota L. (99% en 3
dias) (Salvano et al., 201 I)

CONCLUSIONES

Se detectaron doce materiales vegetales con actividad
reductasa, que llevaron a cabo la reduccién de benzaldehido
a alcohol bencilico, estos materiales se pueden utilizar como
potenciales agentes reductores de otros compuestos con
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RESUMEN

El cultivo de células en reactores es una de las etapas
mas importantes del bioproceso; durante esta se define
la cantidad y calidad del producto de interés. Es por ello
que gran nimero de trabajos se han enfocado en el empleo
de diferentes herramientas y técnicas que permitan lograr
un monitoreo y control mas especifico y detallado con la
finalidad de mejorar la comprension de los procesos. Una de
estas técnicas es la espectroscopia dieléctrica, la cual debido
a sus caracteristicas permite diferenciar entre células vivas
y muertas, proporcionando informacién en tiempo real del
estado celular de manera no invasiva ni destructiva. Debido
a esto, la espectroscopia dieléctrica se perfila como una
Tecnologia Analitica de Proceso (PAT) para su empleo en
procesos industriales. En la presente revisién se abordaran
los fundamentos de la técnica y algunas aplicaciones de
interés en bioprocesos.

Palabras clave

Espectroscopia dieléctrica, monitoreo, bioprocesos
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ABSTRACT

The cell culture in reactors is one of the most important
stages of the bioprocess. During this phase the quantity
and quality of the product of interest is defined. This is
the reason why many investigations have been focused on
the use of different tools and techniques to achieve more
specific and detailed monitoring and control, in order to
improve the understanding of the processes. One of these
techniques is dielectric spectroscopy, which due to its
characteristics allows to differentiate between living and
dead cells, providing information in real time of the cellular
state in a non-invasive or destructive way. Because of this,
dielectric spectroscopy is emerging as an Analytical Process
Technology (PAT) for its use in industrial processes. In the
present review, the fundamentals of the technique and some
applications of interest in bioprocesses will be addressed.

Key words

Dielectric spectroscopy, monitoring, bioprocess
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|. INTRODUCCION

El monitoreo y control de procesos es una herramienta
indispensable para el desarrollo y optimizacién de los mismos
(Ansorge, et al, 2009). Su empleo permite la generacién de
productos de mayor calidad mediante la determinacién,
comprensién y control de los pardmetros clave que afectan
la produccién (Pohlscheidt, et al, 2013). Actualmente, los
parametros mas empleados en el cultivo celular y cuyo
monitoreo y control es fundamental son: la temperatura,
velocidad de agitacién, formacién de espuma, potenciales
redox, pH y concentraciones de oxigeno disuelto y diéxido
de carbono (Mulchandani y Bassi, 1995). Sin embargo, estos
parametros simplemente son empleados para mantener las
condiciones de operacién del proceso, sin que esto repercuta
en una alta productividad del mismo (Czermak, et al, 2009).
A pesar de laimportancia de estos parametros, el monitoreo
de la biomasa a través de alguna de sus propiedades como
la morfologia, la concentracién, la viabilidad o la actividad
celular, puede proveer informacién de mayor relevancia
como el estado del proceso (Riley, 2006). Debido a esto, la
biomasa es considerada una de las variables cuyo monitoreo
es primordial, la medicién confiable de esta ha sido la meta
por décadas y es por ello que gran variedad de métodos
y sistemas han sido desarrollados para su monitoreo in
situ (Kiviharju, et al, 2008). Sin embargo, debido a que los
métodos actuales como: la densidad 6ptica, la calorimetria,
la microscopia in situ, la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear, la Velocidad de Consumo de Oxigeno
y el Coeficiente Respiratorio, se basan en la determinacién
de al menos una de las propiedades de la biomasa (Biechele,
et al, 2015; Bluma, et al, 2010; Beutel y Henkel, 2011), no
pueden interrelacionarse entre si o aplicarse a todo tipo
de procesos o cultivos, ya que difieren en los principios
de medicién o en la variable de interés correlacionada
(Kiviharju, et al, 2007). Es por ello que se requiere el
empleo de técnicas que permitan logar un monitoreo in situ
de biomasa en tiempo real y con posibilidad de aplicarse a
todo tipo de procesos, esto con la finalidad de realizar un
monitoreo de proceso mas detallado, que cumpla con los
requerimientos de Buenas Practicas de Fabricaciéon (GMP
por sus siglas en inglés) y con las iniciativas como la Tecnologia
Analitica de Proceso (PAT, por sus siglas en inglés),
ambos propuestos por organismos regulatorios como la
Administracién de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas
en inglés) y la Agencia Europea de Medicamentos (AEM),
para la validacién de procesos (FDA, 2004; Clementschitsch
y Bayer, 2006; Glassey, et al, 201 |; Pohlscheidt, et al, 2013)
. Una técnica que ha resultado util para el monitoreo in situ
y en tiempo real de cultivos celulares es la espectroscopia
dieléctrica, debido a que permite el monitoreo de células
vivas en suspensién e inmovilizadas de manera no invasiva,
ni destructiva (Carvell y Dowd, 2006).
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2. ESPECTROSCOPIA
DIELECTRICA

La espectroscopia dieléctrica (ED) como técnica aplicada
en sistemas biolégicos tiene sus origenes a principios del
siglo XX, con los experimentos dieléctricos del médico
Aleman Hober, los cuales tenian por objetivo investigar
las propiedades dieléctricas de los eritrocitos a diferentes
frecuencias (Hober, 1912; Pethig y Kell, 1987). A partir
de su trabajo, surgieron muchos otros enfocados en la
obtencién de las propiedades dieléctricas de distintas células
a través de modelos que permitieran explicar los espectros
dieléctricos obtenidos, asentando de esta manera las bases
de la ED (Sanchis, 2009).

2.1 Fundamento de la Espectroscopia
Dieléctrica

Esta técnica se basa en la medicién de las propiedades
dieléctricas de una suspensién celular mediante la aplicacién
de un campo eléctrico de corriente alterna, el cual ocasionara
el movimiento de los iones presentes en el medio intra y
extra celular en direccién a los respectivos electrodos
(Figura |A) (Yardley, et al, 2000; Impe y E, 2002). Tal
movimiento se vera restringido por las membranas celulares
de naturaleza no conductora, resultando en la polarizacién
de las mismas y ocasionando que cada célula actile como un
capacitor eléctrico (Figura |B) (Horta, et al, 2015), el cual
ocasionara un desfase entre la onda de corriente y la onda
de voltaje, que puede ser medido, resultando en una lectura
directa de la Impedancia de la suspensién celular (Senner,
1994; K'Owino y Sadik, 2005).

+

Direccion del campo

e

Figura |. Efecto de la aplicacién de un campo eléctrico de
corriente alterna a una suspensién celular. A) Migraciéon de iones
presentes en el medio en direccién a sus respectivos electrodos. B)
Polarizacién de las membranas celulares debido a la migracién de
iones intracelulares y extracelulares. C) Los solidos en suspensién,
las burbujas y las células muertas no presentan polarizacién,
por lo cual sus propiedades dieléctricas son insignificantes en
comparacién con las células viables.
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El grado de polarizacién de la membrana celular esta en
funcién de la frecuencia empleada y es independiente de
la concentracién celular, pero dependiente del tamano
de la célula (Figura 2) (Cannizzaro, et al, 2003; Opel, et
al, 2010). A altas frecuencias la membrana se encuentra
minimamente polarizada, representando una resistencia
minima para el paso de la corriente, mientras que a bajas
frecuencias la membrana se encuentra completamente
polarizada (Figura 3), por lo que actlia como una resistencia
(Reactancia capacitiva) que puede ser medida (Kim, et al,
2009; Tibayrenc, et al, 201 I). Para la mayoria de las células,
el intervalo de frecuencias bajo las cuales pueden actuar
como capacitores se encuentra en una regién llamada
B-dispersién y comprende las frecuencias de | kHz a 10
MHz, siendo también el intervalo adecuado para la medicién
de la densidad celular viable (Schwan, 1957; Asami, 2002;
Carvell y Dowd, 2006). Debido a que Unicamente las
células con membranas intactas se comportan como un
capacitor en estas frecuencias, todos los demas elementos
como las células muertas o las burbujas presentan valores
de propiedades insignificantes en comparacion a las células
vivas, permitiendo Unicamente el monitoreo de células
viables (Figura |C) (Fehrenbach, et al, 1992; Olguin-

Sanchez, et al, 2009).
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Figura 2. Espectros dieléctricos de capacitancia de una
suspension celular. Efecto de la concentraciéon celular (A) y del
diametro celular (B) sobre los espectros dieléctricos (Adaptado
de Cannizzaro, et al, 2003).

2.2 Aplicaciones en el monitoreo de
bioprocesos

Numerosas aplicaciones se han desarrollado enfocadas en
los campos de caracterizacién, andlisis y monitoreo celular
(Figura 4), tales aplicaciones van desde el desarrollo de
sistemas de medicién que permitan obtener las propiedades
dieléctricas de una sola célula, hasta aplicaciones en el
diagnéstico de enfermedades. Sin embargo, una de las
aplicaciones con mas diversificaciéon es la enfocada al
monitoreo celular (Heileman, et al, 2013). Esto debido
principalmente a su implicacién en el monitoreo de los
bioprocesos industriales.
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Electrodo Electrodo

Altas frecuencias

Bajas frecuencias

Figura 3. Diagrama del campo eléctrico aplicado entre dos
electrodos a altas y bajas frecuencias. A altas frecuencias, las
células se encuentran minimamente polarizadas, por lo cual
no representan una resistencia al paso de la corriente. A bajas
frecuencias, las células se encuentran altamente polarizadas, por
lo cual representan una resistencia al paso de la corriente que
puede ser medida.

Actualmente la ED se ha empleado en el monitoreo de varios
tipos de cultivos celulares. Algunos ejemplos destacables
de su aplicacién en cultivos de bacterias, hongos, células
vegetales, células de insecto y células animales, se mencionan
a continuacién. En el cultivo de bacterias como Bacillus la
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Plataforma de
deteccién de
drogas.

Células en Proliferacion Diferenciacién Ciclo celular y
soportes celular celular mitosis

Muerte celular y
citotoxicidad

Figura 4. Aplicaciones de la espectroscopia dieléctrica asociadas
a los campos de caracterizacién, analisis y monitoreo celular
(Adaptado de Heileman, et al, 2013).

técnica ha permitido detectar en tiempo real los cambios
fisiolégicos ocurridos durante las fases de crecimiento
(Sarrafzadeh, et al, 2005; Dinorin-Téllez-Girén, et al, 2015),
siendo un paso importante para la caracterizacién de los
procesos. En cultivos de hongos como las levaduras, la ED
ha servido para estimar la concentracién celular durante
el proceso de fermentacion (Harris, et al, 1987; Mishima,
et al, 1991), siendo esta la meta de muchas otras técnicas
de monitoreo. En el cultivo de células vegetales la técnica
dielectrica ha sido empleada en el monitoreo de los efectos
de las condiciones de cultivo sobre las células, como la
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sensibilidad a las fuerzas de corte debidas a la agitacién
(Markx, et al, 1991), permitiendo una rapida evaluacién
y replanteamiento de las condiciones de cultivo. En
el cultivo de células de insecto la ED se ha empleado
para la caracterizacién de algunos procesos como la
produccién de Vectores Adeno-Asociados, permitiendo la
determinacién del tiempo éptimo de cosecha, el cual es
uno de los parametros esenciales para el escalamiento de
estos procesos (Negrete, et al, 2007).Y finalmente en el
cultivo de células animales la técnica ha permitido obtener
informacién de diversos procesos como el monitoreo
en tiempo real de la diferenciacién de células madre, el
cual es critico para el escalamiento de estas tecnologias
(Bagnaninchi y Drummond, 201 I). Otros procesos en que
la técnica dieléctrica ha contribuido es en el monitoreo de
biomasa en cultivos con células animales inmovilizadas, el
cual es sumamente complicado empleando otras técnicas
debido a que las células no se encuentra accesibles para su
andlisis, requiriendo primero el desprendimiento de estas
de los sistemas de inmovilizacion (Noll y Biselli, 1998;
Cole, et al, 2015). Una de las aplicaciones mas destacables
y recientes de la ED es en la produccién de virus como
el sarampién en cultivos de células cancerosas, ya que
permitié la caracterizacién de las cinéticas de infeccién y la
optimizacién de los tiempos de infeccién y cosecha (Grein,
et al, 2017), parametros necesarios para la produccién de
virus a mayor escala como tratamiento para el cancer. Por
estas y muchas otras aplicaciones la ED es considerada
una herramienta prometedora para el monitoreo de
bioprocesos, perfilindose como una PAT para su empleo
en el monitoreo de procesos farmacéuticos y alimentarios
a gran escala (Justice, et al, 2011; Teixeira, et al, 2009).
Finalmente, en la Figura 5 se muestra un ejemplo de sistema
empleado en el monitoreo dieléctrico de fermentaciones de
Bacillus.

Figura 5. Ejemplo de sistema empleado para el monitoreo del
cultivo por lote de Bacillus mediante espectroscopia dieléctrica.

3. CONCLUSIONES

Debido a que las propiedades dieléctricas de la membrana
celular fungen comoindicador de viabilidad, laespectroscopia

2 5 Frontera Biotecnologica enero-abril 2018

dieléctrica resulta una herramienta Gtil para el monitoreo
de forma continua del estado y la concentracién celular.
Su empleo en cultivos celulares ha permitido obtener
mayor informacién e incluso ha posibilitado la optimizacién
de algunos procesos. Sin embargo, ain es necesaria la
caracterizacién de muchos otros procesos mediante el
empleo de esta técnica, por lo cual es preciso continuar con
la investigacién y aplicaciéon de la técnica a diferentes tipos
de procesos.
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