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RESUMEN

La importancia de los hongos en la industria alimentaria radica en el papel que juegan en la
elaboracion de alimentos fermentados como quesos y vinos. Su papel no se limita a esto, y es
que a partir de estos organismos y sus procesos fermentativos se obtienen compuestos
interesantes en su utilizacion como aditivos alimentarios. Es este tltimo enfoque del empleo
de hongos el que se tratard en este trabajo. Para recoger esta informacion se ha hecho uso de
una basqueda bibliografica de articulos, libros y de informacion disponible en internet.

En el presente trabajo se recogen algunos de los aditivos alimentarios con origen flngico,
haciendo especial hincapié en aquellos provenientes de la especie Aspergillus niger, cuyas
caracteristicas principales son también citadas. Ademas, se tratara de dar una vision
biotecnolodgica al proceso de obtencion de estos compuestos, analizando técnicas enfocadas a
la optimizacion de estos procesos, asi como analizar el futuro de los hongos en la industria
alimentaria.

PALABLAS CLAVE

Aspergillus niger, aditivos alimentarios, &cido citrico, amilasas, micotoxinas, fermentacion,
edicion génica, CRISPR-Cas.

ABSTRACT

The importance of fungi in the food industry lies in the role they play in the production of
fermented foods such as cheese and wine. Their role is not limited to this, and it is from these
organisms and their fermentation processes that interesting compounds are obtained for use as
food additives. It is this latter approach to the use of fungi that will be discussed in this paper.
In order to collect this information, a bibliographic search of articles, books and information
available on the internet has been carried out.

In the present work, some of the food additives with fungal origin are collected, with special
emphasis on those coming from the species Aspergillus niger, whose main characteristics are
also mentioned. In addition, we will try to give a biotechnological vision of the process of
obtaining these compounds, analysing techniques focused on the optimisation of these
processes, as well as analysing the future of fungi in the food industry.

KEYWORDS

Aspergillus niger, food additives, citric acid, amylases, mycotoxins, fermentation, gene
editing, CRISPR-Cas.



1. INTRODUCCION
La organizacion de los organismos vivos presentes en la naturaleza atiende a caracteristicas

como la nutricién, la organizacién y tipologia celular, la reproduccion y el metabolismo. Asi,
actualmente se conocen 7 reinos en la naturaleza, Animalia, Plantae, Fungi, Chromista,

Protozoa, Bacteria y Archaea (Ruggiero et al. 2015).

En el reino Fungi se encuentran clasificados los hongos, incluyendo las levaduras y los
mohos, organismos eucariotas multicelulares, heterétrofos y aerobios, que disponen de pared
celular con quitina (Alexopoulos et al., 1996). Se caracterizan por ser saprofitos, es decir, se
alimentan de materia organica viva o muerta. Existen entre 2-6 millones de especies, de las

cuales solo unas 250000 han sido descritas por la ciencia (Garcés De Granada et al., 2003).

Muchas especies de este reino son muy importantes para el humano, siendo Utiles para la
produccién de alimentos (como por ejemplo panes 0 quesos) o para la industria farmacéutica
y de produccion de medicamentos (antibioticos). Si bien muchos de ellos son beneficiosos,
también los hay perjudiciales para humanos y animales. Ademas, a los hongos también se les
atribuye una labor de descomposicion y reciclaje de nutrientes, contribuyendo al equilibrio
ecologico de la biosfera (Alexopoulos et al., 1996; Garcés De Granada et al., 2003). Las

principales caracteristicas de los hongos se resumen a continuacion.

Estructuralmente, se caracterizan por presentar distintas formas, tamafios y estructuras. Los
hay unicelulares (como las levaduras), y pluricelulares, que disponen de estructuras mas
desarrolladas como los cuerpos fructiferos o setas. La mayoria de ellos son pequefios, pero
también se pueden encontrar otros mas grandes (como los champifiones). Su aspecto es
filamentoso y estan ramificados. Cuentan con un nucleo diferenciado con nucléolo,
membrana nuclear y cromosomas lineales. Los hongos pueden disponer de uno o dos nucleos,
pero también se pueden encontrar hongos polinucleados (cenociticos) debido al
fraccionamiento de las paredes celulares. Estas paredes celulares se caracterizan por presentar
quitinas y glucanos, rodeando un contenido citoplasmatico conformado por ribosomas,
organulos citoplasmaticos y un citoesqueleto con microfilamentos de actina y microttbulos de
tubulina. Ademas, en membrana citoplasmatica tienen esteroles (en concreto ergosterol). Otra
estructura particular de estos organismos son las hifas, estructuras vegetativas de aspecto

filamentoso, que se disponen formando el micelio (Alexopoulos et al., 1996).

Nutricionalmente, estos organismos son heterétrofos, es decir, obtienen su alimento de otros



organismos y materia organica muerta, ya que carecen de pigmentos y actividad fotosintética.
Ademas, la mayoria son saprofitos, por o que descomponen la materia organica con enzimas
extracelulares para su absorcion y empleo en procesos metabdlicos de crecimiento y
desarrollo. Este proceso también es beneficioso para otros organismos, ya que los gases y
sales minerales secretados al medio pueden ser empleados por organismos autétrofos para la
fotosintesis. Otra caracteristica interesante es que algunos pueden ser parasitos, alimentandose
de otros organismos Vvivos, o simbidticos, estableciendo una relacion de beneficio mutuo con
el otro organismo (como por ejemplo en las micorrizas, en las que el hongo proporciona
nutrientes a la planta a cambio de carbohidratos) (Alexopoulos et al., 1996; Webster y Weber,
2007).

Ademas de emplear sustratos organicos exdgenos, principalmente carbohidratos como la
glucosa, como su principal fuente de carbono y energia, también pueden obtener nitrégeno
metabolizando compuestos nitrogenados, como amonio o0 iones nitrato. Por otro lado, la
mayoria son organismos aerobios estrictos, pero también se conocen algunos que pueden

crecer en condiciones anaerobias (Alexopoulos et al., 1996).

Una de las actividades metabdlicas de mayor interés para el provecho humano es la
fermentacion, proceso de oxidacion anaerobia de un compuesto orgénico, convirtiéndolo en
otro méas simple, fermentando por ejemplo azlcares y produciendo etanol y otros productos
(Facultad de Ingenieria Quimica, 2020).

Su reproduccion puede ser sexual (fusion nuclear y meiosis) o asexual (division nuclear
mitética). La sexual (también llamada teleomorfa) se caracteriza por la produccion de esporas
por los cuerpos fructiferos del hongo (organizados en el himenio), transportadas por el viento,
agua o animales para su germinacién y formacion de nuevos individuos, a través de la fusion
de los ndcleos haploides de células donadoras y receptoras, y después un proceso de meiosis.
Por otro lado, en la reproduccion asexual (anamorfa) la division se da por mitosis. En este tipo
de reproduccion destacan los conidios (esporas asexuales inmoviles), producidos por la

gemacion de elementos de las hifas (Alexopoulos et al., 1996; Kuhar et al., 2013).

El crecimiento de los hongos se da a través de la expansion del micelio, que es una red de
filamentos ramificados Ilamados hifas. Este se extiende con el objetivo de encontrar
nutrientes y humedad, actuando como una raiz. Asi podra alcanzar grandes tamafios. Ademas,

el crecimiento tambien puede deberse a estimulos como la luz o la temperatura. Algunos



hongos pueden crecer rapidamente y formar estructuras como cuerpos fructiferos en pocos
dias (Alexopoulos et al., 1996; Webster y Weber, 2007).

Los hongos, ademas de la importancia ecoldgica por la descomposicion de la materia, son
importantes en industrias como la médica (por ejemplo, por la produccién de penicilina por
Penicillium) o la alimentaria, conociéndose desde hongos comestibles hasta levaduras y
hongos filamentosos presentes en la produccion de vinos, pan, cerveza y quesos. Ademas, son
importantes productores de metabolitos de utilidad en la industria alimentaria (aditivos como
colorantes, saborizantes, proteinas o enzimas) (Unidad de Exhibicién Biologica, 2012). Es

este ultimo aspecto, en el que centraremos el presente trabajo.

1.1. Clasificacién de los hongos.

La clasificacién de los hongos podria hacerse atendiendo a las caracteristicas como su
alimentacion (saprofitos, parésitos o simbiontes), estructura celular (unicelulares,
pluricelulares o acelulares), o reproduccion (sexual o asexual) ... Sin embargo, lo mas preciso
es hacerlo en base a arboles filogenéticos, midiendo las relaciones evolutivas de cada uno, a
través de pruebas bioquimicas, morfoldgicas y genéticas, y, aunque a veces no son del todo
precisas, han permitido Ilevar a cabo una clasificacion en la cual se encuentran cinco filos o
divisiones: Chlytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota.
En esta clasificacion los grupos taxondmicos empleados son: reino, division, clase, orden,

familia, género y especie (Alexopoulos et al., 1996; Webster y Weber, 2007).

El filo Ascomycota cuenta con una elevada importancia en el &mbito médico y alimentario, y
es por ello que sera el que mayor importancia tenga en este trabajo, destacando los géneros

Aspergillus y Penicillium, sobre todo el primero (Ahmad et al., 2017).

1.1.1. Aspergillus

En este género perteneciente al filo Ascomycota se engloban hongos filamentosos hialinos,
saprofitos, conformados por hifas hialinas septadas (es decir, filamentosas y perforadas),
reconociendo en él en torno a unas 340 especies (Klich et al., 2002; Bennett, 2010).

Aunque la mayoria llevan a cabo reproduccion asexual, se conocen algunos con reproduccién
sexual mediante ascos y ascosporas (como por ejemplo en A. nidulans y A. oryzae). La
reproduccion asexual es llevada a cabo mediante unas hifas especializadas denominadas

conidioforos, en las cuales se encuentras las células (llamadas fialides y dispuestas sobre la



vesicula) que forman los conidios (Loeffler, 1987; Klich et al., 2002).

Morfolégicamente, se caracterizan por estructura filamentosa conformada por hifas
ramificadas. Por otro lado, el conidioforo, el cual supone la estructura mas caracteristica, es
unicelular y esta dividido en tres partes: vesicula, estipe y célula pie (Samson et al., 1990).
Otras estructuras caracteristicas son las métulas (situadas entre la vesicula y las fialides),
células presentes solo en algunas especies (hay hongos uniseriados, solo con fidlides y hongos
biseriados, con fialides y métulas) (Pitt et al., 2009). También se conocen diferentes tamarios
(de micras a centimetros) y colores (blancos, verdes, amarillos, negros). Estas caracteristicas
son apreciables en los conidios, y son Utiles para establecer una clasificacion taxonémica (por
ejemplo, A. niger presenta esporas negras, A. ochraceus amarillas...) (Bennett, 2010).

Su habitat es principalmente terrestre (tierra o deshechos vegetales), alimentandose de la
materia organica degradandola en moléculas simples con enzimas y acidos. Es por ello que se
les denomina saproéfitos. Entre los sustratos que estos hongos pueden utilizar se encuentran:
polimeros vegetales, estiércol, tejidos, o incluso sustratos fabricados por los humanos (esto se
conoce como biodeterioro). Ademas, la propagacion de esporas a través de las corrientes de
aire permite el alcance y germinacion en diversos ambientes, por lo que se les considera
ubicuos, estando presentes en suelos, deshechos, aire y alimentos. También destaca su
participacién en el ciclo del carbono, aportando CO; y compuestos inorganicos, y su
implicacion en el reciclaje de polimeros como el almidon, celulosa, pectina... y algunas

especies hasta de grasas, aceites, quitinas y queratinas (Carroll et al., 1992).

El interés para al humano se debe a su utilidad en varias industrias, como la alimentaria,
farmacéutica, biotecnoldgica o de tratamiento de deshechos. Entre las moléculas derivadas de
Aspergillus empleadas en estas industrias estdn los &cidos organicos o las enzimas
extracelulares (amilasas, proteasas, celulasas...), ademas de varios metabolitos secundarios

(como vitaminas o pigmentos) (Venturini Copetti, 2019).

Sin embargo, también pueden presentar un riesgo para plantas y animales, debido a las
micotoxinas, compuestos toxicos que pueden encontrarse en algin alimento contaminado por
Aspergillus y que pueden ocasionar enfermedades que en el caso de los animales son

conocidas como aspergilosis (Bennett, 2010).

Dentro de este géenero de hongos con esporas sexuales con forma de aspérjula (instrumento

empleado para rociar agua bendita), se puede encontrar una clasificacion atendiendo a
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diversas caracteristicas de estos hongos, ya sean morfoldgicas (color y tamafio), fisioldgicas
(tasa de crecimiento o la termotolerancia), a analisis moleculares a nivel del ADN o analisis
bioquimicos, o en otros aspectos como por ejemplo la presencia de teleomorfo y métulas, la

disposicion de las métulas sobre la vesicula... (Samson et al., 1990; Houbraken et al., 2014).
Dentro de este gran grupo cabe destacar al hongo A. niger.

1.1.1.1. A. niger

Esta especie interesante para industrias como la alimentaria o la farmacéutica se sitla

taxondémicamente de la siguiente manera (Accensi i Alemany, 2000):

Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Aspergillaceae
Género: Aspergillus
Especie: Aspergillus niger (Index Fungorum, 2007).

» ‘ Y
‘ \ },%; Figura 1. (A) Imagen macroscopica de Aspergillus

# niger (Imagen obtenida de Stemler et al., 2023).

(B) Imagen microscopica de una cabeza conidial de

Aspergillus niger, a escala de 10 um. (Imagen
obtenida de Stemler et al., 2023)

I1Dum

Las caracteristicas de esta especie son en general las ya descritas para Aspergillus, pero
resumidamente destacan: su reproduccién asexual a través de los conidios, su morfologia de
hongo filamentoso pequefio y de color negro, su metabolismo sapréfito con metabolitos de
interés industrial (como el acido citrico o el gluconico y varias enzimas) y se encuentran en

suelos, plantas, alimentos y materiales organicos en descomposicion (Al-Musallam, 1980).

Este hongo es generalmente considerado seguro, y se encuentran dentro de la categoria GRAS
(Generally Recognized as Safe) de la FDA (Food and Drug Administration), aunque puede
suponer un riesgo por una posible contaminacion de alimentos con micotoxinas y derivar en
una infeccion en personas inmunocomprometidas. Algunas enfermedades conocidas en

plantas son la antracnosis del algodonero o el afiublo en los higos (Accensi i Alemany, 2000).



La importancia de este hongo en este trabajo radica en su utilidad en industrias como la
farmacéutica, la quimica y, en especial, la alimentaria (Accensi i Alemany, 2000). Algunos de
los metabolitos y enzimas interesantes son el acido citrico y glucénico, las enzimas amilasas,
proteasas y pectinasas, pigmentos como los carotenoides y las flavinas, y vitaminas, entre
otros. Estos componentes pueden servir como aditivos de gran interés (por ejemplo, el acido
citrico es empleado como acidulante, saborizante o conservante). Ademas, algunas
caracteristicas de los alimentos como la textura y el sabor pueden ser modificadas con ayuda
de enzimas derivadas de este hongo. El aporte de estos metabolitos y enzimas en los

alimentos se desarrollara en mayor profundidad en el apartado 3 (Venturini Copetti, 2019).

1.1.2. Penicillium

Este género agrupa mas de 300 especies de hongos filamentosos, y responde a la siguiente
clasificacion taxonémica (Index Fungorum, 2011):

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Aspergillaceae

Género: Penicillium (Index Fungorum, 2011).

Morfolégicamente, son hongos filamentosos de estructura ramificada compuesta por hifas,
dispuestas formando el micelio. Tienen un tamafio pequefio y pueden tener un color blanco,

amarillo, anaranjado, verde, purpura o pardo (Webster, 1986).

Figura 2. (A) Imagen macroscopica de Penicillium
chrysogeum. (Imagen obtenida de Narain et al., 2016).
(B) Imagen microscépica de la cabeza conidial de
Penicillium chrysogeum (Imagen obtenida de Volk,
2003).

Su reproduccion es asexual a través de los conidios, unicelulares y con forma ovalada. Estos
conidios se forman de manera ramificada, dando lugar a una apariencia de pincel (de ahi el

nombre de este género) (Webster, 1986).

Estos también son saprofitos y se alimentan de materia organica muerta. También se conocen
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algunos parésitos y patogenos para plantas y animales. También ofrecen metabolitos de
interés industrial, como enzimas, acidos organicos o incluso antibi6ticos (Pitt et al., 2009).
Por otro lado, se encuentran en suelos, aire, agua y materia organica en descomposicion, por

lo que se les considera ubicuos (Samson et al., 1990).

Industrialmente es especialmente importante en la industria farmacéutica, ya que de la especie
Penicillium chrysogeum se obtiene el importante antibiotico conocido como penicilina. Para
la industria alimentaria ofrece una variedad de aditivos, ademas de enzimas, que modificaran
los alimentos para darles cualidades beneficiosas. Ademas, algunas especies participan
activamente en el tratamiento de algunos embutidos y quesos, aportandoles su aroma y sabor
caracteristico. Por otro lado, es importante tener en cuenta que estos hongos pueden suponer

una contaminacion en los alimentos por micotoxinas (Webster y Weber, 2007).

1.2. Aditivos alimentarios

El empleo de los hongos en la industria alimentaria es muy amplio, pero en particular su
participacion en la produccion de aditivos alimentarios resulta muy importante e interesante, y
es que los aditivos son empleados en una gran variedad de alimentos de consumo diario, tales
como lacteos, bebidas, productos de panaderia, carnes... (Wu et al., 2022). Antes de centrarse
en los aditivos que puedan aportar los hongos es importante conocer qué son los aditivos y a

qué normativa esta sujeta su empleo.

Por definicion del Reglamento (CE) N° 1333/2008, un aditivo alimentario es “toda sustancia
que normalmente no se consuma como alimento en si misma ni se use como ingrediente
caracteristico de los alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicion intencionada — con
un propésito tecnoldgico — a un alimento durante su fabricacidon, transformacion, preparacion,
tratamiento, envasado, transporte o almacenamiento tenga por efecto, o quepa razonablemente
prever que tenga por efecto, que el propio aditivo o sus subproductos se conviertan directa o
indirectamente en un componente del alimento” (Comisién Europea, 2008). Su origen puede
ser natural (plantas, microorganismos o animales), o sintético (disefio quimico). En su origen
fangico destacan géneros como Aspergillus o Penicillium, de cuyos metabolismos se obtienen

productos con potencial como aditivos alimentarios (Wu et al., 2022).

Ademas, es importante destacar que el uso de aditivos alimentarios podria suponer algun
riesgo en el consumo humano, y por ello su uso requiere de un estudio previo a su

comercializacion y aceptacion en la industria alimentaria, y la legislacion que rige en el uso



de cada aditivo dependera de cada pais. En la Unién Europea, cada aditivo alimentario
permitido tendra como denominacion una E seguida de un numero que identificara el tipo de
aditivo del que se trata (Mateos-Aparicio et al., 2017; Wu et al., 2022). Considerando la

funcién de cada aditivo, se pueden dividir en los grupos recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion en grupos de los aditivos alimentarios atendiendo a sus funciones, dando ejemplos de cada

uno y los nimeros en los que se clasifican en la Unién Europea (Mateos-Aparicio et al., 2017; Wu et al., 2022).

GRUPO FUNCION EJEMPLOS N° UE
Mantenimiento o mejora del Carotenoides, clorofila
Colorantes aspecto y coloracion de los (natural) y tartacina E100-E199
alimentos (artificial)
Mantenimiento y evitar
Conservantes deterioros y desarrollo de Acido citrico E200-E299

microorganismos

Prevenir la oxidacion y

Antioxidantes . .
deterioro de los alimentos

Acido citrico y ascorbico | E300-E399

Estabilizantes, Modificacion de texturas
espesantes, gelificantes | (emulsién, homogeneizacion, Agar y pectina E400-E499
y emulsionantes viscosidad o gelificacion)
. Mejora del arom r .-
Aromatizantes ejora de a_o ay sabor de Glutamato monosodico E600-E699
los alimentos
Potenciar el dulzor con baj Aspartamo (artificial
Edulcorantes ote C|a_ el du z,o_ con bajo spa ta_ o (artificial) y E900-E999
nivel caldrico stevia (natural)

El empleo de aditivos alimentarios en la Unién Europea se encuentra estrictamente regulado
por el Reglamento (CE) N° 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, con sus
debidas modificaciones y adaptaciones, para garantizar el buen uso de los mismos, estando
regulado tanto el uso de distintos aditivos (enumerados en una lista), como la cantidad
permitida, siempre para garantizar la seguridad, salud y bienestar de los ciudadanos. Ademas,
es imprescindible que cada producto cuente con el debido etiquetado en el cual se informe de

cada aditivo que haya podido ser empleado en el mismo (Comisién Europea, 2008).

2. OBJETIVO
El principal objetivo del trabajo es conocer la importancia del reino Fungi en la industria

alimentaria, con especial referencia a la obtencion de aditivos alimentarios. Por ello se
detallan las caracteristicas de los hongos interesantes para la industria (como Aspergillus

niger), asi como de los aditivos que pueden producir.

3. MATERIAL Y METODOS
La metodologia empleada se ha basado en la busqueda y lectura de articulos, libros y paginas

web, destacando la bdsqueda a través del portal Pubmed, mediante el cual se ha realizado una
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busqueda precisa de informacion mediante el ajuste de parametros como la fecha de
publicacién o el tipo de articulo, y utilizando palabras clave como A. niger, seguido de otras
como citric acid o gene editing. Ademas, se ha buscado algun libro en la biblioteca de

Unileon, como por ejemplo el libro “Fungi and food spoilage” de Pitt et al., 2009.

4. PRODUCTOS FUNGICOS CON INTERES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Varios productos obtenidos en los procesos fermentativos de los hongos son empleados como

aditivos alimentarios en la industria alimentaria. Algunos se describen a continuacion.

4.1.  Acidos organicos

Como definicion, un &cido organico es un compuesto quimico conformado por carbono,
hidrogeno y oxigeno. En la naturaleza se pueden encontrar en gran parte de los seres vivos y
en muchos de los alimentos de consumo diario. Su uso en la industria se debe a su papel como
conservantes, acidulantes, antioxidantes, saborizantes, tampones para el mantenimiento del

pH, agentes quelantes de metales pesados... (Venturini Copetti, 2019).

Destacan el acido citrico y el glucénico, obtenidos en gran parte del hongo A. niger mediante

la fermentacion de sustratos como la glucosa o la sacarosa (Venturini Copetti, 2019).

4.1.1.  Acido citrico

Este es un acido organico débil, con apariencia de polvo blanco cristalino, que tiene gran

importancia la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética, textil... (Behera, 2020).

El &cido citrico representa el mayor porcentaje de entre los acidos organicos utilizados en
alimentacion por su poder acidulante para la mejora de sabores y aromas, ademas de por su
capacidad de control del pH, poder quelante, mantenimiento de la vitamina C, evitar el
amarroneamiento enzimatico de los alimentos, conservar alimentos frescos y congelados para
evitar deterioros de aparencia y sabor... (Venturini Copetti, 2019). Algunos ejemplos de
alimentos en los que se encuentra este aditivo son las bebidas carbonatadas, las mermeladas,

productos de panaderia, conservas, lacteos, vinos y sidras... (Behera, 2020).

También se usa en la industria farmacéutica (como agente tamponante y regulador del pH), en
detergentes de limpieza, desinfectantes, tratamiento de textiles... A nivel ambiental, es
empleado para la biorremediacion de tierras por su poder quelante de metales pesados
(Behera, 2020), y por la produccion de embalajes ecoldgicos por ser un agente de reticulacion

y formar cadenas covalentes entre biopolimeros sustitutivos de plasticos (Zhang et al., 2023).
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¢  Este &cido puede obtenerse de citricos como el

Sucrose ———————————= Glucose

Fermentation £ Fructose-6-Phosphate

mediom (v ] | <G,
Fructose-1-6-diphosphate

D\ limon, pero a escala industrial se da a través de

Fungal Cell 2

\awie hongos por su bajo coste, representando mas

+ Pyruvicacid Jacid
\

del 90% de la produccién (Venturini Copetti,

\

2019). Para ello se hace uso de la

fermentacion, cultivandose A. niger (dado al
gran rendimiento que ha demostrado este
hongo) en presencia de nutrientes como
sacarosa, jarabe de glucosa, melaza (mezcla de
_ _ _ _ azUcares y é&cidos) ..., de modo que se
Figura 3. Ruta de producccion del cido citrico

por A. niger. (Imagen obtenida de Behera, 2020). produzca la fermentacién, y asi obtener el

acido citrico de interés (Behera, 2020).

Entrando mas en detalle, la produccion del &cido citrico (figura 3) comienza con la glicolisis
del azlcar, produciéndose piruvato, que pasa al interior de la matriz mitocondrial y puede
transformarse directamente en oxalacetato gracias a la enzima piruvato carboxilasa (PC), u
oxidarse y combinarse con la coenzima A para dar lugar a una molécula de acetil co-A.

Finalmente se combinan oxalacetato y acetil co-A, obteniendo &cido citrico (Behera, 2020).

Con respecto a la normativa vigente del uso de este &cido como aditivo alimentario, cabe
decir que estd aprobado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y la
Comision Europea (CE), catalogandolo como un aditivo seguro y sin efectos tdxicos
significativos asociados (se elimina facilmente por la orina). Es por ello que no se establece
un limite numérico exacto de su uso, siendo su dosis maxima quantum satis (traducido en

latin como cantidad adecuada) (Comision Europea, 2008; Comision Europea, 2020).

4.1.2.  Acido gluconico

Al igual que el anterior, es un &cido organico débil, sin toxicidad y biodegradable, que
presenta un color marrén claro (Goldberg et al. 2009). Este puede ser obtenido mediante
procesos metabdlicos como la fermentacion, y que es ampliamente utilizado en las industrias

alimentaria, farmacéutica, de limpieza... (Anastassiadis et al., 2007).

Con respecto a la industria alimentaria, este acido es mayoritariamente empleado como
aditivo alimentario, actuando principalmente como acidulante, aunque también como

conservante, regulador del pH... Ademas, gracias a su gran potencial como quelante, es
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utilizado en alimentos envasados como estabilizante. Es por estas propiedades que varios
alimentos cuentan con este &cido orgédnico como aditivo, como por ejemplo lacteos, carnes o

productos de reposteria (Anastassiadis et al., 2007).

También dispone de importancia en industrias como la farmacéutica, en la que desempefia el
papel de agente quelante para la produccién de medicamentos, en productos de limpieza del
hogar, en el tratamiento de aguas y en cosmética, entre otras (Anastassiadis et al., 2007).

Su obtencion a partir de los hongos (en especial a A. niger), se puede dar de dos formas: a
través de procesos de fermentacion, por la conversion de carbohidratos como la glucosa a
acido gluconico, o bien utilizando enzimas fungicas (glucosa oxidasa y catalasa) para catalizar
la conversion de glucosa en este &cido (Venturini Copetti, 2019).

La normativa que rige su empleo como aditivo es practicamente igual al &cido citrico, estando

aprobado su uso tanto por la EFSA como por la CE (Comision Europea, 2008).

4.2. Enzimas

Las enzimas son moléculas orgénicas responsables de catalizar diversas reacciones quimicas,
y por ello son muy Uutiles para el procesamiento de los alimentos, pudiendo aportar cualidades
como sabor, aroma, color, textura, estabilidad, valor nutritivo... Es por ello que resulta
interesante encontrar la manera mas eficaz de obtener estas enzimas, especialmente mediante
el empleo de hongos como Aspergillus niger (Venturini Copetti, 2019). El uso de esta especie
con este fin esta aprobado en la Unidn Europea, catalogando este hongo de produccion como
seguro y sin riesgo de micotoxinas (Comision del Codex Alimentarius, 2016), clasificando
muchas enzimas del mismo por la FDA (Administracién de Alimentos y Medicamentos)

como GRAS (generalmente reconocidas como seguras) (Ruggeiri et al., 2016).

El interés en el uso de enzimas radica en su especificidad y eficiencia, ademas de su actividad
facilmente regulable con ajustes fisioldgicos como de temperatura o pH, y que son facilmente
inactivadas una vez cumplida su funcién (Kuddus, 2018), aunque factores como su estabilidad
y costes econdémicos pueden suponer una desventaja. Para solventar la primera de ellas es
recomendable el uso de enzimas termoestables, estables con elevadas temperaturas y con poca
actividad a bajas temperaturas, facilitando su manejo. Esta termoestabilidad dependera de las

caracteristicas y del origen en particular de cada enzima (Uma Maheswar Rao et al., 2011).
Entre las familias de enzimas utilizadas en la industria alimentaria destacan las tres siguientes.
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4.2.1. Amilasas

Las amilasas son las enzimas que, a partir de moléculas de almidon (polisacérido de reserva

energética de las plantas conformado por dos subunidades: la amilosa (polimero lineal de

glucosas enlazadas en a-1,4) y la amilopectina (polimero de glucosas enlazadas en a-1,4 y

ramificaciones en 0-1,6)), hidrolizan los enlaces glicosidicos, obteniendo azucares simples

como la maltosa, la glucosa y la dextrina (Venturini Copetti, 2019).

Este grupo de enzimas se encuentra clasificado segin su mecanismo de accion en:

Endoamilasas: estas realizan cortes en el interior de la molécula de almidon en los enlaces
a-1,4, generando moléculas méas pequefias de almidon, dextrinas y oligosacaridos (estas
luego podran ser procesadas por las exoamilasas para la generacion de glucosas). Entre
ellas destacan las a amilasas, las cuales pueden ser sacarificantes, si en su corte dejan
azucares libres, o licuadoras, que dan lugar a dextrinas (Uma Maheswar Rao et al., 2011).
El efecto méas notorio de estas enzimas actuando en una pasta de almiddn es la reduccion
de la viscosidad (sobre todo con las licuadoras), propiedad interesante para modificar
texturas de alimentos. Algunos alimentos en los que se emplean son panes, siropes y
cervezas. También cuentan con gran utilidad en la industria farmacéutica, textil, de

detergentes... (Uma Maheswar Rao et al., 2011).

Exoamilasas: estas cortan los enlaces glucosidicos en los extremos no reductores de la
molécula de almiddn, generando azucares simples como glucosa o maltosa. Dentro de las
exoamilasas se distinguen 2 tipos: las B amilasas y las glucoamilasas. La diferencia entre
ellas es que el primer tipo libera, como producto de su accidn, maltosas, mientras que el
segundo da como resultado moléculas de glucosa, ademas de que no solo es capaz de
actuar sobre los enlaces a-1,4 terminales (a diferencia de las f-amilasas), sino que también
actla sobre enlaces a-1,6 (Uma Maheswar Rao et al., 2011).

Las B-amilasas destacan en la industria alimentaria por su papel con alimentos, siropes y
cervezas y bebidas alcohdlicas. A las glucoamilasas se las conoce también por su empleo
para la produccion de siropes y productos de confiteria, ademas de por la produccion de

biocombustibles como el etanol (Uma Maheswar Rao et al., 2011).

Estas enzimas tienen origen en distintos microorganismos o plantas, pero destaca sobre todo

su obtencién a partir de hongos del género Aspergillus, especialmente A. niger y A. oryzae

(Venturini Copetti, 2019). Para ello se hace uso de la fermentacion, cultivando el hongo en
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presencia de almidon, buscando la secrecion de estas enzimas para romperlo y utilizar los
productos de esa hidrolisis como fuente de carbono y energia. Las amilasas posteriormente

seran purificadas para su utilizacion (Figueroa Ceballos, 2019).

4.2.2. Proteasas

Las proteasas son las enzimas encargadas de generar cortes hidroliticos en los enlaces
peptidicos (entre el grupo carboxilo de un aminoécido y el amino de otro) de las proteinas,
dando lugar a péptidos pequefios 0 aminodcidos libres. Estas enzimas estan presentes en
animales, plantas y microorganismos, aunque preferiblemente se obtienen de los ultimos para
el uso industrial, ya que permiten obtener una mayor cantidad, mas estables y efectivas.
Provienen principalmente de hongos del género Aspergillus, como A. niger o A. oryzae,
haciendo uso de un proceso de fermentacion para ello, con el cual, poniendo proteinas en el

medio, se conseguira la secrecion de estas enzimas por parte del hongo (Kuddus, 2018).

Este grupo se puede clasificar en funcion de la reaccion que catalizan en exopeptidasas (si
actia en el enlace terminal), endopeptidasas (si actGa en el interior de la molécula),
aminopeptidasas (si actlia sobre el extremo amino libre) y carboxipeptidasas (si actda sobre el
extremo carboxilo terminal), o en funcion del sustrato sobre el que actlan en serina proteasas,

cisteina proteasas, aspartil proteasas y metaloproteasas (Kuddus, 2018; Troncoso et al., 2022).

Las aplicaciones de estas enzimas en la industria alimentaria son, entre otras, la mejora de
texturas en productos de panaderia por accion en las moléculas de gluten, obtencién de quesos
y proteinas lacteas por precipitacion del cuajado, y maduracion y ablandamiento de la carne
(Diaz Rubio, 1994). Ademas, también cuentan con utilidad en otras industrias como la

farmacéutica, cosmética y de productos de limpieza (Kuddus, 2018).

4.2.3. Pectinasas

Las enzimas pécticas o0 pectinasas son las enzimas encargadas de la degradacién de la pectina,
la cual se encuentra formando parte de las paredes celulares de las plantas y se trata de un
polisacarido caracterizado por ser un polimero de moléculas de acido galacturénico enlazadas
en a-1,4. Estas moléculas &cidas serdn precisamente el producto de la accion de las enzimas

pécticas (Franchi et al., 2014).

Dentro de este grupo de enzimas tenemos principalmente las pectin metilesterasas (PME), las

cuales atacan a los grupos metilos unidos a las moléculas de acido galacturdnico, y las
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poligalacturonasas (PG), que se encargan de la rotura de enlaces a-1,4 entre las moléculas de
acido galacturénico, y pueden ser endo o0 exo (si atacan en el interior o exterior de la cadena,

respectivamente) (Uma Maheswar Rao et al., 2011; Venturini Copetti, 2019).

La accion de estas enzimas rompiendo las pectinas va a facilitar una reduccién en viscosidad
y consistencia, lo cual resulta especialmente en la industria alimentaria para el tratamiento de
zumos, consiguiendo la clarificacion y concentracion del liquido a tratar. También resultan
utiles para el tratamiento de granos de café para facilitar el procesamiento del mismo (Uma
Maheswar Rao et al., 2011; Venturini Copetti, 2019).

Estas enzimas, ademas de encontrarse en plantas, se pueden obtener de hongos como
Aspergillus niger, los cuales en presencia de pectina en el medio sintetizaran pectinasas para

su descomposicion (Uma Maheswar Rao et al., 2011).

4.3. Metabolitos secundarios

Dentro de este grupo se incluyen aquellos componentes que los seres vivos producen en su
metabolismo, que, a diferencia de los primarios, no se consideran esenciales, pero si que
aportan algin aspecto positivo al organismo, y que se encuentran generalmente en bajas

concentraciones (Park et al., 2017).

Dentro de este grupo hay que distinguir entre perjudiciales (como las micotoxinas, y dentro de
ellas cabe resaltar las aflatoxinas de algunas especies dentro del género Aspergillus), y los que
pueden ser beneficiosos, como los pigmentos y vitaminas empleados como aditivos

alimentarios (Park et al., 2017).

4.3.1. Pigmentos

Los pigmentos (o también conocidos como colorantes alimentarios) son aquellas sustancias
que se emplean para modificar el color de los alimentos y bebidas, los cuales pueden ser
clasificados segun su procedencia en dos grupos: los hay naturales (por ejemplo, p-carotenos
o flavinas), obtenidos de plantas, hongos, animales o minerales, o sintéticos (por ejemplo,
tartrazina o amaranto), obtenidos quimicamente. Si bien los sintéticos cuentan con la ventaja
de ser méas baratos, mas estables o aportar una coloracion uniforme, estos suponen cierta
toxicidad al consumo humano, por lo que el empleo de colorantes naturales podria ser mas
beneficioso (Wu et al., 2022).

Para mencionar algunos ejemplos de alimentos en los que se pueden encontrar colorantes
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como aditivos tenemos: carotenos en lacteos, bebidas, frutas procesadas..., antocianinas en
mermeladas, bebidas... Ademas, estos colorantes tienen mas aplicaciones en otras industrias,

como por ejemplo en la farmacéutica, cosmeética, textil o de pinturas (Wu et al., 2022).

En la obtencion de pigmentos con relevancia en la industria alimentaria destaca la produccion
mediante la fermentacion de hongos filamentosos, consiguiendo una amplia variedad de
pigmentos de esta manera (carotenoides, antocianinas, clorofilas, melaninas, flavinas...)

(Dufossé et al., 2014), de entre los cuales se comentaran los siguientes:

43.1.1. Carotenoides

Los carotenoides son el grupo de pigmentos empleados para otorgar una coloracion
anaranjada a los alimentos. Dentro de esos cabe resaltar el B-caroteno, el cual, aparte de
emplearse como pigmento anaranjado, también se utiliza por ser precursor de la vitamina A 'y
un antioxidante (Venturini Copetti, 2019). Podemos encontrarlos en alimentos como l&cteos o
productos de panaderia, ademas de tener utilidad en la industria farmacéutica y cosmética
(Archer et al., 2008).

Estos se obtienen principalmente de Blakeslea trispora (Venturini Copetti, 2019), productor
de B-caroteno mediante la ruta de la figura 4.

El proceso comienza con la toma de carbon (por

|
|
Ao IPP (Cs)

ejemplo, de glucosa) por el hongo, convirtiéndolo en

H ﬂ acetil-CoA, el cual por otro lado sera convertido en

,T; " IPP (isopentenil pirofosfato), el cual mas adelante

RERARORES TP:..C.:.:, daré lugar a GGPP (geranilgeranil pirofosfato), y

M Fitoeno (Ca) este, a través de la accion de distintas enzimas y

W pasando  por  varios intermediarios,  sera

W i transformado en  Ultima instancia en [(-caroteno
W (Costa Pérez et al., 2003).

M&W prpene (o) Su uso estd aprobado en la Union Europea por la

A | YT T EFSAy la CE, lo cual permite un uso razonable del

B-Caroteno (Cap)
TRy = =

mismo, dado a que se trata de un aditivo seguro y

Figura 4. Ruta de obtencion de p-caroteno que no supone ningln riesgo para la salud, pero
por Blakeslea trispora (obtenida de Costa

’ procurando no sobrepasar el consumo individual de
Pérez et al., 2003)
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5-10 mg/dia del mismo (Comisién Europea, 2015).

4.3.1.2. Monascus

Otro ejemplo son los pigmentos Monascus, provenientes de especies de hongos del género
Monascus, que se dividen por colores en rojos, naranjas y amarillos. Ademas, estudios han
demostrado un poder antibiotico y antifingico en estos pigmentos. Sin embargo, el uso de
estos no estd aprobado en la Unidn Europea por riesgo de contaminacién con micotoxinas,
concretamente la citrinina, a diferencia del Sudeste Asiatico, donde su uso esta permitido (por
ejemplo, en el arroz rojo fermentado) (Venturini Copetti, 2019).

El proceso industrial de obtencion de este pigmento consiste en una fermentacion que
comienza con la toma de una fuente de carbono y mediante procesos enzimaticos termina en

la produccion del pigmento (Velazquez Arellano, 2016).

Como alternativa no micotoxigénica de produccién de pigmentos Monascus, se ha
descubierto que los hongos del género Talaromyces son capaces de producir pigmentos de
poliquetidos azafilona similares a Monascus (MPA), los cuales resultan mas seguros por no

ser capaces de producir citrinina estos hongos (Dufossé et al., 2014).

4.3.2. Vitaminas

Las vitaminas son compuestos organicos considerados micronutrientes esenciales, cuyo
aporte necesitan los animales en la dieta, ya que no son capaces de sintetizarlos o lo hacen en
cantidad muy baja. Es por ello que una buena alimentacion resulta tan importante. Estas se
pueden clasificar en dos grandes grupos: vitaminas hidrosolubles (B y C) y liposolubles (A, E,
D y K). La importancia de estos compuestos radica en que son fuente de energia para el

cuerpo, importantes para el metabolismo y el sistema inmune... (Venturini Copetti, 2019).

Muchos alimentos disponen de vitaminas suficientes para el consumo, sin embargo, hay
algunos que requieren el uso de aditivos para ser una fuente de nutrientes. En la produccion
de vitaminas a nivel industrial destaca, una vez mas, la fermentacion microbiana, mediante la
cual, una vez seleccionada la cepa de hongos necesaria y con ayuda de determinados

nutrientes, se obtiene la vitamina de interés (Venturini Copetti, 2019).

4.3.2.1. Riboflavina (B2)

Es una vitamina soluble del grupo de las vitaminas del complejo B, en concreto la B2, que,
ademas de ayudar en la produccion de energia, es importante por sus propiedades
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antioxidantes, antiinflamatorias, de mantenimiento de los glébulos rojos y el metabolismo de
otras vitaminas, entre otras (Suwannasom et al., 2020). Esta vitamina, aparte de su empleo
como aditivo para aportar valor nutritivo a los alimentos, es también usada como colorante,
dado que es capaz de otorgar una coloracion amarillenta a los alimentos (Venturini Copetti,
2019).

Esta vitamina se encuentra de manera natural en varios alimentos (como lacteos, 6rganos
animales, levadura de cerveza, verduras de hojas verdes...), pero para garantizar su consumo
en la dieta de forma equilibrada se afiade esta vitamina B2 como aditivo, como en los lacteos
(en los que se aumenta su contenido en B2), zumos, cereales y suplementos (Suwannasom et
al., 2020).

Para la produccion mediante fermentacion microbiana de esta vitamina se hace uso
mayoritariamente del hongo Ashbya gossypii (Venturini Copetti, 2019), aunque también se
puede hacer uso de hongos como A. niger o especies del género Penicillium, comenzando con
la toma de carbono de una fuente como la glucosa y continuando, a través de enzimas e

intermediarios, hasta obtener la riboflavina (Archer et al., 2008).

El uso de la B2 como aditivo alimentario esta aprobado por la EFSA y la CE, siendo una
vitamina de consumo seguro, que no genera toxicidad debido a que no se almacena en el
organismo y su exceso se elimina facilmente por la orina, por lo que se permite su uso y no se

exponen peligros en su ingesta (Comision Europea, 2019).

43.2.2.  p-caroteno

Como se ha comentado antes, el f-caroteno, ademéas de servir como colorante, también se
utiliza como precursor de la vitamina A o retinol (pro-A), vitamina liposoluble importante
para numerosas funciones vitales, como el mantenimiento de la integridad epitelial, una vision
adecuada (ayuda en la regeneracién de pigmentos visuales de la retina, de ahi que también se

le llame retinol), produccidn de glébulos rojos, etc. (Martins Soares, 2019).

El ser un precursor de la vitamina A quiere decir que Su uso como Vitamina no esta
inmediatamente disponible, y requiere de la conversion de esta forma de provitamina a
vitamina A propiamente dicho, de modo que se ingiere en la dieta a modo de B-caroteno y con

ayuda de enzimas del cuerpo se obtiene la vitamina de interés (Martins Soares, 2019).
Este apartado se resume a continuacion en la Tabla 2.
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Tabla 2. Funcién, origen y seguridad del empleo de distintos compuestos como aditivos alimentarios.

PRODUCTOS FUNCION ORIGEN SEGURIDAD
S Acidulante y ) Aprobado por la EFSA
ACIDOS Acido citrico conservante A. niger y CE
ORGANICOS Acido Acidulante y A nicer Aprobado por la EFSA
glucénico conservante Bl y CE
Amilasas Modlflca_r te_xturas A. nigery A. GRAS por la FDA
y producir siropes oryzae
Modificar text A. ni A.
ENZIMAS Proteasas odificar texturas nigery GRAS por la FDA
y proteinas oryzae
. Reducir viscosidad .
Pectinasas . . A. niger GRAS por la FDA
y consistencia
Riesgo de
Monascus Coloracion roja Monascus contaminacion por
PIGMENTOQOS micotoxinas
L . Aprobado por la EFSA
Coloracion naranja .
[-caroteno - Blakeslea trispora y CE.
y valor nutritivo i
(5-10 mg/dia)
. . Val itivo, Ash
VITAMINAS Riboflavina alor nutrlljuvo > bya_gossypu Aprobado por la EFSA
(B2) coloracion A. nigery y CE
amarillenta Penicillium

5. ENFOQUE BIOTECNOLOGICO

En este apartado se tratard de comentar las aplicaciones de la biotecnologia en la industria,
mencionando distintas técnicas de edicién génica de hongos para lograr una optimizacién y
un mayor rendimiento de produccion de cara a la industria alimentaria. Estas aplicaciones se
enfocaran principalmente a Aspergillus niger, hongo muy importante y Util para el tratamiento
de distintos alimentos, asi como para la produccion de aditivos alimentarios. La biotecnologia
ha tratado de mejorar este hongo hacia una mayor produccion, ademas de dar una solucién a
algunos inconvenientes, como la posible exposicién de los alimentos a las micotoxinas. Antes
de entrar en detalle en estas técnicas es importante conocer el procedimiento seguido para la
produccion de los compuestos empleados como aditivos alimentarios (Behera, 2020).

5.1. Proceso industrial

A escala industrial, el cultivo de A. niger tendra lugar considerando la productividad y
rendimiento del mismo. Es por ello, que para la obtencion de productos con interés
alimentario se buscan tres formas de favorecer el proceso de fermentacion y lograr un mayor

rendimiento en la produccion del compuesto deseado (Behera, 2020):

1. Fermentacion sumergida: consiste en el cultivo de A. niger sumergido en un medio liquido
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con los sustratos y fuente de carbono para que tenga lugar la fermentacidn anaerobica y
obtener el producto de interés. Este proceso tendré lugar en un biorreactor en condiciones
controladas para optimizar su cultivo (regulando pardmetros como la temperatura, el pH, la
agitacion o la aireacion). Este método cuenta con las ventajas de tener altos rendimientos,
permitir un buen control del proceso, bajo coste... aunque también cuenta con la
desventaja de formacion de espuma, favoreciendo el uso de agentes antiespumantes. Para

la produccion de acido citrico se emplea este tipo de fermentacion (Behera, 2020).

2. Fermentacion superficial: se caracteriza por una fermentacion en batch, en una superficie
con una capa delgada de medio semisolido, que simplifica el proceso y requiere un menor
consumo de energia. Sin embargo, ofrece menores rendimientos, ademas de estar expuesta

a mayores contaminaciones, requiriendo el uso de filtros bacteriol6gicos (Behera, 2020).

3. Fermentacion en estado sélido: se emplea una superficie solida humedecida de material
insoluble, que aporta los nutrientes necesarios al cultivo. Cuenta con las ventajas de ser
facil, barato y no requerir equipo costoso, ademas de tener un alto rendimiento y bajos
riesgos de contaminacion y requerimientos energéticos. Sin embargo, una de las
desventajas con respecto a los otros tipos es que dificulta el control de los parametros del
proceso, asi como que no garantiza un empleo eficiente de todos los nutrientes del medio.

Este proceso puede emplearse, por ejemplo, en la obtencion de enzimas (Behera, 2020).

5.2. Edicion génica

Una de las alternativas biotecnoldgicas propuestas es la modificacién genética de los hongos,
en este caso A. niger, para otorgarle las caracteristicas de interés. Esto puede suponer una
edicion genica del ADN de este hongo, o la introduccién de ADN exdgeno en el mismo, para

lo cual se puede hacer uso de los siguientes métodos de transformacion (Li et al., 2020):

1. Polietilenglicol (PEG)-mediated transformation (PMT). Para esta técnica son necesarios
los protoplastos de A. niger, conseguidos mediante la digestién de la pared celular de la
célula vegetal, haciendo uso, principalmente, de enzimas liticas, quitinasas o [-
glucuronidasas. Tras esto, y con ayuda del PEG y Ca+2, se media la introduccion del
material genético exodgeno en la célula (Li et al., 2020).

2. Agrobacterium tumefaciens mediated transformation (AMT). Se requiere el uso de
Agrobacterium tumefaciens, bacteria de la cual se hara uso de su mecanismo de infeccién

en plantas, de su DNA de transferencia (T-DNA) incluido en un plasmido inductor de
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tumores (plasmido Ti). Asi, incluyendo el gen de interés en el T-DNA y cocultivando A.
tumefaciens con A. niger, se introduce el gen de interés (Li et al., 2020).

3. Electroporacion. Este método es el mas sencillo, y consiste en la introduccion del DNA
exogeno en las células a traves de poros reversibles en las membranas plasmaticas, los

cuales se pueden generar haciendo uso de fuertes pulsos eléctricos (Li et al., 2020).

Cada método es usado segun lo que se busque, de modo que si, por ejemplo, se busca una
mayor efectividad, se hara uso del primero de ellos, si lo que se busca es un procedimiento
mas simple, se empleara la electroporacion, o si se busca una recombinacion homdloga
precisa, convendra el método AMT. Es importante también la seleccién de cepas
transformadas sobre las que no, por lo que se ha de conocer el empleo de distintos marcadores
de seleccion. En este caso, estos marcadores podran ser, por ejemplo, los genes de resistencia
bla (resistencia al antibiotico zeocina), hygB (a la higromicina), u oilC (a la oligomicina),
seleccionando de esta manera a las cepas capaces de crecer en medios con los antibioticos a
los cuales presentan resistencia, y que, por tanto, han sido transformadas (Li et al., 2020).

Por otro lado, es posible llevar a cabo la edicion génica enddgena de una cepa de Aspergillus

niger, mediante el desarrollo de las siguientes técnicas:

1. Recombinacién homologa (HR): consiste en la recombinacion genética entre dos
secuencias homologas al realizar un corte de doble hebra en una secuencia de ADN,
pudiendo incluir asi secuencias de ADN exo6genas. Por otro lado, se ha observado una
mayor probabilidad de reparacién del corte por union de extremos no homoélogos (NHEJ),
que no precisa de homologia y lleva a cabo reparaciones aleatorias, pudiendo inducir
mutaciones. Es por ello que la recombinacién buscada seré la homoéloga, ya que permite la

introduccidn de la secuencia de ADN de interés (Li et al., 2020).

2. Sistema CRISPR-Cas: se basa en la presencia de secuencias palindrémicas cortas
repetitivas en el genoma de las bacterias (CRISPR), acompafiadas por un grupo de genes
cas que codifican para las enzimas de corte Cas. Este sistema funciona generando un corte
en un punto preciso de la secuencia del material genético, para lo cual se requiere de un
RNA guia (gRNA) que lleve al sistema a ese punto y garantice la introduccion de la
secuencia de interés en el sitio adecuado. Es por ello que resulta tan importante conseguir
un buen disefio del gRNA (Li et al., 2020).
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La identificacion de cepas editadas se hace por genes reporteros como pptA (responsable de
un color blanco en las esporas), olvA (amarillo) o brnA (marron) (Li et al., 2020).

5.2.1.  Aplicacion para aditivos alimentarios

Estos métodos se pueden emplear para la optimizacion del proceso de produccion de los
compuestos fungicos empleados como aditivos alimentarios. Algunos ejemplos de productos

en los que se ha conseguido una sobreproduccién son (Li et al., 2020):

e Acido citrico: una de las estrategias para la sobreproduccion de este acido en A. niger es la

ruptura de los genes pyrG y kus A. El primero participa en la sintesis de pirimidina,
mientras que el segundo desempefia un papel importante en la NEHJ. Para la disrupcién de
estos genes se hace uso de la tecnologia CRISPR/Cas 9 con ayuda de un promotor
constitutivo rRNA 5S, que generard dos roturas de doble hebra (una para cada locus),
inactivando estos genes, y siendo reparadas por recombinacién homéloga (Zhang et al.,
2020). Asi, se produce una interferencia en el metabolismo central de A. niger, derivando a
un gran incremento en la produccion de acido citrico en A. niger (Behera, 2020).
La obtencion de acido citrico puede verse favorecida también mediante la sobreexpresion
constitutiva o inducible del gen cexA, que codifica para un transportador de membrana del
acido citrico, permitiendo la secrecion del mismo de la célula, lo cual es un paso limitante
en la produccion de este (Soares-Silva et al., 2020). Para ello se emplea un promotor
inducible por sistema tet-on, permitiendo su sobreexpresion solo en la etapa de produccién
con ayuda de doxiciclina. EI empleo de un promotor constitutivo supone una interferencia
con la conidiacion de la cepa, por lo que, aunque la secrecién de &cido citrico aumente, hay
que tener en cuenta el impacto negativo en la fisiologia de la cepa (Steiger et al., 2019)).

e Amilasas: la produccion de glucoamilasas y a-amilasas esta regulada, en A. niger, por los
genes glaA y amyA, respectivamente. Una de las estrategias para la sobreproduccion de
estas enzimas es la insercion de copias adicionales de sus genes en una cepa de A. niger,
haciendo uso de la transformacion mediada por A. tumefaciens. El primer paso consiste en
la clonacion de los genes amyA y glaA mediante PCR, para su insercion en un vector, el
cual, con ayuda de A. tumefaciens, llevara a cabo la transformacién de las cepas de A. niger
mediante la integracién de los genes del vector en su genoma. Para verificar la
transformacion de las cepas se lleva a cabo una PCR. Ademas, para cuantificar la
expresion geénica y verificar que la insercion de copias adicionales conlleva una

sobreproduccién de las enzimas se puede llevar a cabo una PCR cuantitativa en tiempo
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real. Los resultados de esta confirman una sobreexpresién de los genes y por tanto se
valida este méetodo para la mayor obtencion de las enzimas de interés. Por otro lado, se ha
observado que la presencia de fosfopéptidos de caseina (CPPs) aumentan la produccién de
glucoamilasa y a-amilasa, ya que regula la homeostasis del Ca*? en las células y permite
que las enzimas se plieguen adecuadamente y salgan de forma controlada. Es por ello que
se suele afiadir en los medios de fermentacién en un 1% (An et al., 2019).

Pectinasas. Para su sobreproduccion en A. niger se recurre a la transformacion a traves del
uso de protoplastos, consiguiendo cepas de A. niger con la cualidad deseada. Para esto se
hace uso de los genes responsables de la codificacion de estas enzimas, que son los genes
de la familia gaa (gaaA, gaaB, gaaC, gaaD), cuya transcripcion viene inducida por la
presencia de acido galacturénico (GA), y esta controlada por el factor de transcripcion
GaaR. Es importante, ademas, tener en cuenta la presencia de la proteina GaaX, que actla
como represor de la transcripcion inhibiendo GaaR en ausencia de GA. La estrategia
seguida sera sobreexpresion del gen gaaR, codificador del factor de transcripcion, para
conseguir una transcripcion constitutiva incluso en ausencia de GA. Mediante la creacion
de un plasmido con el gen gaaR amplificado por PCR y regulado por un promotor de A.
nidulans, con ayuda de enzimas de restriccidn, y mediante el empleo de una cepa de E. coli
para la amplificacion del vector de clonacion, se consiguen, haciendo uso de protoplastos,
cepas de A. niger con una sobreexpresion constitutiva del gen gaaR. De esta forma se
consigue que la concentracion de GaaR supere en gran escala la de GaaX, no inhibiéndose
la transcripcion incluso en ausencia de inductor, y, en dltima instancia, una
sobreproduccién de enzimas pectinasas. Por otro lado, otra estrategia podria ser la de
enfocar el control en la inhibicion de transcripcién, observandose también una expresion
constitutiva mediante la represién del inhibidor GaaX, aunque la produccion en este caso
seria menor. Ademas, a través de la inactivacion del gen creA, el cual es responsable de
reprimir la expresion de genes que participan en la degradacion de carbono, y que se le ha
visto correlacion con la represion de genes codificadores de pectinasas, también se ha

conseguido favorecer la produccion de pectinasas en A. niger (Alazi et al., 2018).

5.3. Micotoxinas

Como se comentd previamente, las micotoxinas suponen un riesgo para la salud humana, y el

empleo de hongos en la industria alimentaria puede suponer la exposicién de los alimentos a

la presencia de estas. Es por ello que, desde un punto de vista biotecnoldgico, se han tratado
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de eliminar, conociéndose distintas técnicas para lograr esto. Una de ellas supone la
modificacion genética de los hongos empleados en estos procesos para poder alterar las rutas

metabolicas que llevan a la produccion de las micotoxinas para evitarlo (Li et al., 2020).

Aunque el empleo del hongo A. niger es considerado seguro, pudiendo obtener productos
catalogados como GRAS, hay que tener en cuenta la posible presencia de micotoxinas en los
compuestos obtenidos de estos, que, aunque puedan ser pocas, suponen un riesgo. Las
principales micotoxinas conocidas en esta especie y que pueden ser perjudiciales son tres, dos
conocidas por ser carcinogénicas, la fumonisina (FUM) y la ocratoxina A (OTA), y el acido
oxalico (OA), que es un compuesto toxico para el rifion. De estas micotoxinas se conocen los
clusteres genéticos responsables de su codificacion, por lo que la busqueda de una cepa de A.
niger sin toxicidad asociada esta enfocada a la eliminacion de estos clisteres. De esta manera
se consiguen cepas seguras para la industria alimentaria, aunque es necesaria la basqueda del
equilibrio con la produccidén, ya que la eliminacién de determinados clusteres genéticos

podria afectar negativamente a la obtencion del producto (Li et al., 2020).

Ademas, otro factor que puede influir en la produccién de micotoxinas son las condiciones
del medio y el cultivo de la fermentacidn. Se ha observado una reduccion/ inhibicion en la
produccion de enzima en medios de agar a base de plantas, a bajas temperaturas y actividad
de agua, y a un pH menor de 4. Ademas, se ha observado que la sacarosa puede estar

implicada en la produccion de OA, desaconsejandose su uso (Li et al., 2020).

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Vista la importancia que depositan los hongos a nivel industrial, en particular en la industria
alimentaria y especialmente en la produccion de aditivos alimentarios, es importante perseguir
la innovacién en los procedimientos y técnicas llevados a cabo para optimizar esta produccion

y obtener mejores resultados (Li et al., 2020).

Es por ello que las técnicas de cultivo y de mejora genética de hongos estan en constante
proceso de mejora, buscandose aquellas que resulten mas eficaces y la mejor manera de
llevarlas a cabo, ademas de prestar atencion a las tecnicas emergentes. Por ejemplo, la técnica
CRISPR-Cas, de la cual se ha comentado su eficacia para la mejora genética, esta siendo
objeto de estudio para optimizarla y conseguir que los resultados sean los mejores posibles (Li
et al., 2020).

Ademas de la busqueda de una produccién éptima, también hay que prestar atencion a las
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técnicas de analisis, y es que, para analizar los aditivos alimentarios, las actuales técnicas
cuentan con algunas dificultades, como por ejemplo la gran variedad de aditivos existentes,
las diferentes composiciones en los alimentos en los que se emplean aditivos o las similitudes

entre estructuras de algunos aditivos (Wu et al., 2022).

No solo se pretende la mejora en las técnicas de obtencion de productos, sino también en las
caracteristicas de estos Ultimos con perspectiva a sus diversas aplicaciones. Por dar un
ejemplo, un producto del cual se espera una mejora es de la enzima a-amilasa, de la cual se
pretende mejorar su termoestabilidad y desempefio a menores pH, buscando una reduccion en
los costes y la simplificacion de algunos procesos en los que participa. Es por ello que se
pretende la busqueda de las mejores cualidades de los productos para cada situacion, de cara a
optimizar las aplicaciones de estos (Uma Maheswar Rao et al., 2011). Ademas, también se
estdn buscando nuevas fuentes fungicas para la produccion de aditivos, como por ejemplo
hongos marinos, muchos de los cuales se ha visto que cuentan con la coloracion caracteristica
de sus organismos huéspedes, y por ello se pueden considerar entidades marinas, como las

algas, como fuente de hongos para obtencidn de colorantes (Dufossé et al., 2014).

Otra cuestion a la cual las investigaciones estan prestando atencion en la obtencion de cepas
mejoradas, es en el estudio de las micotoxinas, con el objetivo de poder manejar hongos que
lleven asociada la menor toxicidad posible y por tanto resulten més seguros para el ser
humano (Li et al., 2020).

Maés alla de las ya comentadas y conocidas utilidades de los hongos en la industria
alimentaria, otra de las muchas aplicaciones y que ofrecen una buena visién futura, es la de

aportar un producto alternativo a la carne (Kumar et al., 2017).

En la industria alimentaria se ha tratado, y se sigue tratando, de proponer alternativas mas
sostenibles a la carne. Para ello se ha hecho uso de varios productos de distintos origenes. Una
de las alternativas mas interesantes (mas incluso que las de origen vegetal) es el empleo de

hongos (Kumar et al., 2017).

Los hongos filamentosos son organismos que cuentan con una estructura que se asemeja a la
estructura muscular de los animales, y que por tanto cuentan con una textura similar. Esta
textura también se debe gracias a la micoproteina, proteina de origen fangico, obtenida
industrialmente haciendo uso de la fermentacion, que cuenta con mayor presencia en el

micelio de los hongos, y que resulta muy interesante para la industria alimentaria (Kumar et
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al., 2017; De Giacomi, 2023).

El empleo de la micoproteina para obtener un producto alternativo a la carne eleva la calidad
del mismo, debido a que esta permitiria garantizar un gran aporte proteico, ademas de ofrecer
una amplia variedad de minerales y vitaminas. Por otro lado, esta fuente fungica de proteinas
presenta varias ventajas sobre la cérnica, y es que, ademas de los innegables beneficios
ambientales, supone un alimento bajo en grasas y colesterol LDL, y contiene una gran

cantidad de antioxidantes y aminoacidos esenciales (Kumar et al., 2017; De Giacomi, 2023).

Otro factor que hace de la micoproteina un componente interesante en la creacion de un
analogo a la carne es que es insipida e incolora, y que, como se ha comentado, tiene una
textura muy similar a la carne. Por ello, y mediante el empleo de saborizantes y colorantes, se
podria conseguir un producto con gran valor en el mercado que imite a la carne o el pescado.
Esto, junto con los beneficios para la salud de los hongos, permiten reconocer esta alternativa

como una de las mejores entre las existentes (Kumar et al., 2017; De Giacomi, 2023).

Por mencionar un ejemplo de un equipo investigador pionero en este ambito, en Espafia, un
grupo de investigadores han creado una empresa (Innomy) para dar con la férmula perfecta
para producir un producto de apariencia, sabor y textura similar a la carne, pero de origen
fangico, con los beneficios que eso conlleva. Dicen emplear tecnologias amoldadas a los
hongos con los que trabajan y garantizan que su producto supondréa una fuente de proteinas
sostenible para el planeta, destacando que “con medio kilo de materia vegetal mas agua puede
lograrse un kilo de micelo” (De Giacomi, 2023), con el correspondiente y elevado nivel de

proteinas que eso supone (Kumar et al., 2017; De Giacomi, 2023).

7. CONCLUSIONES

En conclusién, la presencia de los hongos en la industria alimentaria es de gran importancia,
en concreto en la produccion de aditivos alimentarios. Esto es gracias a sus destacables
caracteristicas, asi como a la elevada y sencilla produccién de aditivos de cada grupo, que,
ademas, cuentan con una reconocida seguridad para el consumo. Cabe destacar el papel de
Aspergillus niger, hongo clave en la obtencion de aditivos alimentarios, que proporciona
algunos tan importantes como lo son el acido citrico o las enzimas amilasas y pectinasas, los
cuales aportan no solo cualidades organolépticas, sino que también proporcionan una mayor

durabilidad y conservacion de los alimentos.

Ademas, gracias al gran conocimiento en la fisiologia de este hongo se ha podido hacer uso
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de las emergentes técnicas biotecnoldgicas, tales como CRISPR-Cas, para la optimizacion de
los procesos fermentativos de produccion de los compuestos empleados como aditivos,
dirigiéndose a la sobreproduccion de genes involucrados en la ruta de obtencion de estos

productos, asi como a evitar el papel inhibitorio que pueden tener algunos genes.

Por otro lado, la biotecnologia también ha aportado una eficaz manera de conferir una mayor
seguridad en el consumo de productos derivados de hongos. Esto se ha conseguido
interfiriendo en aquellos genes codificadores de micotoxinas, responsables de intoxicaciones

alimentarias y que, por tanto, se desean evitar.

El futuro de la industria alimentaria va de la mano del avance en el conocimiento y mejora de
los hongos y sus productos, siendo objeto de investigacion aquellas técnicas prometedoras en
la optimizacion de los procedimientos de obtencién de productos fungicos importantes. Por
otro lado, se estd estudiando su papel como sustitutivo de alimentos como la carne,

proponiendo un analogo de elevado valor proteico y cualidades organolépticas excepcionales.
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