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Introduccion

Para la elaboracion de embutidos, en la industria
carnica se utilizan tripas diferente tipo. Estas
pueden ser de origen natural, artificial o sintético.
Las tripas naturales se obtienen a partir del tubo
digestivo de cerdos, bovinos, ovinos y equinos.
Las artificiales son elaboradas a partir de fibras
animales y constituidas por fibras de colageno.
Las sintéticas son elaboradas a partir de
sustancias celuldsicas o de polimeros de sintesis.
Al ser mas resistentes y econémicas que las de
colageno, estas ultimas se utilizan ampliamente
en la elaboracion de salchichas.

Estan compuestas principalmente por celulosa
regenerada y glicerina como plastificante. La tripa
se utiliza para contener temporalmente los
ingredientes del producto durante su
procesamiento, por lo que, este material posee
una alta resistencia, apta para las etapas de
elaboracion de dichos embutidos, pero esta
resistencia dificulta su tratamiento.

Si bien en Argentina no hay estadisticas sobre la
generacion y uso de tripa celuldsica, se estima
que hay una produccion anual de chacinados de
822.000 toneladas, de los cuales el 20%
corresponde a salchichas tipo “Viena” [1]. En
Estados Unidos, por ejemplo, a principios de
siglo, la generacion de tripa celulésica rondaba
las 1.000 toneladas anuales [2].

En la actualidad, en nuestro pais este desecho se
descarta, lo que genera grandes cantidades de
residuos que son incinerados, desperdiciando su
posible reutilizacion y agregado valor.

Con el fin agregar de valor a este desecho
denominado tripa agotada (TA), se plantearon
dos abordajes independientes: por un lado,
tratamientos quimicos para la obtencion de un
producto de interés industrial como el acetato de
celulosa y por otro, el empleo de la TA como
sustrato de hongos que degradan celulosa de
materiales lignoceluldsicos, para la obtencion de
Enzimas Activas sobre Carbohidratos
(CAZymes), de gran interés en diversos tipos de
industrias.
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Materiales y Métodos

Tratamiento Quimico

Acondicionamiento de la muestra

Se partiéo de la tripa agotada (TA), tal cual se
obtiene luego de su utilizacién en la industria
carnica (Figura 1).

Figura 1. Tripa agotada

Este residuo se acondicion6 con el fin de eliminar
restos provenientes de la preparacion de los
embutidos y se secod a temperatura ambiente
(Figura 2).

g ra 2. Tripa agta acondicionada (TAa), de
aspecto similar a celofan

Molienda

Para obtener TAa en polvo (TAa/polvo) se
probaron dos metodologias para salvar las
dificultades de su molienda a temperatura
ambiente debidas a las caracteristicas plasticas
del material. En primer término, se molio la TAa
con nitrogeno liquido, en segundo término, se
realizo una predigestion enzimatica.

La muestra de TA (tal cual se obtiene luego de su
utilizacion en la industria carnica) se incubé con
un blend de lipasas, ajustando el pH entre 5-6 a
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40°C por 2 horas. A continuacion, se afadio una
proteasa de origen bacteriano, Alcalasa 2.0
comercial, y se dejé en bafio termostatico a 40°C
durante 2 horas, regulando el pH entre 6-7. Luego
se inactivd a 100°C durante 10 minutos.
Finalmente se incubo a 40°C durante 5 horas con
endocelulasas fungicas de origen comercial,
provenientes de Penicillum peniculasum, a pH 5.
Se conservé entre 4-5°C por 10 dias. Se filtrd la
TA. Se enjuagd con agua y detergente, y se seco
a temperatura ambiente. Finalmente se molidé con
un molinillo a hélice FW-100.

Acetilacion

Tanto a TAa como a TAa/polvo se les adiciono
una mezcla de anhidrido acético/acido fosforico,
y se calentd durante 4 horas a 70°C. Luego, se
precipitd el producto en agua destilada, y se
enjuago hasta pH neutro. Por ultimo, se seco en
estufa de venteo a 105°C.

Analisis de la estructura quimica

Se realizd la determinacion de la estructura
quimica del producto mediante resonancia
magnética nuclear de protén (RMN 'H), con
espectrometro de RMN marca Bruker, modelo
DPX400 equipado con una sonda QNP.
Obtenciéon de CAZymes

Microorganismos

La cepa \utilizada para los ensayos de
degradacion fue un aislamiento de Peniophora
laxitexta. Los cultivos fueron mantenidos en
medios de cultivo conteniendo extracto de malta
12,7% y glucosa 10%, a 4°C.

Prospeccion de actividades celuloliticas en medio
agarizado

Se realizaron cultivos en placa de Petri con medio
agarizado conteniendo como medio basal con
micro y macronutrientes, y asparagina como
fuente de nitrogeno. Alternativamente como
fuente de carbono se utilizdé carboximetilcelulosa
(CMC) y un cuadrado de 5 x 5 cm de TA. Los
medios de cultivo se inocularon en el centro de la
caja con tacos de 6 mm de diametro conteniendo
micelio proveniente de colonias en fase de
crecimiento exponencial. Para las
determinaciones se extrajeron alicuotas del
medio agarizado con sacabocados de 6 mm de
diametro, a los 5, 16 y 26 dias de crecimiento. En
los cultivos con unica fuente de carbono CMC se
determindé actividad celulolitica de forma
cualitativa revelando halos de degradacion del
CMC por tincion diferencial con rojo congo [3].
Evaluacién de actividades celulolitica en cultivos
semisumergidos con tripa de celulosa

Se realizaron cultivos semimumergidos utilizando
como medio de cultivo liquido, medio basal
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suplementado con 2 fuentes de nitrogeno:
peptona de carne o sulfato de amonio
((NH4)2S04) y utilizando TAa como unica fuente
de carbono.

Condiciones de cultivo

Se utilizaron erlemeyers de 125 ml con 25ml de
medio de cultivo, inoculados con tacos del borde
de colonias crecidas en malta glucosada
agarizada. Los cultivos se incubaron durante 21
dias a 28°C en condiciones estaticas de
crecimiento. Los sobrenadantes de cultivos
fueron separados por filtracion para posteriores
andlisis.

Determinaciones enzimaticas

La actividad B-glucosidasa se determind usando
como sustrato el reactivo p-nitrofenil- B-D-
glucopiranosido (pNPG) [4]. La cantidad de p-
nitrofenol liberada fue determinada
espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia del producto de reaccion a 430nm.
La actividad B-1,4-endocelulasa se determind por
medicion de azucares liberados por la
degradacion de CMC (carboximetilcelulosa). La
actividad [(-1,4-exocelulasa se determind por
medicion de azlcares liberados por Ila
degradacion de celulosa cristalina. La liberacion
de azucares fue cuantificada por medio de
método de Somogyi (1952) [5] y Nelson (1944)
[6].

Se definieron las unidades enzimaticas como la
cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol
de p-nitrofenol (B-glucosidasa) o el equivalente a
1 umol de glucosa (endo y exocelulasa) por
minuto en las condiciones del ensayo.

En el caso de las determinaciones realizadas a
partir de muestras provenientes de medios
agarizados se reemplazdé el volumen de
sobrenadante por las muestras agarizadas y se
expreso la actividad enzimatica como U/g de
medio agarizado.

Resultados y Discusion

Tratamiento quimico

El andlisis de RMN-'"H muestra la obtencién de
acetato de celulosa, presentado espectros para el
acetato de ambas muestras, con el mismo
registro de picos (Figura 3).
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Figura 3. Espectro del acetato de celulosa obtenido por
RMN-'H

Los picos observados entre 3,6-5,1 ppm
corresponden a los hidrégenos unidos a los
carbonos de la glucosa, mientras que los
observados alrededor de 2,0 ppm corresponden
a los hidrogenos del acetilo. Comparando los
moles de acetato por unidades de glucosa, se
evidencia que el producto obtenido corresponde
a una mezcla entre diacetato y triacetato de
celulosa.

Se observé que el rendimiento obtenido para la
muestra TAa/polvo fue mayor al 40%, mientras
que para la muestra TA acondicionada, se logrd
un rendimiento menor al 10%.

Pretratamiento enzimatico

Con el tratamiento con enzimas comerciales, se
logro obtener un producto fragil, similar a un polvo
blanco; que permitio una facil molienda (Figura 4).
Estos resultados permiten llegar a hidratos de
carbono de menor tamafio, optimizando un futuro
ataque quimico y mejorando el rendimiento de las
reacciones.

o G4

enzimaticamente y molida

\

Figura 4. Tripa tratada

Obtencion de CAZymes

Prospeccion de actividades celuloliticas en
medio agarizado

Los cultivos realizados en medio agarizado tanto
con TAa como CMC como Unica fuente de
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carbono, mostraron la capacidad de la cepa de
Peniophora laxitexta para crecer sobre materiales
celuldsicos. En la figura 5 podemos observar una
colonia de P. laxitexta en medio agarizado con
CMC como unica fuente de carbono a los 5 dias
de crecimiento. Esta fue revelada con el colorante
rojo congo para evidenciar la degradacion del
CMC mediante tincién diferencial. Alrededor de la
colonia se puede ver un halo de color anaranjado
tenue que evidencia la presencia de actividad
celulolitica, siendo un resultado cualitativo
positivo en todos los cultivos.

Figura 5. Ensayo cualitativo para revelar actividad
celulolitica mediante la técnica de fincion diferencial
con rojo congo.

En la Figura 5 se pude observar el halo de degradacién
de CMC (halos naranjas) y la toma de muestra de
medio agarizado dentro de la colonia de Peniophora
laxitexta.

La Figura 6 muestra la actividad endoglucanasa y
exoglucanasa determinada a partir de las
muestras de medio agarizado. Los cultivos
realizados utilizando CMC como fuente de
carbono muestran una mayor actividad
exoglucanasa con respecto a la obtenida en los
cultivos de tripa de celulosa. En los cultivos en
tripa de celulosa se observa una mayor
determinacién de actividad endoglucansa con
respecto a las determinaciones en CMC.
Evaluacion de actividades celulolitica en
fermentaciones semisumergidas con ftripa de
celulosa

Los cultivos semisumergidos de Peniophora
laxitexta en TA evidenciaron la colonizacion del
sustrato (TA) por las hifas del microrganismo y su
aumento de biomasa. La degradacién de TA por
P. laxitexta no fue total, quedando parcialmente
degradada luego de la cosecha a los 21 dias.
Los sobrenadantes de cultivo extraidos a los dias
14 y 21 de crecimiento (cosecha) mostraron
actividad Endocelulasa, Exocelulasa y B-
glucosidasa como se muestra en la figura 7.

A)
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Figura 6. Actividad celulolitica determinada a partir de
muestras de medio basal agarizado de Peniophora
laxitexta utilizando como unica fuente de carbono A)

Carboximetilcelulosa B) Tripa de  celulosa
acondicionada.
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Figura 7. Actividad enzimatica de los sobrenadantes
de cultivo de Peniophora laxitexta
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En los fratamientos de cultivo ensayados se
puede observar una mayor actividad enzimatica
cuando se utiliza como fuente de nitrégeno
peptona, siendo significativo el aumento de la
actividad endoglucanasa y B-Glucosidasa. Esto
puede ser debido a que los tratamientos con
peptona mostraron un mayor crecimiento
aparente sobre la tripa de celulosa y por lo tanto
una mayor produccién enzimatica.

Conclusiones

Mediante el tratamiento quimico se logré obtener,
acetato de celulosa a partir de la TA, generando
valor agregado a un residuo y obteniendo un
producto de interés industrial.

Los mejores rendimientos se lograron utilizando
la TA en polvo, debido a que la molienda en frio
aumenta la superficie expuesta del residuo
celulésico, favoreciendo el tratamiento de
acetilacion. El pretratamiento enzimatico con
celulasas comerciales favorecié la molienda
mecanica a temperatura ambiente, No obstante,
los altos costos de estas enzimas hacen limitada
su aplicacion a procesos con productos de alto
valor agregado, siendo necesaria la utilizacion de
alternativas mas economicas.

Respecto al grado de acetilacion se continuara
con estudios de optimizacion, a fin de aumentar
el rendimiento en este proceso.

La TA califica como un excelente desecho
celulésico para ser utilizado como materia prima
en procesos de fermentacion. A pesar de la
limitada bibliografia sobre procesos fermentativos
de TA, se conoce que los porcentajes de
bioconversién del residuo son considerablemente
altos. Cepas de Trichoderma resei, alcanzan
valores de bioconversion a azlcares simples en
fermentadores de 2L cercanos al 90% [7]. Esto es
debido a que producen cocteles complejos que
contienen Enzimas Activas sobre Carbohidratos
(CAZymes), entre las que podemos encontrar
actividades como  actividades principales
endoglucanasas (EC 3.2.1.4), exoglucanasa (EC
3.2.1.58) y B-glucosidasas (EC 3.2.1.21) [8].

La evaluacion de actividades celulolitcas en
medio agarizado mostré a Peniophora laxitexta
como buen candidato para la obtencion de
cocteles con actividad celulolitica utilizando TA
como Unica como fuente de carbono.

Los cultivos semisumergidos de P. laxitexta
permitieron obtener cocteles con actividad
celulolitica, a partir de la tripa agotada. La mayor
produccion enzimatica se logré al utilizar un
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medio liquido basal suplementado con peptona
de carne. Este proceso podria permitir la
substitucion de las enzimas comerciales por las
generadas a partir de la fermentacion de hongos,
generando una alternativa econdémica y
probablemente rentable a escala industrial.

Las alternativas estudiadas representan
soluciones ambientalmente amigables al
problema de disposicién de residuos, con la
obtencién de productos de alto valor agregado.
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