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1. La alcachofa (Cynara scolymus, L.)

La alcachofera o alcachofa, Cynara scolymus, Linnaeus (Cynara scolymus, L.) es una
planta herbacea que alcanza hasta 80 cm de altura, con tallo suave y hojas muy divididas, de
aspecto duro, que pertenece a la familia Ilamada antiguamente Compositae, ahora
Asteraceae. Sus flores estan agrupadas en cabezuelas grandes y originan frutos de color
verdoso. La alcachofa tiene su origen en la Europa mediterranea, si bien, su cultivo se ha
extendido hasta el continente americano donde es también muy apreciada. Es cultivada
generalmente con fines comerciales y vive en climas semisecos y templados. Crece asociada
al matorral xero6filo y bosques de encino y pino. Se dan distintos cultivares de alcachofa,
teniendo incluso algunos, denominacién de origen. La variedad cultivada en la Region de
Murcia es mayoritariamente la "Blanca de Tudela", con la que se produce una alcachofa de
calidad que presenta un aspecto exterior muy compacto y apifiado. La alcachofa de la zona
presenta unas cualidades propias y un mayor aguante al ennegrecimiento después del corte,
factor muy valorado por el comercio, que se refleja en unos precios de mercado superiores.

Figura 1. Flor de alcachofa. Sus flores estan
agrupadas en cabezuelas grandes y originan frutos de
color verdoso.

2. Organo de consumo de la alcachofa y valores nutricionales

El 6rgano de consumo lo constituyen una pequefia porcion del pedinculo, el
receptaculo carnoso y la base carnosa de las bracteas, del capitulo floral inmaduro. Las
flores son lo que se conoce como la pelusa o pelos de la alcachofa y son desechadas al
momento de consumir el receptaculo. El capitulo floral debe ser inmaduro pero del maximo
tamafio posible (variable segun cultivar y uso culinario, desde menos de 50 g a casi 500 g),
compacto, de consistencia suculenta, con las bracteas tiernas y sin fibras. Al sobrepasar el
momento éptimo de madurez, las cabezuelas se empiezan a abrir y se tornan coridceas e
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inutilizables. En algunas ocasiones, las hojas y los tallos florales inmaduros son usados
como productos horticolas, de manera similar al cardo penquero.

Figura 2. Corte transversal del 6rgano de
consumo de la alcachofa. El érgano de consumo
lo constituyen una pequefa porcién del pedinculo,
el receptaculo carnoso y la base carnosa de las
bracteas.

A la alcachofa se le atribuyen desde tiempos muy antiguos propiedades preventivas
contra varias enfermedades, por ejemplo, para los enfermos de higado, pues ayuda a regular
diversas funciones hepaticas. Ademas, presenta propiedades diuréticas y proporciona
inulina, especie de almidon que presenta la particularidad de transformarse en el organismo
en levulosa, azlcar natural de facil asimilacion, de gran importancia en dieta de diabéticos.

Tabla 1. Contenido de diversos componentes de la
alcachofa por 100 g de tejido
Componente Contenido Unidad

Agua 87.00 %
Carbohidratos 10.00 g
Proteinas 2.50 g
Lipidos Trazas
Calcio 39.17 mg
Fosforo 60.00 mg
Hierro 1.33 mg
Potasio 263.33 mg
Sodio 65.83 mg
Manganeso 20 mg
Vitamina A (valor) 141.67 ul
Tiamina 0.06 mg
Riboflavina 0.05 mg
Niacina 0.58 mg
Acido ascorbico 7.50 mg
Valor energético 45.83 cal

La alcachofa presenta una composicién nutritiva que se caracteriza por un elevado
contenido en ciertos minerales como fosforo, sodio y sobre todo manganeso (20 mg/100 g
de producto comestible), mayor que cualquier hortaliza o legumbre. Su contenido de
vitaminas no es particularmente elevado; sin embargo, es un alimento de relativo valor por
poseer una menor cantidad de agua y un mayor contenido de carbohidratos y proteinas que
la mayoria de las hortalizas, tal como se aprecia en la Tabla 1. El sabor amargo que se
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presenta en distintas partes de la planta, incluyendo el capitulo floral, se debe a la presencia
de cinaropicrina, un compuesto sesquipertenoide.

Las partes tiernas de la flor son utilizadas para el consumo humano. Contiene vitaminas
A, B1, B2y C, tienen un contenido en minerales cuyo porcentaje no es igualado por ninguna
otra legumbre, fruta o verdura. Ademas de sus prestaciones alimenticias, la alcachofa se ha
usado como agente terapéutico y, lo que es mas importante, como preventivo frente a la
aparicion de enfermedades. La decoccidn de hojas de alcachofa se ha usado como ténico
digestivo y aperitivo para activar las secreciones gastricas antes de las comidas en casos de
falta de apetito, saciedad precoz o trastornos digestivos. Los dolores de estbmago, nauseas y
pesadez gastrica pueden regularse con la toma de éste producto. Las aplicaciones mas
especificas de este producto son:

e En el sistema digestivo, por su actividad sobre la funcién hepatica y biliar. Su efecto
diurético aconseja su recomendacion en casos de uricemia y gota.

e La cinarina que contiene ha demostrado accion hipocolesterolemiante, reduciendo de
manera significativa las tasas de colesterol en sangre y previniendo la formacion de
calculos biliares.

e La alcachofa es apta para el tratamiento de la arteriosclerosis en personas de edad
avanzada, como un coadyuvante que puede tomarse de forma continuada, impidiendo
la acumulacion de colesterol en las arterias y la formacién de ateromas.

e Ha proporcionado también buenos resultados en el control de la celulitis localizada.
Se halla indicada asimismo, como coadyuvante en el tratamiento de la albuminuria y
activadora de la eliminacion del &cido urico.

o El efecto laxante que tiene la alcachofa, facilita la eliminacion por la via intestinal de
acidos biliares, contribuyendo a regular el trénsito intestinal y los problemas
digestivos asociados.

Los capitulos se pueden consumir crudos o cocidos, como entrada y en guisos muy
variados. Este producto también es usado en la agroindustria, en particular la conservera,
para elaboracion de fondos y corazones congelados, deshidratados, enlatados, conservas en
aceite, etc. La versatilidad de usos de la especie es tal que, como se sabe, también se
consumen los peciolos y tallos jovenes igual que en el cardo, las hojas se utilizan como
forraje en la alimentacion de ganado y para la obtencidn de un licor llamado “Cynar”, que se
usa como aperitivo amargo o "bitter”. Finalmente, debe destacarse que la especie ha sido
usada histéricamente para fines medicinales, extrayéndose de ella diversos compuestos de
uso farmacoldgico que poseen caracteristicas aperitivas, antihelminticas, antiglicémicas,
diuréticas y laxativas, entre otras.

3. Importancia socioeconémica de la alcachofa

Italia y Espafia son los principales productores mundiales de alcachofa (36% y 33% de
la produccién total, respectivamente) (Figura 3). El principal productor nacional es la
Region de Murcia. Otra importante contribucion es la de la Comunidad Valenciana, que
comprende las provincias de Valencia, Alicante y Castellén, mientras que el resto de las
provincias espafiolas aportan contribuciones relativas muy escasas (Figura 4). El diagrama
de produccion nacional de alcachofa se observa en la Figura 5. Tras un periodo de crisis, se
observa una reciente recuperacion de la produccion de alcachofa y un valor econémico
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creciente. Ademas, las exportaciones presentan un alto nivel. Durante la campafia 2004-05
se plantaron en la Region de Murcia, 6.875 hectareas, con una produccion de 117 millones
de kilogramos. La mayor parte de la produccion de alcachofa (75%) se destina a la industria
para su elaboracién, mientras que el 25% restante se utiliza para su consumo en fresco. La
transformacién industrial de la alcachofa en Murcia abarca 46 empresas con mas de 7.000
empleados y una facturacién anual de méas de 480 millones de Euros.

Los problemas y perspectivas de la alcachofa en la Region de Murcia han sido
recientemente evaluados por la Federacion de Cooperativas Agrarias de Murcia, FECOAM.
Entre los problemas cabe destacar aquellos relativos al cultivo, comercializacion vy
transformacién industrial de la alcachofa. Dos de los problemas con los que cuenta la
transformacion industrial de la alcachofa son la precipitacion del polisacérido inulina y el
pardeamiento enzimatico (Mufioz-Palancas et al., 1997). El primero de ellos se encuentra
sometido a numerosos estudios, mientras que las investigaciones sobre el segundo son muy
escasas. Entre las perspectivas estd el aprovechamiento de los desechos industriales
generados, hasta un 70% del peso total de la alcachofa transformada industrialmente. La
obtencidn de subproductos de los desechos de la alcachofa repercutiria favorablemente en la
recuperacion de su produccion.
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Figura 3. Diagrama de Produccion Mundial Figura 4. Diagrama de Produccion Provincial de
de Alcachofa Alcachofa

Hasta ahora las acciones de | + D en el sector de la alcachofa han ido encaminadas a
la obtencion de un mejor producto agrario. Asi, se han destinado fondos para lograr que la
siembra de alcachofa se haga por medio de semillas en vez de esquejes (zuecas). Por otra
parte, estas operaciones de investigacion también han abordado la bdsqueda de variedades
mas resistentes a enfermedades. En nuestro laboratorio se ha estudiado la obtencion y las
aplicaciones cataliticas de un grupo de enzimas abundantes en la alcachofa, las
polifenoloxidasas y las peroxidasas, asi como del polisacarido inulina. Los resultados
potenciaran la produccion y la utilizacion de estas enzimas con alto interés biotecnoldgico,
aportaran una elevada valorizacion de estos componentes y, contribuirdn a la recuperacion y
reciclado de los residuos agroindustriales de alcachofa.
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Figura 5. Diagrama de Produccion Nacional de Alcachofa

A continuacion analizaremos los dos problemas méas importantes de la industria
conservera de la alcachofa:

Pardeamiento enzimatico de la alcachofa: El pardeamiento enzimatico se manifiesta
como un oscurecimiento gradual de la alcachofa, que se vuelve mas intenso tras el corte de
las hojas externas o bracteas para obtener el corazén (Lattanzio et al., 2005). Este aspecto,
desagradable para el consumidor, refleja una simultdnea descomposicién de nutrientes de la
alcachofa. Las enzimas responsables de este pardeamiento enzimatico son enzimas
oxidativas como la polifenoloxidasa o tirosinasa (PPO; EC 1.14.18.1), y la peroxidasa
(POD; EC 1.11.1.7). El pardeamiento enzimatico de las frutas y hortalizas se debe a una ruta
0 secuencia de reacciones que convierten a sus fenoles enddgenos (simples e incoloros) en
los pigmentos heteropoliméricos denominados feomelaninas (color anaranjado-rojizo) y
eumelaninas (color marrén a negro). La ruta comienza con dos reacciones acopladas
catalizadas por PPO en las que participa el oxigeno molecular. La primera reaccion consiste
en la hidroxilacion de monofenoles a o-difenoles (actividad monofenolasa) y, la segunda, en
la oxidacion de o-difenoles a o-quinonas (actividad difenolasa) (Rodriguez-Ldpez et al.,
1992). Estas quinonas reaccionan con numerosas sustancias endégenas a través de etapas de
oxidacion, adicion, transposicion y polimerizacion, originando finalmente melaninas
(Tudela et al., 1997). El peroxido de hidrogeno generado puede ser utilizado por las PODs
para futuras etapas de oxidacion.

El procesamiento industrial para combatir este problema incluye operaciones de lavado,
escalde y esterilizacion con diversos liquidos control. Este tratamiento, inactiva lentamente a
las enzimas desencadenantes del proceso, pero no consigue eliminar totalmente el
pardeamiento enzimatico, ya que durante cierto tiempo se potencia la actuacion de estas
enzimas sobre sus sustratos, con la formacion de productos oxidados (Rodriguez Lopez et
al., 1999). La alta temperatura facilita la evolucion de las o-quinonas hacia melaninas a
través de reacciones no enzimaticas acopladas. Ademas, este proceso provoca importantes
pérdidas de la calidad nutritiva (por ejemplo pérdida de vitamina C y material antioxidante)
y sensorial (aroma, sabor, textura, etc.) del producto (Devece et al., 1999). En la actualidad
se han ensayado diferentes alternativas para el escaldado de frutas y hortalizas (Mencarelli,
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1987; Devece et al., 1999). Una nueva alternativa al escalde convencional de frutas y
hortalizas es su irradiacion con microondas (Decareau, 1985).

Figura 6. Conservas de alcachofa. La transformacion
industrial de la alcachofa en Murcia abarca 46 empresas
con mas de 7.000 empleados y una facturacién anual de
mas de 480 millones de Euros.

Precipitacion de la inulina: La precipitacion del polisacarido inulina supone un problema
para la comercializacion de las conservas de alcachofa. Este polimero genera una especie de
“tierra” blanca que perjudica las propiedades organolépticas de este producto. Algunas
soluciones, como la incorporacion de inulinasa, en el liquido de gobierno resultan caras y
hasta el momento inviables.

4. Aprovechamiento de desechos solidos procedentes de la industria de
transformacion de vegetales

Las primeras operaciones de los procesos de elaboracion de transformados vegetales,
son etapas de acondicionamiento de materia prima, en la que se generan las mayores
cantidades de residuos solidos orgénicos. La cantidad total de residuos organicos sera la
suma de residuos solidos (en seco) y residuos sélidos arrastrados por el agua. El porcentaje
de residuos generado en la elaboracién de transformados vegetales es muy variable, ya que
estd determinado por diversos factores. El principal es el tipo de materia prima a procesar;
los vegetales destinados a transformacion son muy diferentes en tamafio, forma y partes
aprovechables, lo que implica que los niveles de residuos sean distintos en cada caso. El
porcentaje de residuos puede oscilar desde valores muy elevados como en el caso del cardo
o0 alcachofa con un 70-65%, hasta valores inferiores como en el tomate con un 15% (el 5%
son pieles y pepitas).

Los residuos sélidos organicos producidos en la transformacion de vegetales, en
algunos casos considerados como subproductos, son aprovechables para elaboracion de
otros productos. En el caso del esparrago y el puerro después de la obtencion del producto
entero en su proceso principal, se obtienen subproductos destinados a fabricacion de tallos
en conserva o congelados, productos deshidratados, etc. Los residuos restantes que quedan
tras el maximo aprovechamiento en la industria transformadora, también se utilizan con
otros fines: alimentacion animal, fertilizante y obtencion de productos comercializables. Se

José Neptuno Rodriguez Lopez Pagina 6



puede considerar subproducto, a todo producto no principal obtenido en un determinado
proceso y, que tiene o puede tener, determinadas aplicaciones o aprovechamientos, de forma
que lo que para una industria es un subproducto, para otra puede constituir la materia prima,
obteniendo a su vez un producto principal y otro nuevo subproducto (Hermida, 1993).
Actualmente, en la industria de transformados vegetales, el principal destino de los residuos
solidos organicos generados en sus procesos es la alimentacion animal, especialmente para
bovino y ovino. Se utiliza principalmente para vacas, animales jovenes, y ganaderia brava.
El transporte de los residuos hasta la explotacion ganadera es diario, en remolques y es el
ganadero el que se encarga del traslado. Asi, estos residuos destinados a alimentacion de
ganado pueden considerarse no como residuos, sino como subproductos. Los residuos de
transformados vegetales tienen un alto contenido en humedad, lo que implica dificultades
para el almacenamiento, debiendose ser su consumo rapido, con el fin de evitar problemas
de fermentacién. Por otro lado, el transporte del subproducto con niveles de humedad
elevados, aumenta el coste del mismo. Para incorporar el subproducto de transformados
vegetales en fresco, como un complemento importante en la alimentacion animal, es
necesaria una correcta planificacién, en la que se tenga en cuenta de qué productos se
dispone, en qué cantidades al afio y en qué periodos de tiempo. Existen estudios en los que
se da a conocer el valor nutritivo de los residuos de determinados vegetales procedentes de
la industria conservera, para su utilizacién en dietas de rumiantes. Estos estudios realizados
sobre la ingesta, composicion analitica y valor nutritivo de los residuos, indican una
palatabilidad aceptable, buena calidad alimenticia y la conveniencia, por tanto, de su empleo
en las dietas de rumiantes. Unicamente, hay que tener en cuenta, que la excesiva humedad
que presenta el material original (92.21%), puede limitar el volumen de la ingesta e impedir
el uso exclusivo en las raciones del ganado, por lo que parece conveniente la utilizacion
conjunta de algun alimento concentrado (Fonolld y Boza, 1993). En las zonas donde no
existe ganaderia, los residuos organicos se trasladan al vertedero controlado
correspondiente. En este caso, el transporte lo realiza el organismo competente en el
municipio o bien, la propia empresa, lo que en cualquiera de los casos supone un coste de
fabricacion.

Como se ha comentado, la mayor parte de los residuos generados en la transformacién
de vegetales se destina a alimentacion para ganado. Sin embargo, existe una fraccion
importante que va a vertedero, y contribuye a aumentar el problema existente de falta de
espacio. Para contribuir a la sostenibilidad del medio y satisfacer las necesidades de las
generaciones actuales, sin comprometer la satisfaccion de las necesidades de las
generaciones futuras, se hace necesario recuperar, en lo posible, estos residuos.

Produccion de compost: EI compost, es el producto final obtenido mediante un proceso de
descomposicidn bioldgica de la materia organica, en condiciones controladas de humedad y
temperatura, que oscila entre 50 y 70°C, provocando asi, la destruccion de elementos
pat6genos y, por lo tanto, garantizando la total inocuidad del producto. La estrecha relacién
existente entre el contenido de materia orgénica de un suelo y su fertilidad, es un hecho
ampliamente constatado y aceptado universalmente. La materia orgdnica mejora la
estabilidad del mismo, aumentando su porosidad y capacidad de retencion hidrica,
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favoreciendo asi el intercambio de gases y agua y, la capacidad exploratoria del sistema
radicular de las plantas. Asimismo, aumenta su capacidad de cambio catidnico, favoreciendo
la fijacion de nutrientes, manteniéndolos durante mas tiempo a disposicion de las plantas.
Del mismo modo, aumenta el estado de agregacion del suelo y el desarrollo de su flora
microbiana. Por todo esto, una de las vias mas importantes de regeneracion de suelos, sobre
todo en la cuenca mediterranea, consiste en la incorporacion al mismo de materia orgéanica,
con objeto de restablecer sus propiedades, por medio de todas las acciones directas o
indirectas que ella ejerce (Anton, 1992). Uno de los tipos de compost mas conocidos es el
producido a partir de residuos s6lidos urbanos: se realiza un aprovechamiento de la fraccién
orgénica fermentable separdndola de los materiales no deseables, materiales cuya
degradacion bioldgica es dificil (plasticos, vidrio, etc.) y materiales que pueden aportar
elementos toxicos (metales férricos y no férricos, productos quimicos, etc.), cuya
asimilacion por parte del cultivo receptor represente un riesgo potencial para la salud. Esta
condicion la cumplen los residuos generados en la transformacion de vegetales, puesto que
se pueden separar totalmente y con facilidad los residuos orgénicos del resto; este tipo de
residuos pueden considerarse aptos y deseables para compostar.

Produccion de metano: La fraccion de residuos de transformados vegetales que se deposita
en vertedero, es susceptible de someterse a tratamiento con el resto de residuos urbanos,
para la obtencién de metano. Se llama metanizacion de residuos solidos al proceso de
fermentacion anaerdbica de los componentes organicos de los mismos. Dicha fermentacion
es producida por bacterias que se desarrollan en ambientes carentes de oxigeno. Durante el
proceso de transformacién de la materia organica (digestion), dichas bacterias producen un
gas denominado por su origen "biogas", el cual se compone fundamentalmente de metano
(CHy) y de dioxido de carbono (CO,). Los porcentajes de produccién de estos gases son
variables y, dependen, de las condiciones fisico-quimicas en que se desarrolla la digestion
de la materia prima. EI metano se puede utilizar en la produccion de energia eléctrica y de
energia térmica. La tecnologia anaerobia aplicada a la biometanizacion de los residuos
s6lidos urbanos es una tecnologia madura, con posibilidad de ser aplicada a cualquier tipo
de fraccién orgénica, independientemente de su origen (forma de seleccién) o de su grado de
humedad. La biometanizacién se aplica, generalmente, seguida de un proceso de
compostaje, dado que el residuo una vez digerido, no posee las caracteristicas idoneas para
ser utilizado en agricultura (Mata, 1998).

Obtencién de bioalcohol: La obtencion de etanol por fermentacién alcohdlica, ha cobrado
interés debido a la posibilidad de utilizar alcohol como combustible. La fermentacién
alcohdlica se lleva a cabo por numerosos microorganismos anaerobios o aerobios
facultativos, a partir de azucares presentes en las distintas formas de biomasa. Estos
azUcares se pueden encontrar en forma de polimeros: almidén y celulosa (Jiménez et al.,
1989). Los residuos producidos por la industria de conservas vegetales, por su contenido en
celulosa, pueden utilizarse como fuente de energia renovable, evitando asi su acumulacion.
La fraccion celuldsica de los residuos, se transforman mediante hidr6lisis en glucosa, que
por fermentacion se convierte en combustible (etanol) (Lazaro y Arauzo, 1994).
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5. Aprovechamiento de los desechos de alcachofa: obtencion de enzimas y
biomoléculas

El sector de la alcachofa genera dos tipos de desechos. Los mas importantes los genera
la industria transformadora de este producto. EI 70% en peso de la flor de la alcachofa
corresponde a las hojas externas o bréacteas no destinadas al consumo humano. Sin embargo,
estos desechos son Utiles para la alimentacion animal y estan destinados a la elaboracién de
forrajes ensilados (Megias et al., 1991). Por otra parte, la alcachofa contiene sustancias con
aplicabilidad terapéutica como cinarina, cinaropicrina, inulina, flavonoides y sales potasicas
(Hammouda y Seif-El-Nars, 1993). Estos productos se utilizan como principios activos en
presentaciones simples y compuestas y en formulas magistrales para el tratamiento de la
anorexia, hepatitis, hipercolesterolemia, arteriosclerosis, hipertension arterial, estrefiimiento,
etc. Estudios realizados en nuestro laboratorio, han puesto de manifiesto el gran contenido
de PPO y POD en las bracteas de la alcachofa. Las PPOs y PODs son enzimas con una alta
utilizacién biotecnoldgica, por lo que su purificacién a partir de una fuente barata, como los
desechos de la alcachofa, podria tener un gran impacto econdémico. El estudio de sus
propiedades podria aconsejar su uso en diversos procesos, desplazando a otras PPOs o
PODs utilizadas en la actualidad. A continuacién, se describen los antecedentes sobre la
utilizacidn de estas enzimas en diversos procesos biotecnoldgicos. Ademas, estos desechos
industriales también son ricos en el polisacarido inulina. El otro desecho generado en el
sector de la alcachofa es un residuo agricola. Las hojas y las flores maduras se acumulan al
final de cada periodo productivo. Las hojas contienen una alta concentraciéon de una enzima
llamada ascorbato peroxidasa (APX), asi como cinarina y otros compuestos fendlicos. Las
flores maduras contienen en sus estigmas, una alta concentracion de una proteasa coagulante
de la leche (Sidrach et al., 2005).

Figura 7. Residuos agricolas de la alcachofa. Las flores
maduras contienen, en sus estigmas, una alta
concentracion de una proteasa coagulante de la leche.

Aplicaciones de las peroxidasas

Las PODs son dxidorreductasas que se encuentran ampliamente distribuidas en toda la
escala filogenética y que catalizan la oxidacién de un amplio nimero de sustratos organicos
e inorganicos, utilizando el poder oxidante del peréxido de hidrégeno. Ademas de su interés
académico y fisiologico, estas enzimas son ampliamente utilizadas en laboratorios clinicos y
en la industria. De entre ellas, la extraida de la raiz del rdbano picante (HRP) es la mas
usada. HRP es producida por cuatro grandes compafiias: Biozyme (Reino Unido), Boehring
Mannheim (Alemania), Sigma (Estados Unidos) y Sevarac & Toyobo (Japdn). Sélo
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Boehring Mannheim produce anualmente cerca de 8.5 x 10" unidades de esta enzima, para
lo cual se requieren cerca de 1700 toneladas de raices de rabano picante. Esta cantidad de
HRP representa una suma cercana a los 2.5 millones de Euros.

La POD es utilizada ampliamente en bioquimica clinica. Asi, los ensayos para la
determinaciéon y cuantificacion de metabolitos como glucosa, &cido Urico, colesterol o
triglicéridos en fluidos bioldgicos, usan POD como una enzima acoplada. También se utiliza
en inmunoensayos para la deteccion de virus tan conocidos como el del SIDA o el Herpes.
Las PODs también se utilizan como biocatalizadores para la generacion de productos de
interés biotecnoldgico e industrial como resinas fendlicas, adhesivos, antioxidantes,
antiestaticos y protectores de radiacion magnética, colorantes alimentarios y componentes
bioactivos de detergentes (Krell, 1991).

Figura 8. Kit analitico de peroxidasa. Esta enzima
es usada ampliamente en bioquimica clinica y en
inmunoensayos.

Pero lo que hace realmente interesante a las PODs y, que ha hecho que la Comisién
Cientifica de la Unién Europea las defina como una de las proteinas con mayor interés
biotecnoldgico para el siglo XXI, es su aplicacion para conservar el medio ambiente. En esta
linea, las PODs pueden sustituir a algunos catalizadores quimicos usados hoy en dia en
cierto tipo de industrias. Asi, pueden sustituir al cloro en el proceso de blanqueamiento del
papel durante su reciclaje y también, al formaldehido (mutagénico y cancerigeno), que se
utiliza en la fabricacion de resinas fendlicas (Wick, 1996). Otra aplicacién de las PODs, en
este apartado, es su uso para el tratamiento de residuos liquidos o suelos contaminados con
fenoles, aminas aromaticas, compuestos clorados y metales pesados (Tatsumi et al., 1996).
En estos casos, las PODs actuarian convirtiendo estos compuestos en otros de mayor peso
molecular y mas fécil de eliminar por procesos fisicos como filtracién, decantacién, etc.

Uno de los problemas asociados al uso de PODs en procesos industriales, es el proceso
de inactivacion que sufren estas enzimas bien por la temperatura, el pH o inducida por el
sustrato (Hiner et al., 1995). Este problema reduce la vida Gtil de la proteina y encarece el
proceso. Todo esto ha dado lugar a la basqueda de nuevas fuentes de PODs (Wick, 1996;
Rodriguez Lépez et al., 2000) que catalizen con mayor eficacia un determinado proceso y
que sean mas resistentes a la inactivacion. Recientemente, una empresa norteamericana,
Enzymol International Inc., ha aislado y explotado el uso de POD de soja, para la formacion
de resinas fendlicas (Wick, 1996). Esta enzima tiene una alta resistencia a la temperatura, lo
gue permite una gran eficacia en este proceso, siendo un sustituto del formaldehido. EI 70%
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de la soja producida es destinada a la preparacién de piensos compuestos para el alimento de
aves. El aislamiento de esta proteina de la soja, supone una primera etapa de extraccion
mediante una disolucion acuosa; después del lavado, el resto s6lido puede seguir siendo
destinado a la produccion de piensos compuestos, por lo que se trata de una fuente
econdmica y que no modifica el destino final del producto. Este proceso es paralelo al
planteado en esta Memoria de Investigacion, pero usando la POD obtenida de las bracteas
de la alcachofa. El estudio de las propiedades de la POD de alcachofa, podria hacer
aconsejable su uso en distintos procesos tecnoldgicos como sustituto de HRP u otras PODs
disponibles en el mercado.

Aplicaciones de las polifenoloxidasas

Aplicaciones sanitarias: La PPO se utiliza como marcador en el vitiligo, enfermedad
autoinmunitaria caracterizada por la hipopigmentacion total o parcial de la membrana basal
de la epidermis. Se ha comprobado que anticuerpos anti-PPO no reaccionan con otros
autoantigenos ni con el sitio activo de la enzima, indicando que actia como autoantigeno y
pudiendo utilizarse como marcador de la enfermedad (Baharav et al.,, 1996). La
administracion oral de PPO de Agaricus bisporus en animales modelo supone una
disminucidn de la respuesta autoinmunitaria.

Otras posibles funciones de PPO en procesos tumorales son en la actualidad objeto de
estudio. Existen resultados contradictorios sobre el papel de esta enzima en cancer, algunos
autores sugieren que tiene un efecto supresor tumoral mientras que otros predicen un posible
papel en la mutagenicidad, debido a la produccion de compuestos fendlicos y quinonas. El
melanoma maligno sigue siendo un serio problema clinico con una alta mortalidad debido al
fallo en la respuesta de las células del melanoma al tratamiento con radiacion o
quimioterapia. Por esta razon, se intenta encontrar una via de tratamiento selectivo que
interfiera en la conversion de tirosina en melanina, usando profarmacos inactivos analogos
de tirosina, las cuales tras su conversion por PPO pasen a productos tdxicos para las células
del melanoma.

Industria cosmética: Los inhibidores de la PPO son utilizados en la industria cosmética
debido a sus efectos despigmentantes de la piel. Se conocen un gran nimero de inhibidores
de fuentes sintéticas y naturales, pero solamente algunos de ellos se utilizan como agentes
despigmentantes, debido a sus posibles efectos secundarios. En la actualidad, como
inhibidores de la enzima se utilizan arbutina y aloesina aislados de Prunas domestica y Aloe
vera, respectivamente. La arbutina es un glucésido hidroquinona que inhibe
competitivamente a la enzima, mientras que la aloesina presenta una inhibicién no-
competitiva. EI uso de ambos inhibidores conjuntamente, reduce los posibles efectos
secundarios del tratamiento.

Industria de la alimentacion: El pardeamiento de frutas y verduras es un problema
importante en la industria de la alimentacién, ya que ademas de aportar caracteristicas
fisicas desagradables, supone un cambio en las propiedades organolépticas de los productos.
La velocidad de pardeamiento enziméatico depende de la concentracién de PPO activa, de
compuestos fenolicos, de la disponibilidad de oxigeno, pH, temperatura y condiciones del
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tejido. El uso de inhibidores de la enzima que impidan su actuacion sobre los fenoles, resulta
una aplicacion cada vez més utilizada en la industria alimentaria.

Aplicaciones biocataliticas: La inmovilizacion de PPOs se ha descrito para la deteccion de
compuestos fendlicos en aguas residuales y suelos, asi como de clorofenoles de desecho en
la manufactura del cuero y polifenoles del procesado del petroleo (Svitel y Miertus, 1998).
La mayoria de los biosensores enziméaticos con PPO son amperométricos, mostrando
elevada sensibilidad y selectividad (Seo et al., 2003).La biodegradacion de contaminantes
fenolicos ha sido estudiada con PPOs solubles e inmovilizadas sobre maltiples soportes (Seo
et al., 2003). Un enfoque particularmente eficaz, ha abarcado la oxidacion enzimatica de
fenoles a quinonas y la absorcion no enzimatica de éstas sobre quitosanos (Edwards et al.,
1999). La sintesis enzimatica de difenoles también ha sido abordada en PPOs solubles e
inmovilizadas (Seo et al., 2003). Destacan las prometedoras sintesis con PPO de L-dopa,
hidroxitirosol y 3-hidroxiaminofeno.

Aplicaciones de las proteasas

Las proteasas son enzimas proteoliticas que catalizan la ruptura de enlaces peptidicos
de otras proteinas. Ademas de su participacion en importantes procesos fisioldgicos, las
proteasas tienen un gran numero de usos industriales. Se considera que el 60% de la venta
mundial de enzimas corresponden a las proteasas. Algunos de los campos de aplicacién de
las proteasas son:

e Industria alimentaria.

e Industria carnica.

e Curtidos.

e Industrias cerveceras.

e Industria farmacéutica.

e Industria lactea.

e Panificacion.

o Productos de limpieza.

e Reactivos de diagnostico.
e Industria textil.

Usos de las proteasas en el sector alimenticio: Ciertas proteasas se han utilizado en la
transformacién de los alimentos desde hace siglos. El cuajo obtenido del estomago del
ternero contiene una alta concentracion de quimosina, una proteasa que permite el cuajado
de la leche para la elaboracion de queso. Otras proteasas como la papaina, obtenida de la
papaya, se han utilizado comercialmente para ablandar las carnes. Otro uso alimentario de
las proteasas en el clarificado de la sangre. La Unica aplicacion de la sangre procedente de
los mataderos es la elaboracién de morcillas; el uso de la sangre, no destinada a este fin,
podria ser utilizada como fuente de proteinas con otros usos alimenticios. Sin embargo, y
debido a su color, este producto no resulta bien aceptado. El tratamiento de la sangre con
proteasas especificas permite el aclarado de la sangre, liberando el color rojizo debido a la
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presencia del grupo hemo de la hemoglobina. Las proteasas también se utilizan en la
industria panadera. La masa del pan se puede preparar mas rapidamente si su gluten se
hidroliza parcialmente. Se han utilizado proteasas de varias procedencias para este fin.

Figura 9. Aprovechamiento de las flores de alcachofa
para la obtencién de cuajo vegetal.

Purificacion
Proteasas

Cuajo Vegetal

Usos de las proteasas en la industria del cuero: La industria del cuero consume una
proporcidn significativa de la produccion enziméatica mundial. Las proteasas alcalinas se
utilizan para eliminar el pelo de las pieles. Este método resulta mas seguro y ecoldgico que
los métodos tradicionales que implican el uso de sulfuro de sodio.

Usos de las proteasas en productos de limpieza: Multiples productos de limpieza, como
detergentes o desatascadotes de tuberias, incluyen proteasas en su formulacién. Las
proteasas presentes en estos productos permiten la hidrélisis de proteinas adheridas,
facilitando la limpieza de las manchas o el desatasque de tuberias.

Otros usos de las proteasas: Ademas de los usos ya comentados, las proteasas también son
utilizadas en el sector papelero. En este sentido, las proteasas son Utiles en la prevencion de
la acumulacién rapida de biofilms en sus dispersiones. Se ha demostrado la utilidad de
férmulas enzimaticas, que contienen proteasas, para mantener los circuitos cortos de
méaquinas de papel de prensa y papeles alcalinos finos, tanto o méas limpios que con
productos convencionales, reduciendo ademas la toxicidad del efluente general. Otros usos
bioquimicos de las proteasas son su incorporacion como reactivo de diagnostico o para la
secuenciacion de proteinas.

Aplicaciones de la inulina

Aplicaciones alimentarias: La inulina es considerada ingrediente en muchos productos
alimenticios, sobre todo, por sus efectos beneficiosos sobre la salud. Es un oligosacérido
derivado de la sacarosa que se aisla de fuentes vegetales, siendo la raiz de achicoria, una de
las principales fuentes, aunque también puede encontrarse en otras frutas y verduras, como
la cebolla, el platano, el ajo, los esparragos o la alcachofa, entre otros. Se describe como un
fructooligosacérido (FOS) con un grado de polimerizacion de 20 a 60 mondmeros de
fructosa; pero los llamados realmente FOS, con un grado de polimerizaciéon de 9, son los
obtenidos de la hidrolisis enzimatica de la inulina. Una vez extraida la inulina, puede
afiadirse a la dieta incorporandola a cualquier comida o bebida.

Este ingrediente, ademas de tener las propiedades clasicas de la fibra alimentaria para
regular el transito intestinal, contribuye a la mejor absorcién de calcio, a la estimulacion de
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las defensas naturales de la flora intestinal (efecto bifidus) y, a reducir el colesterol y los
niveles de azlcar en sangre.

Tanto los FOS como la inulina, no son digeribles por las enzimas intestinales presentes
en la superficie luminar del intestino delgado, a-amilasa, sacarasas y a-glucosidasas, por lo
tanto, alcanzan el tracto final del intestino que, a partir del ileon inferior contiene bacterias.
La microflora intestinal presente, es capaz de metabolizar, preferentemente de forma
anaerobia, los FOS y, se ha demostrado en estudios in vitro, que son metabolizados
selectivamente por las bifidobacterias, dando lugar a productos de degradacién tales como
acidos grasos de cadena corta, dioxido de carbono, aminodcidos de cadena corta y otros
metabolitos. Esta fermentacion selectiva induce una disminucién del pH del medio, debido a
la produccién de grandes cantidades de lactato y acetato, que inhiben el crecimiento de E.
coli y Clostridium, y otras bacterias patdgenas como Shigella o Salmonella. Estudios in vivo
con voluntarios tomando inulina, indican que produce un aumento de las bifidobacterias y
una disminucién de E. coli y Clostridium.

Se ha demostrado la inocuidad de la inulina y los FOS, siendo considerados en los
Estados Unidos como GRAS vy, en la mayor parte de Europa, son reconocidos oficialmente
como ingredientes alimentarios naturales. Estan, incluido hoy dia, en humerosos productos
alimentarios humanos y animales por su efecto positivo como prebi6tico estimulante de la
flora intestinal no patdgena. Ha encontrado aplicacion en nutracéuticos y dietética,
productos lacteos, alimentos para pequefios animales (petfoods) y, en menor medida, en
animales de produccién. Ademas, se emplea en alimentacion como sustitutos de grasas y
modificante de la textura.
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Figura 10. Las flores de alcachofa
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inulina.

H
104 Ch,on

0 OH H

CHz o

H
:" “°;cugm|

9 oH H
|

0, Cl

H,
H A H o0 W
w0 N Hofl, 0w

H  OH OH H

Diagndstico y reactivo de anélisis: La inulina se utiliza como reactivo de analisis para la
evaluacion fiable de la funcidn renal y en concreto, de la velocidad de filtracion glomerular.
La Unica via de eliminacién de la inulina es la filtracion glomerular. Inyectando inulina via
intravenosa, ésta pasa completamente a la orina; si se mide entonces inulina en sangre e
inulina en orina, se puede determinar si el rifién funciona correctamente; la dosis de inulina
sera diferente para cada paciente dependiendo de su talla y peso y, se toman varias muestras
de sangre y orina para un resultado més fiable. Para la determinacion de la inulina en las
muestras de orina, se utiliza un procedimiento espectrofotométrico basado en la medicién
del color que aparece en las muestras tras reaccionar el polisacérido con antrona en medio
acido.
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Excipiente y portador de drogas: El interés de la liberacion de drogas a través de
portadores se ha incrementado considerablemente durante los Gltimos afios. Las razones son
obvias, si el portador o vector tiene el potencial de ser degradado en el lugar donde tiene que
actuar, o el potencial para dirigir la droga a su sitio de accion, un efecto farmacol6gico
Optimo podria obtenerse y al mismo tiempo, los efectos adversos de la droga podrian
disminuir (Edman, 1985). Los sistemas de liberacion de fA&rmacos consistentes de polimeros
biodegradables permiten controlar la liberacion de farmacos, efectivamente dentro del rango
terapéutico deseado, evitando las consecuencias de un exceso o un déficit, que podrian
comprometer su eficacia antes de la administracién de la siguiente dosis. Se han investigado
si inulinas acetiladas y metiladas pueden ser degradadas por inulinasa y por bifidobacterias
en orden de ser utilizadas como portadoras de drogas colodnicas, aunque los resultados
arrojados no fueron los esperados, quizas por la conformacion que adquirian las inulinas
modificadas que impedia que actuara correctamente la enzima encargada de degradar la
inulina. Por ello, seria interesante buscar nuevas técnicas de modificar la inulina para formar
microesferas que encapsulen la droga o farmaco a emplear y se liberen adecuadamente en el
lugar a actuar.

7. La empresa Artbiochem

El gran interés del aprovechamiento de residuos agroindustriales de alcachofa lo pone
de manifiesto la generacién de una empresa para valorizar estos subproductos, basada en
algunos de los resultados obtenidos por nuestro Grupo de Investigacion (GENZ).
Artbiochem, S.L. es una empresa constituida en marzo de 2002 con capital exclusivamente
de la Region de Murcia. Se trata de una empresa de concepcion biotecnoldgica y con
vocacion innovadora, que tiene como objetivos la investigacion de sustancias bioquimicas
de origen vegetal, asi como el desarrollo de la tecnologia necesaria para producirlos y
situarlos en el mercado. Es una spin-off en la que participa la Universidad de Murcia y, su
vocacion innovadora se pone de manifiesto en que en su primera fase (desde su constitucion
hasta la actualidad), ha implantado un Departamento de I+D+i con la contratacion de dos
Doctores y ha invertido una importante cantidad de su capital en el desarrollo de proyectos
de 1+D+i en colaboracién con la Universidad de Murcia, asi como en la adquisicion de
patentes.

Actualmente, la empresa se encuentra en su segunda fase, que consiste en el desarrollo
industrial para la obtencion de tres productos enzimaticos (POD, PPO vy proteasas) y, dos
biomoléculas, denominadas inulina y cinarina. Estos productos son obtenidos de residuos
agroindustriales de alcachofa, por lo que supone la obtencién de productos de mercado con
un alto valor afiadido y con importantes repercusiones socioeconémicas. Todos estos
productos se obtienen mediante un proceso desarrollado por Artbiochem en colaboracién
con el GENZ y abarca una serie de etapas de obtencion y purificacion aplicando
innovaciones tecnoldgicas ya existentes y desarrollando tecnologias nuevas en algunas de
las fases de produccion. Este nuevo proceso supone una mayor simplificacion y un mayor
rendimiento productivo, a partir de residuos de alcachofa procedentes de la industria
conservera y del cultivo. Todo esto conduce a una gran ventaja competitiva, dado que los
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productos similares que actualmente se comercializan, se obtienen de otras materias primas
que suponen costos superiores de produccion.

Figura 11. La empresa Artbiochem. Esta empresa
ubicada en Archena (Murcia) es una empresa de
concepcion biotecnoldgica y con vocacién innovadora, que
tiene como objetivos la investigacion de sustancias
bioquimicas de origen vegetal, asi como el desarrollo de la
tecnologia necesaria para producirlos y situarlos en el
mercado.
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