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Resumen

En este trabajo se disefid un proceso de fermentacion en estado solido para la detoxificacion de la torta
residual de la planta Jatropha curcas utilizando hongos endofitos. Para esto, harinas (desgrasadas con
hexano) con testa y sin testa se mezclaron (40 g) con 1x10° esporas de hongo, al 50% de humedad, y se
incubaron durante 10 dias a 28 °C y 80% de humedad relativa, en un ambiente oscuro. Se siguié un
disefio factorial completo 2* (presencia/ausencia de 4 hongos=16 tratamientos) para cada tipo de pasta
residual. Para evaluar la capacidad detoxificante, se hicieron extractos hexanicos y metanoélicos de los
fermentados, y se realizaron pruebas de letalidad sobre Artemia salina calculando las CLsy mediante
analisis de regresion. Los fermentados que contuvieron la testa de la semilla mostraron mayor toxicidad
(CL50=36.1+2.9 ug mL"") que aquellos preparados con harina de la almendra sin testa (CLsy=126.6+6.9
pg mL7). Los extractos hexanicos del tratamiento 1 sin testa (control, T1) presentaron alta toxicidad
(CL56=9.2+0.6 ug mL") comparados los del tratamiento 11 sin testa (T11: Penicillium sp. CDCU-3 y
Nigrospora sp. CHIC-1) que present6 un fenémeno de detoxificacion con CLsg de 803.7+50.0 ug mL™!,
es decir, 87 veces menos toxico que el T1. Ademas, el T11 presenté mas contenido de proteina soluble
que el resto de los fermentados (F=8.006, P<0.001).

Detoxification of Jatropha curcas L. seed cake using

endophytic fungi

Abstract

In this work, a solid-state fermentation process was designed for the detoxification of the residual cake
of the Jatropha curcas plant using endophytic fungi. For this, flour (defatted with hexane) with and
without seed coat were mixed (40 g) with 1x10° fungal spores, at 50% humidity, and incubated for 10
days at 28 °C and 80% relative humidity, in a dark environment. A complete 2% factorial design
(presence / absence of 4 fungi=16 treatments) was followed for each type of residual paste. To evaluate
the detoxifying capacity, hexane and methanolic extracts were made from the ferments, and lethality
tests were performed on Artemia salina calculating the LCsy by means of regression analysis. Those
ferments that contained the seed coat showed higher toxicity (LCsp=36.1+2.9 ug mL™") than those
prepared with almond flour without seed coat (LCsp=126.6+6.9 pg mL'). Hexane extracts from
treatment 1 without seed coat (control, T1) presented high toxicity (LCsp=9.2+0.6 pg mL") compared
to treatment 11 without seed coat (T11: Penicillium sp. CDCU-3 and Nigrospora sp. CHIC-1) which
presented a detoxification phenomenon with LCsg of 803.7+50.0 ug mL!, that is, 87 times less toxic
than T1. Furthermore, T11 had more soluble protein content than the rest of the treatments (F=8.0006,
P<0.001).
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1. Introducciéon

La planta Jatropha curcas, que pertenece a la familia
Euphorbiaceae se ha caracterizado por ser un nuevo cultivo
industrial (Kalam et al., 2012; Lim-Meng-Hon, 2010;
Pandey et al., 2012), donde sus semillas son utilizadas como
fuente principal de aceites para la produccion de
biocombustibles (Behera et al., 2010; Dharma et al., 2016).
Sin embargo, la naciente industria agroenergética genera
una serie de co-productos con bajo valor comercial (Becker
y Makkar, 2008; Makkar y Becker, 2009), que incluso
pueden convertirse en un problema ambiental. Los dos co-
productos mas abundantes son la torta residual de la semilla
(Rodriguez-Calle et al., 2016) y el glicerol derivado de la
transesterificacion del aceite (Diaz, 2013), de tal manera
que el incremento en la utilizacion de los derivados, en
especial de la torta residual, puede aumentar el valor de la
cadena de produccion (Becker y Makkar, 2008; Devappa et
al., 2010b; Ovando-Medina et al., 2009).

Ademads de su importancia como agroenergético, J. curcas
tiene caracteristicas nutrimentales que le confieren potencial
para la alimentacién de animales, por lo que es cultivada en
diversos paises y ha sido objeto de numerosos estudios para
el aprovechamiento de su proteina y aceite (Bueso et al.,
2016; Martinez-Herrera, 2008; Valdés-Rodriguez et al.,
2013).

La torta residual de las semillas de J. curcas se destaca por
su alto contenido de proteina (23-28%) y de lipidos
residuales (2-5%); (Castillo et al., 1991; Martinez et al.,
2010; Martinez-Herrera et al. 2006; Rodriguez-Calle et al.,
2016). Sin embargo, su uso para tal fin se ve limitado por la
presencia de compuestos toxicos (ésteres de forbol) y
antinutrientes (lectinas, curcinas, saponinas) (Devappa et
al., 2012; Harry-Asobara y Samson, 2014; Makkar et al.,
2008; Osorio, 2016; Pecina-Quintero et al., 2014; Rakshit et
al., 2008).

El consumo de la torta residual sin detoxificar causa dafios
en animales (Berenchtein et al., 2014). Makkar y Becker
(2009) publicaron que en ovinos y caprinos alimentados
durante 14 dias manifestaron sintomas de intoxicacion con
dosis tan bajas como 0.025 g kg'!, mientras que con dosis
altas (0.25 g kg) el deceso ocurre en menos de 19 h
después de su consumo. Entre los dafios que ocasiona la
ingesta de la torta sin detoxificar se encuentran la
promocion tumoral, proliferacion celular, dificultad
respiratoria, postracion y muerte (Devappa et al., 2010a;
Jiménez et al., 2015; Martinez-Herrera et al., 2000).

Como alternativa se ha propuesto la detoxificacion de la
torta residual (Lopez et al., 2012; Molina, 2016; Zhang et
al.,, 2016), obteniéndose resultados parcialmente exitosos
con métodos fisicos y quimicos. Asimismo, se han
desarrollado procesos de detoxificacion biologica, como los
estudios de Joshi et al. (2011), que utilizando cepas de
Pseudomonas, lograron disminuir la concentracion de
¢ésteres de forbol. En el mismo sentido, Phengnuam y
Suntornsuk  (2013) observaron la degradacion de
compuestos toxicos y antinutricionales en la torta de
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semillas con aplicacion de Bacillus licheniformis en
fermentacion sumergida.

También se ha evaluado el uso de cepas de hongos del
grupo de los deuteromicetos aislados del suelo o de otras
plantas para la detoxificacién de la fraccidn rica en ésteres
de forbol y los antinutrientes en medio liquido (Najjar et al.,
2014), logrando la detoxificacion hasta en un 50%. Incluso,
se evalud el crecimiento del hongo comestible Pleurotus
ostreatus sobre la torta residual de J. curcas, encontrando
que puede degradar los factores antinutricionales con
reducciones de 95% del 4cido fitico y 85% de taninos (Da
Luz et al., 2013).

Por otra parte, hongos endoéfitos aislados de distintas partes
de J. curcas, por ejemplo de la hoja (Kumar y Kaushik,
2013), del tallo (Li et al., 2005) y de la semillas (Hedge et
al., 2009; Jayaraman et al., 2011; Tiwari et al., 2012) han
demostrado tener actividades bioldgicas potencialmente
utiles. Los hongos endofitos pueden aumentar el
crecimiento, acelerar el desarrollo o mejorar la resistencia a
estrés ambiental de la planta hospedadora. Ademas, pueden
reducir la incidencia y proteger de infecciones causadas por
microorganismos patdgenos (Arnold, 2007; Rodriguez-
Calle et al., 2016). Estos hongos por ser simbiontes podrian
ser capaces de metabolizar las moléculas toxicas de la
planta.

A la fecha no se han reportado estudios sobre detoxificacion
de la torta residual con hongos de la misma planta, por lo
cual, el objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad
de hongos enddfitos de J. curcas para detoxificar la torta
residual del proceso de extraccion de aceite de las semillas
de dicha planta.

2. Materiales y métodos

2.1. Materia prima

Se obtuvieron frutos de Jatropha curcas de la accesion
MAP-08 del Banco de Germoplasma del Instituto de
Biociencias (BG-IBC) de la Universidad Auténoma de
Chiapas. El BG-IBC esta ubicado en Tapachula Chiapas, en
el sur de México (14.4976° N, 92.4774° O, 58 msnm;
temperatura promedio anual de 30.7 °C, humedad relativa
media anual de 80%, precipitacion media anual de 2,600
mm). A partir de los frutos se obtuvieron 10 kg de semillas
secas, que fueron divididas en dos porciones: 6 kg sin testa
(quedando solamente la almendra sin la envoltura de la
semilla) y 4 kg completas (sin remocién de la testa).

2.1.1. Obtencion y desgrasado de la torta residual de J.
curcas

Las semillas con y sin testa fueron trituradas utilizando un
procesador de alimentos hasta obtener las harinas
correspondientes.  Posteriormente se  hicieron tres
extracciones secuenciales solido-liquido, usando hexano en
proporcién  1:4, descartando la fase hexdnica por
decantacion. La torta residual se expuso al aire durante 8 h
para eliminacion del solvente.
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2.2. Material bioldgico

Se utilizaron cuatro hongos enddfitos (Nigrospora sp. cepa
CHIC-1, Trichoderma sp. cepa MAP-7, Penicillium sp.
cepa ARR-15, Penicillium sp. cepa CDCU-3; Figura 1), que
fueron aislados de tallos de cuatro accesiones de J. curcas
del BG-IBC que producen semillas toxicas. Las colonias se
reactivaron inoculando fracciones de micelio en medio de
cultivo ADP (agar-dextrosa-papa) en placa de Petri,
permitiendo el crecimiento durante 7 d a 28 °C.
Posteriormente, se indujo la esporulacion en botellas de

Roux con medio ADP, sembrando un fragmento de 0.5 mm?
de medio con micelio y esporas en 1 mL de solucion Ringer
con cinco perlas de ebullicion. Se incubaron durante 15 d a
28 °C, después de este tiempo, se lavaron las esporas con
50 mL de solucion Ringer. A partir de las suspensiones se
tomaron alicuotas representativas, se cuantificaron las
esporas en camara de Neubauer y se estimé la
concentracion total. Las suspensiones de esporas se
guardaron en frascos de vidrio en refrigeracion hasta su uso.

Figura 1. Cepas de hongos utilizadas para la fermentacion en estado solido de la torta residual de Jatropha curcas. A) Penicillium sp.
cepa ARR-15, B) Penicillium sp. cepa CDCU-3, C) Trichoderma sp. cepa MAP-7 y D) Nigrospora sp. cepa CHIC-1.

2.3. Fermentacion en estado solido de la torta residual de J.
curcas

Se prepararon pasteles con la torta residual (40 g)
mezcladas con 1x10° esporas de hongo en agua estéril,
suficiente para alcanzar 50% de humedad (p/p), colocadas
en bolsas de polipapel, selladas y moldeadas (10 x 10 cm
por lado y 1 cm de grosor). Los pasteles fueron incubados
en oscuridad durante 10 d a 28 °C, y 80% H.R. Se verifico

el crecimiento fungico al inicio y al final, y se guardaron los
fermentados en refrigeracion hasta su evaluacion.

Para determinar el efecto de los cuatro hongos endofitos se
utiliz6 un disefio factorial completo 2% (dos niveles:
presencia o ausencia del hongo; cuatro factores: cuatro
hongos), dando un total de 2*=16 tratamientos (Cuadro 1).
Se tuvieron cuatro repeticiones, consistentes en un pastel.

Cuadro 1. Disefio de tratamientos para la fermentacion solida de la torta residual de Jatropha

curcas (factorial completo 2*%).

Cepa de hongo endéfito
Tratamientos  Penicillium sp. Penicillium sp. Trichoderma sp.  Nigrospora sp.
ARR-15 CDCU-3 MAP-7 CHIC-1
1 - - - -
2 + = - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 = + + -
8 + + + -
9 = = = +
10 ar = - 4L
11 - + - +
12 =F + - o
13 - - e +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

Presencia (+), ausencia (-).
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2.4. Evaluacion de la capacidad detoxificante de los hongos
2.4.1. Obtencion de extractos de los fermentados

Se realizaron dos tipos de extractos, hexanico y metandlico,
de cada repeticion de los fermentados, tomando 0.5 g de
muestra que fueron macerados en 4.5 mL de solvente en un
mortero. La suspension obtenida se transfirié a un tubo de
ensayo de 13 x 100 mm con tapa de rosca y se refriger6 (4
°C) por 48 h. Enseguida se extrajo con una pipeta el
sobrenadante, que fue centrifugado a 2320 g por 5 min. El
nuevo sobrenadante se transfiri6 a microtubos de 2 mL
previamente puestos a peso constante. Los tubos se
colocaron en un horno a 50 °C durante 24 h para evaporar el
solvente y obtener el extracto seco, el cual se pesd en
balanza analitica y, por diferencia, se determind el
rendimiento. Los extractos secos se re-disolvieron en 100
pL de dimetil-sulfoxido y se hicieron diluciones con agua
de mar a concentraciones conocidas.

2.4.2. Obtencion de nauplios de Artemia salina

Para la prueba de letalidad se usaron nauplios del
microcrustaceo 4. salina. Para esto, se eclosionaron 0.5 g de
quistes de A. salina procedentes del Great Salt Lake (Utah,
E.U.A)). El procedimiento consisti6 en el lavado e
hidratacién de los quistes con agua corriente durante 30 min
para posterior decapsulacion en una mezcla de 32 mL de
NaClO (6% de cloro libre), 3 mL de NaOH (35%) y 120
mL de agua de mar hasta la obtenciéon de un color naranja.
Los quistes decapsulados fueron lavados con agua corriente
e incubados durante 24 h en un litro de agua de mar en un
eclosionador cilindrico, con iluminacién (7.9 pE m? s™), 28
°C y aireacion (1 vvm). Se tomaron muestras a las 24 h y 48
h para verificar la obtenciéon de nauplios, bajo el
estereoscopio.

2.4.3. Determinacion de la concentracion letal media (CLso)
Se utilizaron placas de 24 pozos con capacidad de 3 mL por
pozo para evaluar el efecto de distintas concentraciones de
extracto hexanico o metanélico (0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg
mL!) en la sobrevivencia de nauplios de primer estadio. En
cada pozo individual se colocaron 50 pL de extracto a la
concentracion deseada, 400 puL de agua de mar y 50 pL de
la suspension de eclosion con 10 nauplios vivos de primer
estadio. Como control se tuvieron pozos a los que se
agregaron 50 puL de una mezcla de agua de mar con dimetil-
sulfoxido en lugar del extracto. Después de 24 h de
incubacién bajo iluminacién (7.9 uE m? s') a 28 °C, se
conto6 bajo el estereoscopio el numero de nauplios muertos
(inmovilidad por al menos 10 s) y sobrevivientes. Se
calcularon las CLso, por tratamiento y por tipo de extracto.

2.5.  Caracterizacion
detoxificados

Se realizé la caracterizacion quimica de los fermentados
correspondientes a los tratamientos T1 sin testa (sin hongo),
T1 con testa (sin hongo), T11 sin testa (Penicillium sp. cepa
CDCU-3 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1) y T13 con testa
(Trichoderma sp. cepa MAP-7 y Nigrospora sp. cepa
CHIC-1).

quimica de los fermentados
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2.5.1. Determinacion de humedad

Se determind el contenido por gravimetria usando el secado
en horno. Para esto, se calculd el peso constante de los
crisoles y se les agregd 1+0.05 g de muestra. Después se
colocaron los crisoles en el horno a 105 °C durante 24 h,
transcurrido ese tiempo, se enfriaron en el desecador y se
tomo el peso del crisol con la muestra seca (NOM-116-
SSA1-1994).

2.5.2. Cenizas

Se determind el contenido de cenizas por calcinacién en
mufla, para lo cual se utilizaron las muestras secas
provenientes del andlisis de humedad. Se calcinaron las
muestras a 550 °C, durante 4 h, se enfriaron en desecador y
se pesaron (NMX-F-066-S-1978).

2.5.3. Contenido de saponinas

Se utiliz6 la metodologia descrita por Makkar et al. (2007)
para la extraccion de saponinas de las muestras (1 g),
mezclando 10 mL de metanol al 80% con 1 g de muestra y
llevadas a un agitador orbital HZ-300 Luzeren, durante 20
min y a centrifugacion a 1340 g durante 10 min en el equipo
Eppendorf Centrifuge 5403. Una vez centrifugado, se
tomaron 20 pL del sobrenadante que fueron mezclados con
230 pL de metanol, 250 pL de vainillina (1.6 g de vainillina
diluido en 20 mL de metanol) y 2.5 mL de acido sulfurico
(72%). Se midié la absorbancia a 544 nm con el
espectrofotometro Genesys 20 y se estimo la concentracion
a partir de una curva de calibraciéon usando diosgenina
(Sigma, EUA) a concentraciones de 0 a 250 pg mL. Los
resultados fueron expresados en porcentaje de diosgenina.
2.5.4. Proteina total

Se determind el contenido de proteina total de los
fermentados utilizando el método de Kjeldahl para
nitrégeno. Inicialmente se pes6 0.5 g de muestra, se colocod
la muestra en un tubo donde se afiadioé 2 g de catalizador y 8§
mL de 4cido sulfurico concentrado para digestion a 420 °C
durante 60 min. Posteriormente se afladi6 80 mL de agua
destilada y 50 mL de NaOH al 40%. A continuacion se
destil6 la muestra recibiendo el destilado en 25 mL de acido
boérico al 4% hasta que viré a color verde. Finalmente, se
titularon las muestras con una soluciéon de HCI valorada
hasta viraje a color violeta claro (NOM-F-068-S-1980). Con
los resultados se calcul6 el porcentaje de nitrogeno total y
para obtener el contenido de proteina se multiplicd por el
factor 6.25.

2.5.5. Proteina soluble

Se determind el contenido de proteina soluble en los
fermentados por el método de Bradford (1976). Para ello, se
macer6d 1 g de fermentado en 9 mL de buffer de fosfatos
(pH 7.0), se filtré la suspension y se tomaron 20 pL del
filtrado. Se afiadieron 780 pL de agua destilada y 200 pL de
reactivo de Bradford y se midio la absorbancia a 595 nm. Se
estimd el contenido de proteina en porcentaje a partir de una
curva patrén de albtimina (0-20 ug mL!).

2.5.6. Carbohidratos totales

Para determinar el contenido de carbohidratos totales se
siguié el método de Dubois et al., (1956), para ello, se
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maceraron 50 mg de fermentado en 50 mL de agua
destilada, de esta mezcla se transfirié 1 mL de la suspension
a un tubo de ensayo de 13 x 100 mm y se adicionaron 0.6
mL de una solucion acuosa de fenol al 5%. Se mezclo y se
afladieron 3.6 mL de &cido sulfurico concentrado. Dicha
mezcla se dejé 30 min a temperatura ambiente y se midio6 la
absorbancia a 480 nm. Se estim6 el contenido de
carbohidratos, en porcentaje, a partir de una curva patrén de
glucosa preparada en el intervalo 0-50 pg mL™.

2.5.7. Lectinas y curcinas

La determinacion del contenido de lectinas y curcinas se
realizé mediante el ensayo de hemaglutinacién reportado
por Makkar et al. (1997). Antes de realizar la extraccion la
muestra se desgras6é en frio con solucion de cloroformo:
metanol (2:1) de la siguiente manera: se agregaron 4 mL de
solucion por gramo de muestra, se agité durante 30 min y se
filtrd, esta operacion se repitid 3 veces, una vez que se
concluyeron los lavados, la muestra se dejo secar a
temperatura ambiente para su posterior utilizacion. Para
obtencion del extracto se macerd 1 g de muestra desgrasada
en 5 mL de buffer Tris-HCl (50 mM, pH 8.0), se agit6
durante 12 h a 28 °C en un agitador orbital HZ-3000
Luzeren, seguido de un filtrado. Se transfirieron 100 pL de
extracto a un pozo de una placa de microtitulacién y se
hicieron diluciones seriadas 1: 2 con buffer fosfato salino
(PBS 1X, pH 7.0), para lo cual a 50 pL de buffer se le
agregaban 50 pL de la dilucién previa. Las concentraciones
de los pozos variaron desde 66.6 hasta 0.0020 mg mL.
Posteriormente, se agregd a cada pozo 50 pL de una
solucion de eritrocitos en PBS al 0.05%. Se incubaron las
placas durante 2 h a 37 °C y se observo bajo el microscopio
para determinar si habia o no aglutinacioén de eritrocitos. El
contenido de lectina se determino indirectamente al medir la
actividad hemaglutinante expresada como la cantidad
minima del material del estudio (en mg mL™"' del medio de
ensayo) que produce aglutinacién. Para conocer el
contenido de curcina se utiliz6 la siguiente férmula: Curcina
(mg mL1)=2"/mg de proteina soluble en la muestra; donde
n: es el nimero del pozo en el cual no se presenta la
aglutinacion.

2.6. Analisis estadistico

Para determinar las CLso de cada uno de los tratamientos se
hicieron anélisis de regresiéon donde se utiliz6 un software
BioStat© v. 2009. Los datos de composicion de los
fermentados se procesaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) y donde hubo diferencias significativas se
compararon las medias de los tratamientos (Tukey a=0.05).

3. Resultados y Discusion

3.1. Toxicidad de los extractos de los fermentados

Se encontr6 que los extractos de fermentados que
contuvieron la testa de la semilla son mas toxicos
(CL50=36.1+2.9 ug mL"') que los preparados con harina de
la almendra sin testa (CLs50=126.6+£6.9 ng mL'). En la
Figura 2 se muestran las medias globales de las CLs0 de los

tratamientos fermentados con o sin testa, de acuerdo al tipo
de extracto, donde se observa que los extractos hexanicos
presentan ligeramente mayor toxicidad que los metanoélicos
(CLso 1.2 veces menor en el caso de los fermentados sin
testa y CLso 1.7 veces menor en el caso de los fermentados
con testa).

120 A

100 A

60 -

40

: ]
0

ST-Metanol CT-Hexano CT-Metanol

CLgo (ngmL")
8

ST-Hexano
Tipo de tratamiento

Figura 2. Toxicidad (CLs)) de los extractos hexanicos y
metanolicos de fermentados con (CT) y sin testa (ST).

El andlisis por tipo de solvente y de materia prima mostro
que los extractos hexanicos de fermentados sin testa
difirieron en toxicidad de acuerdo a los inoculos utilizados
en la fermentacion. En la Figura 3 se observa que el extracto
del T1 (sin indculo fungico) tiene muy alta toxicidad
(CL50=9.2+0.6 pg mL™), la cual se mantuvo en la mayoria
de los tratamientos, sin embargo, en cuatro de ellos (T7, T8,
T9 y TI1) se presentd un fendmeno de detoxificacion,
siendo T11 (Penicillium sp. cepa CDCU-3 y Nigrospora sp.
cepa CHIC-1), con valor de CLso de 803.7+50.0 pg mL, el
que presenté menor toxicidad (87 veces menos que el T1).
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600
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0_-_i-._.ll - — N - -
T8

M T2 T3 T4 15 T6 17 T9 TI0 TI1 TI2 TI3 T4 TI5 TI6

CLge (ngmLY)

Tratamientos

Figura 3. Toxicidad (CLs)) de los extractos hexanicos de
fermentados sin testa.

Los extractos metanolicos de fermentados sin testa también
difirieron en toxicidad de acuerdo a los inoculos utilizados
en la fermentacion. En la Figura 4 se observa que el extracto
del TI1 (sin indéculo fungico) tiene alta toxicidad
(CL50=6.4£1.9 pg mL"') en comparacion con los
tratamientos fermentados. El T11 (Penicillium sp. cepa
CDCU-3 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1) y el TIS
(Penicillium sp. cepa CDCU-3, Trichoderma sp. cepa MAP-
7 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1), con valores de CLso de
231.3+10.7 pg mL! y de 232.0+10.8 pg mL7,
respectivamente, presentaron menor toxicidad (36 veces
menos que el T1).
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Figura 4. Toxicidad (CLsp) de los extractos metandlicos de
fermentados sin testa.
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Respecto a los extractos hexanicos de fermentados con
testa, se observd que la mayoria de los tratamientos
fungicos fueron tan téxicos como el Tl (sin inoculo
fingico), el cual tuvo una CLso de 9.3+0.6 pg mL™" (Figura
5), sin embargo, el T13 (Trichoderma sp. cepa MAP-7 y
Nigrospora sp. cepa CHIC-1) presentd un fendémeno de
detoxificacion, con valor de CLso de 155.0+12.8 pg mL™!
(16 veces menos que el T1).
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Figura 5. Toxicidad (CLs)) de los extractos hexanicos de
fermentados con testa.

Por su parte, los extractos metanélicos de fermentados con
testa presentaron CLso bajas (alta toxicidad), excepto los del
T13 (Trichoderma sp. cepa MAP-7 y Nigrospora sp. cepa
CHIC-1), donde se encontré un valor de CLso de
319.4423.2 pg mL' (Figura 6). Esto representa una
toxicidad 53 veces menor que la del T1.
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Figura 6. Toxicidad (CLsp) de los extractos metandlicos de
fermentados con testa.

La toxicidad de los fermentados puede deberse a los ésteres
de forbol presentes en las semillas de J. curcas, ya
contienen entre 0.60 y 3.56 mg g (Jiménez-Ocampo et al.,

2015) y a otros compuestos toxicos presentes en J. curcas,
como las jatrofolonas A y B, curculatiranos A y B, y las
curcusonas A-D (Ahirrao et al., 2008; Baraguey et al., 1998;
Boateng y Kusi, 2008; Correa y Penna, 1974; Igbinosa et
al., 2009; Jaikumar et al., 2010; Ravindranath et al., 2004;
Yan et al., 2008).

Por otra parte, fue evidente que los fermentados preparados
con harina de la almendra sin testa se detoxificaron en
comparacién con los fermentados que incluyeron la testa de
la semilla. Esto es contrario a lo que se conoce de la
ubicacion de los compuestos toxicos en la semilla de J.
curcas, ya que la almendra es varias veces mas toxica que la
testa (Abou-Arab y Abou-Salem, 2010). Esta tltima es un
material lefioso fabricado a base de celulosa y lignina que
requiere de hidrdlisis para su degradacion y metabolizacion
por parte de los hongos. Es probable que en los tratamientos
sin testa los inoculos flingicos cubrieran toda la torta
residual detoxificandola, mientras que en los tratamientos
con testa los hongos fermentaron la materia prima con
mayor lentitud al tener que degradar la materia lignificada
resultando insuficiente el periodo experimental para la
degradacién. A lo anterior se afiade el hecho de que los
tratamientos con testa eran heterogéneos (mezcla de la torta
de la almendra con fragmentos de testa), lo cual pudo
provocar que los indculos fingicos no cubrieran totalmente
la torta a fermentar.

No obstante, hubo algunos tratamientos con testa que fueron
detoxificados, en particular el tratamiento 13 (7richoderma
sp. cepa MAP-7 y Nigrospora sp. cepa CHIC-1), el cual
tuvo altos valores de CLso tanto en los extractos hexanicos
(Figura 5), como en los metandlicos (Figura 6). Los
fermentados de este tratamiento arrojaron bajo contenido de
saponinas (0.67 g 100 g"), comparado con los valores
reportados para la semilla de J. curcas (1.51 g 100 g?)
reportados por Abou-Arab y Abou-Salem (2010); sin
embargo, se detectaron lectinas y curcinas en este
tratamiento (Cuadro 2).

Los tratamientos que indujeron detoxificacion fueron
fermentados con el hongo Nigrospora sp. cepa CHIC-1
(tratamientos 9, 11 y 13), por lo que es posible que dicha
cepa sea la responsable del proceso de degradacion de las
sustancias toxicas (probablemente los ésteres de forbol). La
evidencia sefiala que su accién detoxificante se potencia
cuando el hongo estd combinado con otras cepas (Belewu y
Sam, 2010), probablemente porque la degradacion de las
moléculas toxicas se haga en varias etapas usando las
maquinarias metabolicas de varios microorganismos.

3.2.  Caracterizacion
detoxificados

Se encontr6 que la fermentacion en estado sélido influyd
significativamente (F=10.957, P<0.001) en el contenido de
humedad, siendo el tratamiento 11 sin testa el que presentd
mayor humedad (57.04%). En el contenido de cenizas se
encontraron diferencias significativas en los tratamientos
(F=9.889, P<0.001), resultando que los tratamientos sin

quimica de los fermentados
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testa tienen mayor contenido de cenizas que los tratamientos
con testa, independientemente del indculo para la
fermentacion (Cuadro 2).

Con respecto a la proteina soluble el tratamiento 11 sin testa
fue estadisticamente superior al resto de los tratamientos
(F=8.006, P<0.001), con valor de 40.71 mg 100 g'. Sin
embargo, en el contenido de proteina total no se encontraron
diferencias entre los tratamientos (F=0.242, P=0.865).

Con relacion al contenido de carbohidratos totales, el
tratamiento 11 sin testa fue estadisticamente superior al

Cuadro 2. Caracterizacion de los tratamientos fermentados con

3(1): 7-16

resto de los tratamientos (F=11.328, P<0.001) con valor de
4.99%.

Para el contenido de saponinas se encontr6 que el
tratamiento sin inéculo fungico (11 sin testa) tuvo valores
mayores (2.29 g 100 g') a los fermentados detoxificados
(F=46.367, P<0.0001). Con respecto a las lectinas y
curcinas, los tratamientos con testa presentaron dichos
compuestos toxicos, mientras que en los tratamientos sin
testa no se detectaron (Cuadro 2).

sin testa de pasta residual de J. curcas.

Humedad Cenizas Proteina soluble

Proteina

Carbohidratos  Saponina Lectina Curcina

Ll T (%) (%) (mg 100 g total (%) totales (%) (%) (mgmL") (mgmL")
TIST 5247B* 9.27A 32.50 B 3275 A 2.07B 2.29A ND ND
TICT 4956B  7.77B 35.13 B 36.72 A 3.51 AB 0.65C 333 0.108
T11ST 57.04A 896 A 40.71 A 36.66 A 4.99 A 1.85B ND ND
T13CT 5219B  7.51B 34.17B 3111 A 3.33B 0.67C 333 0.128

TI1ST: Tratamiento 1 sin testa, TICT: Tratamiento 1 con testa, T11ST: Tratamiento 11 sin testa, TI13CT: Tratamiento 13 con testa, ND: No detectado,
*Letras distintas en cada columna indican medias estadisticamente distintas (Tukey a=0.05).

El contenido de humedad de la torta residual de J. curcas
oscila entre 3% y 10% (Rodriguez-Calle et al., 2016).
Montes et al. (2011), encontraron que las pastas de semillas
procedentes de Paraguay y Argentina contienen 6.50+0.10%
y 7.2040.10%, respectivamente. En otro estudio reportaron
valores de 3.8% de humedad en la torta residual
(Rodriguez-Calle et al., 2016). Sin embargo, en los
fermentados obtenidos en el presente estudio se encontraron
valores mas altos (por encima de 50%), lo cual se debe al
50% de humedad que se adiciond a la torta residual para
que se llevara a cabo el proceso de incubacion. El hecho de
que los fermentados del tratamiento 11 sin testa presentaran
mayor humedad (57%) puede deberse a que el micelio de
los hongos crecieron mas que en los otros tratamientos,
formando una red que retuvo la humedad.

Por su parte, el contenido de cenizas en los tratamientos con
testa fue similar a lo reportado por Rodriguez-Calle et al.
(2016), quienes mencionan que la torta residual de J. curcas
contiene 7.02% de cenizas. No obstante, algunos autores
reportan valores ligeramente menores, como Makkar et al.
(1998) y Martinez-Herrera et al. (2006), quienes
encontraron contenidos de ceniza que oscilaron entre 4.4%
y 4.8%. El hecho de que los tratamientos con testa tuvieran
estadisticamente menor cantidad de cenizas se debe a que la
testa estd hecha de un material poroso (paredes celulares
lignificadas de baja densidad) que rinde baja cantidad de
cenizas.

Por otro lado, la proteina soluble de los fermentados
arrojaron valores inferiores a los reportados por Jarma et al.
(2014) para la torta residual de J. curcas (1208 mg 100 g™!).
Sin embargo, el tratamiento 11 sin testa fue superior al resto
de tratamientos, lo cual le confiere potencial para usos
posteriores como alimento animal.

Por su parte, el contenido de proteinas totales en los
tratamientos oscilo entre 31.11%-36.72%, valores inferiores

IBAENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias

a los reportado por Makkar et al. (1998) en la torta residual
de J. curcas (56.4%), pero superior a lo reportado por
Martinez et al. (2010), (23-28%). No obstante, Martinez-
Herrera et al. (2006), reportaron valores en la harina de las
semillas entre 31-34.5%, coincidiendo con los encontrados
en este estudio.

Con respecto al contenido de carbohidratos, el valor mas
alto encontrado en los tratamientos fue de 4.99%, inferior a
estudios realizados por Makkar et al. (1998) y Peralta-
Flores et al. (2012), quienes reportaron valores de 15.1% y
35%, respectivamente. Rodriguez-Calle et al. (2016)
reportaron valores de 51.9% en la pasta residual de J.
curcas.

Con lo que respecta al contenido de saponinas de los
tratamientos fue similar a lo reportado por Abou-Arab y
Abou-Salem (2010), quienes reportaron que la semilla
integral de J. curcas tiene 1.51 g 100 g de saponinas, 2.63
¢ 100 g! en la almendra y 0.65 g 100 g! en la céscara.
Respecto al contenido de lectinas (33.3 mg mL), los
tratamientos fermentados con testa fueron menos toxicos a
lo reportado por Martinez-Herrera et al. (2006) en semillas
sin tratar, quienes encontraron valores de tan solo 1.46 mg
mL .

4. Conclusion

Los fermentados que mantuvieron la testa de la semilla
fueron maés toxicos (CLs0=36.142.9 nug mL') que los
preparados con harina de la almendra sin testa
(CL50=126.6£6.9 pg mL™'). Los extractos hexéanicos del
tratamiento 1 sin testa (control) presentaron alta toxicidad
(CL50=9.2+0.6 pg mL'), que fue mantenida en la mayoria
de los tratamientos. Sin embargo, el tratamiento 11 sin testa
(Penicillium sp. cepa CDCU-3 y Nigrospora sp. cepa
CHIC-1) presentd6 87 veces menos toxicidad que el
tratamiento control sin hongos endoéfitos (CLs50=803.7+50.0
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pug mL1;). Ademads, este tratamiento presentd mas contenido
de proteina soluble que el resto de los fermentados
(F=8.006, P<0.001), lo que representa un potencial en el
desarrollo futuro de alimentos balanceados para animales.
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