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Resumen

Andlisis comparativo de la actividad enzimética de levaduras no convencionales para la
produccion de acido elagico a partir de frutillas

Por
Anahi Marquez Lépez
Mayo 2020
Doctora en Ciencias en Ingenieria Quimica
Directora de Tesis: D. en C. Ma. Del Carmen Chavez Parga

Co - Director: D. C. Juan Carlos Gonzalez Hernandez

El acido elagico es un compuesto polifendlico obtenido por la degradacion de elagitaninos
presentes en diversos frutos y plantas, el cual tiene una gran cantidad de aplicaciones en diversas
areas como lo son la nutracéutica, la farmacéutica, la industria cosmética y alimenticia (Vazquez-
Flores et al., 2012). Se ha realizado una gran cantidad de investigaciones para la produccion de
acido elagico donde se han utilizado como organismos productores de enzimas tanasa (EC 3.1.1.20)
y B-glucosidasa (EC 3.2.1.21), (Ramirez-Conejo, et al., en revisién), diversas cepas de hongos
filamentosos del género Aspergillus, asi como, diferentes fuentes vegetales ricas en elagitaninos,
sin embargo, la utilizacién de hongos conlleva un aumento en la cantidad de sustrato requerido
para su crecimiento, asi como también demanda mayor tiempo para la fermentacion lo que
repercute a su vez en los costos de energia, por lo tanto, se investigd el desarrollo de alternativas
para mejorar dicho proceso, utilizando levaduras no-convencionales, como microorganismos
productores de las enzimas de interés, reduciendo tiempo de fermentacion y costos de
mantenimiento y adaptacién de los microorganismos. La forma de obtener el acido elagico es
mediante la hidrolisis de los enlaces éster que unen a la molécula de acido hexahidroxidifénico
(HHDP) con la molécula de glucosa (elagitaninos), para después sufrir una lactonizacion
espontanea de la molécula de HHDP, para obtener el producto de interés. En esta investigacion se
realizd el estudio de frutillas, el caso particular de fresa y zarzamora, endémicas del Estado de
Michoacan, las cuales figuran entre los frutos con altos niveles de elagitaninos, se determind la
presencia de las enzimas tanasa y B-glucosidasa en levaduras no-convencionales, y se llevo a cabo

la fermentacion en cultivos mixtos y puros para la obtencion de &cido elagico. Concluyendo que



las levaduras no-convencionales en cultivo mixto utilizando la fresa como fuentes de elagitaninos

son una opcion viable para la produccion de acido elégico.

Palabras clave: acido elagico, levaduras no-convencionales, elagitaninos, fresa, zarzamora.
Abstract

Comparative analysis of the enzymatic activity of unconventional yeasts to produce ellagic
acid from small berries.
By
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May 2020
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Ellagic acid is a polyphenolic compound obtained by the degradation of ellagitannins present in
various fruits and plants, which has many applications in various areas such as nutraceuticals,
pharmaceuticals, the cosmetic and food industry (Vazquez-Flores et al., 2012). A large number of
investigations have been carried out for the production of ellagic acid where tannase enzymes (EC
3.1.1.20) and B-glucosidase (EC 3.2.1.21) have been used as organisms (Ramirez-Conejo, et al., in
review), various strains of filamentous fungi of the genus Aspergillus, as well as, different
vegetable sources rich in ellagitannins, however, the use of fungi entails an increase in the amount
of substrate required for its growth and also demands more time for fermentation which impacts in
turn on the energy costs, therefore, the development of alternatives to improve said process was
investigated, using unconventional yeasts, as microorganisms producing enzymes of interest,
reducing fermentation time and maintenance and adaptation costs of microorganisms. The way to
obtain ellagic acid is by hydrolysis of the ester bonds that bind the hexahydroxydiphenic acid
molecule (HHDP) with the glucose molecule (ellagitannins), to then undergo spontaneous
lactonization of the HHDP molecule, to obtain product of interest. In this investigation, the study
of small berries was carried out, in particular the case of strawberry and blackberry, endemic to the
State of Michoacan, which are among the fruits with high levels of ellagitannins, the presence of
the enzymes tannase and B-glucosidase in unconventional yeasts was determined, and fermentation
was carried out in mixed and pure cultures to obtain ellagic acid.

Keywords: ellagic acid, unconventional yeasts, ellagitannins, strawberry, blackberry.
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Glosario

AzUcares reductores: son aquellos azlcares que poseen su grupo carbonilo intacto, y que a través

de este pueden reaccionar como reductores con otras moléculas.

Biorreactor: recipiente o sistema en el que se lleva a cabo un proceso quimico que involucra

organismos o sustancias bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos.

Crecimiento celular: es el proceso mediante el cual las células se reproducen y, de esa manera,

pueden cumplir con su ciclo y funciones especificas en el organismo de los seres vivos.

Disefio de experimentos: se define como un conjunto de técnicas activas que manipulan un
proceso para inducirlo a proporcionar la informacion que se requiere para mejorarlo mediante los

cambios en sus variables y su interaccion o secuencia de ejecucion.

Enzima: es una molécula que se encuentra conformada principalmente por proteina que producen
las células vivas, siendo su funcién destacada la de actuar como catalizador y regulador en los

procesos quimicos del organismo, es decir, cataliza las reacciones bioquimicas del metabolismo.

Hidrdlisis: del griego Howp, hydor, 'agua’, y Ao, 1ysis, 'ruptura’ o 'disociacion', es una reaccion
quimica entre una molécula de agua y otra de macromolécula, en la cual la molécula de agua se

divide y sus atomos pasan a formar union de otra especie quimica.

Hongo filamentoso: Son hongos formados por una serie de ramas tubulares llamadas hifas, el
conjunto de las cuales forman el micelio.

Levadura: Hongo unicelular que produce enzimas capaces de provocar la fermentacién alcohdlica
de los hidratos de carbono.

Medio de cultivo: es un sustrato o una solucién de nutrientes que permite el desarrollo de

microorganismaos.

Molécula: es un grupo de atomos, iguales o diferentes, que se mantienen juntos y no se puede

separar sin afectar o destruir las propiedades de las sustancias.

No-convencional: puede referirse a lo contrario establecido por tradicion y a lo que resulta poco

original.
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Introduccién

Capitulo I. Introduccion

1.1 Antecedentes
Los antecedentes acerca de la produccion de acido elagico por degradacion enzimatica

utilizando levaduras son escasos, una de las primeras investigaciones fue conducida por Aoki et
al., (1976), en la cual, se realiz6 la produccion y purificacion de la enzima tanasa a partir de
Candida sp. K-1, los datos obtenidos de la caracterizacion enziméatica muestran estabilidad de la
enzima en un intervalo de pH de 3.5 a 7.5 donde los pardmetros Optimos para pH y temperatura
fueron de 6 y 40° C respectivamente.

Una cantidad importante de trabajos de investigacion y experimentacion sobre la obtencion
y produccion del acido elagico se enfocan en métodos biotecnologicos para dicho fin, ya que varios
autores han mencionado que la obtencién de acido eldgico por métodos quimicos es mas
complicado por lo desarrollado de la estructura de la molécula del elagitanino, es decir, resulta mas
complejo aislar los monémeros de acido elagico de los otros productos de la degradacién quimica
(Cruz-Antonio et al., 2010). Algunos autores mencionan que la liberacion del &cido elégico esta
ligada con la accion de la B-Glucosidasa y la Tanino acil hidrolasa o Tanasa (De la Cruz et al.,
2011).

Se encuentran datos registrados donde se habla de la biodegradacion de elagitaninos donde
se dice que hay hongos que sintetizan enzimas capaces de degradar dichas moléculas. Se han
reportado enzimas que hacen tal accidon hidrolitica, por ejemplo, la tanasa proveniente de
Aspergillus niger que interviene en la primera reaccion de degradacion del elagitanino formando
acido galico. Tiempo después, en 2003 en la industria del jugo de arandano encontraron, al
intervenir en un proceso de fermentacion la molécula de acido elagico bajo la accion de la enzima
B-glucosidasa del hongo Lentinus edodes, (Vattem y Shetty).

Seeram et al., 2005, investigaron sobre la capacidad antioxidante y antitumoral de varios
compuestos polifendlicos como los taninos y el &cido eléagico, los cuales obtuvieron resultados
positivos respecto a la induccion de la apoptosis en lineas celulares de cancer de colon con valores
de inhibicidn de la proliferacion celular del 30% al 100%, asi como una gran actividad antioxidante.
Shi et al., 2005 realizaron estudios sobre la produccién de acido elagico por degradacion enzimatica
de valonea taninos de manera comparativa entre Aspergillus niger y Candida utilis donde

reportaron rendimientos de acumulacion de acido elagico de 12.1'y 8.9% (w/w), respectivamente.
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Huang et al., 2007 utilizaron A. oryzae con Trichoderma reesei como fuentes productoras
de elagitanasa, xilanasa y celulasa obteniendo el 23% de rendimiento de &cido elagico. Un afio
después, estos mismos investigadores presentaron su investigacion con otro co-cultivo que incluye
A. oryzae y Endomyces fibuliger, obteniendo un 32% de rendimiento de acido elagico.

Ademaés, Robledo et al., 2008 realizaron la produccion de acido elagico por medio de dos
cepas de Aspergillus niger (GH1 y PSH) con rendimientos de 6.3 y 4.6 mg de acido eldgico por
gramo de cascara de granada donde ademas concluyeron que la produccion de acido elagico
depende mayoritariamente de la actividad enzimatica de la elagitanasa.

A su vez Aguilera-Carbo et al., 2009 determinaron las caracteristicas parciales de la enzima
elagitanino acil hidrolasa producida en medio solido por la cepa Aspergillus niger GH1, donde
obtuvieron un intervalo de pH de 4 a 6 y una temperatura éptima de 60° C.

En 2017 Sepulveda et al. utilizando A. niger obtuvieron &cido elagico a partir de residuos de
naranja obteniendo 18 mg/ g de fruta seca como rendimiento maximo.

Los estudios para la obtencion de acido elagico a partir de la degradacién de elagitaninos,
utilizando, diferentes fuentes de elagitaninos, y enzimas provenientes de microorganismos se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Estudios realizados en la biodegracion de elagitaninos, destacando la fuente de obtencion, el microorganismo

utilizado y la enzima producida por cada uno.

Microorganismo Enzima Fuente de Referencia
elagitaninos

Rhizopus oligosporus B-glucosidasa Pomaza de ardndanos ~ Vattem y Shetty 2003

Lentinus edodes Tanasa Pomaza de ardndanos ~ Vattem y Shetty, 2003

A. niger/C. utilis Sin enzima especifica Corteza de roble Shi et al., 2005

A. niger SHL6 Valonea tanino hidrolasa Corteza de roble Huang et al., 2005

A. oryzae Elagitanasa Bellotas de roble Huang et al., 2007 a

A. oryzae /Trichoderma reesei Elagitanasa, xilanasa y Bellotas de roble Huang et al., 2007 b

celulasa

A. niger GH1 Elagitanasa Cascara de granada Robledo et al., 2008

A. niger PSH Sin enzima especifica Gobernadora y Venturaetal., 2008
hojasén

A. niger GH1 Tanasa Gobernadora Aguilar et al., 2008

A. niger GH1 Elagitanasa Cascara de granada Aguilera-Carbd et al., 20009.
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Los antecedentes de produccion de acido elagico utilizando levaduras se muestran en la
Tabla 2. Cabe destacar que solamente se cuenta con informacion clara para la produccion

utilizando diversas cepas de del género Candida, y de manera especifica para la enzima tanasa.

Tabla 2. Estudios utilizando levaduras no-convencionales como fuentes de enzimas como tanasa y/o S-glucosidasa.

Levadura Referencia

Candida sp. Aoki et al., 1976
Pichia pastoris Deschamps et al., 1984
Debaryomyces hansenii Deschamps et al., 1984
Candida sp. Belmares et al., 2004
Mycotorula japonica Belmares et al., 2004
Saccharomyces cerevisiae Belmares et al., 2004

C. utilis Shi et al., 2005

1.2 Justificacion de la investigacion
En la actualidad, gran cantidad de biomoléculas se asocian con propiedades “especiales”,

algunas utiles para combatir ciertas enfermedades degenerativas. El &cido elagico y los elagitaninos
se utilizan materia prima en las industrias farmacéutica y/o médica, ya que los beneficios
encontrados en estos compuestos son diversos. Debido a la actividad bioldgica que presentan, los
han puesto en el centro de la investigacion para tratamiento preventivo de enfermedades cronicas
o para disminuir sus efectos (Aguilera-Carbd, 2009). Entre estos beneficios se encuentran sus
capacidades antioxidantes, anticancerigeno, reduccion o prevencion de enfermedades tales como
padecimientos cardiacos, hipertension, disminucion de colesterol. Ademas, tienen aplicacion
antiviral, por el bloqueo de la interaccion de la glucoproteina 120 del VIH, por mencionar algunas
de las mas destacadas y de mayor auge o importancia. El acido eldgico es un compuesto
nutracéutico perteneciente a los compuestos fendlicos que ha adquirido gran interés en los ultimos
afios debido a las propiedades benéficas que se le han demostrado, principalmente como
antioxidante y anticancerigeno al inhibir la formacién de tumores (Wildam., 2001).

La forma tradicional de obtencidn de acido eldgico es a través de procesos que involucran
sustancias altamente contaminantes como acidos y bases, ademas requieren gran cantidad de
energia calorifica. Esto ha propiciado la busqueda del desarrollo de procesos biol6gicos que
permitan obtener acido elagico. Las recientes investigaciones sobre estos procesos se han dirigido
hacia fuentes naturales ricas en compuestos fendlicos, como son los elagitaninos, que puedan ser

degradados por enzimas provenientes de especies fungicas, sin embargo, el proceso de produccién
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utilizando hongos filamentosos conlleva una serie de problemas que disminuyen su rendimiento.
Obtener el &cido elagico de manera sintética con una hidrdlisis acida tiene mayor rendimiento en
cuanto a la cantidad producida, pero para el proceso de separacion no existe un método que elimine
completamente los solventes, ademas, la hidrolisis &cida produce productos secundarios no
deseados.

En cambio, la obtencién de &cido eldgico a partir de una hidrdlisis enzimética con
microorganismos como los hongos filamentosos, por ejemplo, Aspergillus niger, es un proceso que
elimina los inconvenientes antes descritos. A pesar de que este hongo produce enzimas capaces de
hidrolizar los elagitaninos presentes en frutos y vegetales, el proceso conlleva una serie de
problemas, como son el tiempo prolongado de fermentacion y el estado fisico del medio, que
dificulta la extraccion y la purificacién enzimatica asi como una separacién complicada del
producto final. Es por esta razén que se requiere implementar procesos alternativos para la
produccién de &cido elagico utilizando distintas cepas de levaduras no convencionales para la
degradacion enzimatica de elagitaninos obtenidos de extractos de la fresa y zarzamora, para

disminuir los tiempos de fermentacion y tener un medio facil de manejar.

1.3 Planteamiento del problema
Se requieren alternativas a la produccién de &cido eldgico, utilizando degradacion

enzimatica de elagitaninos obtenidos de fresa y zarzamora, con enzimas producidas a partir de
distintas cepas levaduras no-convencionales, en cultivos puros y mixtos, con la finalidad de
aumentar el rendimiento de este proceso. En este trabajo se plantea ya que el &cido elagico obtenido
en medio con levaduras se separa de los demas componentes de manera sencilla con métodos como
filtracion, centrifugacién, decantacion, por mencionar algunos. La meta es verificar que el utilizar
levaduras no-convencionales en lugar de hongos filamentosos para produccion de acido elagico es

factible y eficiente.

1.4 Hipdtesis
Si se cultivan consorcios microbianos, puros y mixtos, a nivel biorreactor de levaduras no-

convencionales, entonces se promovera alta actividad enzimética de tanasa, p-glucosidasa y
elagitanasa para obtener &cido elagico por degradacion de elagitaninos presentes en las frutillas

fresa Yy Zarzamora.
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1.5 Objetivo general
Obtener &cido elagico a nivel biorreactor, a partir de la degradacion de elagitaninos,

provenientes de fresa y zarzamora, aprovechando la actividad enzimatica de cepas de levaduras

no- convencionales, productoras de B-glucosidasa, tanasa y elagitanasa en cultivos puros y mixtos.

1.6 Objetios particulares

I: Caracterizar quimicamente a las frutillas fresa y zarzamora.

AR NERN

ASIRNERNERN

Obijetivos especificos:

Realizar andlisis bromatoldgico de las frutillas a utilizar, fresa y zarzamora.

Determinar el estado de madurez de las frutillas.

Seleccionar condiciones de extraccidn con solventes de compuestos fitoquimicos.
Establecer un disefio experimental para la extraccion de compuestos fitoquimicos
evaluando el efecto de la temperatura, tiempo de reposo, y estado de madurez de la frutilla,
con tres diferentes solventes.

Evaluar la actividad microbicida y capacidad antioxidante de los extractos obtenidos.
Determinar el contenido total de fenoles y flavonoides en las frutillas fresa y zarzamora.
Identificar el contenido total de elagitaninos por estado de madurez.

Analizar estadisticamente los resultados obtenidos, para obtener las mejores condiciones

de extraccion de compuestos fitoquimicos.

I1: Obtener &cido elagico por degradacion enzimética de elagitaninos a diferentes condiciones,

mediante cultivos individual y mixto de diferentes cepas de levaduras no convencionales.

Obijetivos especificos:

v

Determinar presencia de las enzimas tanasa, p-glucosidasa y elagitanasa en siete cepas de
levaduras no convencionales (D. hansenii (PYC 2968 y ISA1510), Candida utilis, Candida

parapsilosis, Pichia kluyveri, Issatachenkia terricola, Pichia pastoris).

v' Seleccionar las cepas que presenten la mayor actividad enzimatica.

I11: Obtener acido elagico a nivel biorreactor.

Obijetivos especificos:
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v Formular un disefio experimental de mezclas para la obtencion de acido elagico evaluando
el efecto de temperatura, pH y concentracion de sustrato sobre la actividad enzimética en
cultivos puros y mixtos.

v Obtener mediante un programa estadistico (Statgraphics®) el intervalo 6ptimo para la
degradacion de elagitaninos utilizando las diferentes enzimas.

v Determinar la concentracion de acido elagico producido a nivel biorreactor en cultivos

puros y mixtos.

IV: Optimizacion del proceso de obtencion
Objetivos especificos:

v Realizar pruebas de competencia de las siete cepas de levaduras y seleccionar el consorcio
adecuado.

v" Obtener mediante un programa estadistico (Statgraphics®) un disefio de mezclas
SIMPLEX-LATTICE, con 3 replicas en el punto central.

v Determinar la concentracién de acido elagico producido a nivel biorreactor en cultivos

puros y mixtos.
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Capitulo Il1. Marco tedrico

2.1 Generalidades de los polifenoles
Los alimentos son sistemas complejos que varian en composicion y destino biolégico. Son

fuente de nutrimentos tradicionales como proteinas, carbohidratos y grasas. Ademas, contienen
otra gama de compuestos que al ser ingeridos tienen la capacidad de alterar los procesos
metabolicos del organismo (Beecher, 2003). Cuando estos compuestos provienen de fuentes
vegetales se les conoce como fotoquimicos (Andrés et al., 2010).

Los compuestos polifendlicos son un grupo de fotoquimicos que no se identifican como
nutrientes esenciales, pero se le atribuyen afectos positivos sobre la salud, especialmente por su
actividad como antioxidantes (Vazquez et al., 2012).

Los compuestos polifendlicos varian ampliamente en estructura, desde los mas simples
(mondémeros y oligdbmeros) hasta los polimeros complejos de peso molecular alto denominados

taninos.

2.2 Taninos
Los taninos son polifenoles presentes en la naturaleza que representan el cuarto

constituyente méas abundante en las plantas después de la celulosa, la hemicelulosa y la lignina.
(Lekha et al., 1997), son solubles en agua, de peso molecular variable de 500 Da a 20000 kDa
(Reed, 2010).

Los taninos son compuestos que no solo poseen elevado peso molecular, sino ademas
presentan suficientes grupos hidroxilo unidos a estructuras fendlicas que les confieren la
caracteristica de formar complejos con proteinas, minerales y otras macromoléculas (Reed, 2010).

Los encontramos disponibles en frutos y plantas ademas de sus componentes en diferentes
proporciones como tallos, hojas, cortezas, troncos y raices. Dicho compuesto se obtiene como
metabolito secundario de las plantas, y le confiere a las mismas una proteccion contra
microorganismos e insectos de ser atacadas debido actta sobre las proteinas de los animales al ser
ingeridas puesto que provoca un sabor astringente y desagradable y una vez la molécula unida a un
polisacarido o proteina no es facil su degradacion (Cruz Antonio et al., 2014). Los taninos son
extraidos de plantas y algas, y se clasifican de acuerdo con su base como puede ser el &cido elégico,
acido galico y floroglucinol. Estas moléculas se pueden ensamblar en estructuras poliméricas que
alcanzan un alto peso molecular y de acuerdo a esto tienen distinta capacidad para interactuar con

proteinas u otras macromoléculas ademas de ser susceptibles a la hidrélisis quimica o enzimatica
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que seré lo que los clasifique en taninos condensados hidrolizables y complejos (Olivas-Aguirre et
al., 2014).

La importancia de los taninos en la ingesta de alimentos es dada a que proporcionan un
factor importante para la prevencion de posibles enfermedades degenerativas como las
cardiovasculares y el cancer por su actividad antioxidante debido a sus propiedades redox que,
intervienen sobre la adsorcion y neutralizacion de los radicales libres (Cruz Antonio et al., 2014).
Estos compuestos han sido utilizados a lo largo de la historia en el campo médico, nutricion,
saborizantes y fragancias. Son importantes en el sector biolégico puesto que, funcionan como
repelentes contra insectos y microorganismos que puedan afectar la integridad de la planta, también
de la misma manera acttan sobre frutos hasta antes de su maduracién. Tienen aplicacion industrial
por sus propiedades intrinsecas para la fabricacion de tintes café, amarillo y rojos, también para
elaboracion de pegamentos, como control de lodos en la extraccion de petroleo y para el curtido de
pieles industriales (Cruz Antonio et al., 2014).

Los taninos se pueden clasificar en dos grupos principales de acuerdo con la posibilidad o
no de hidrolizarlos, los taninos hidrolizables y los taninos condensados. Los primeros contienen
moléculas de acido galico, elagico, digalico, chebulico, los cuales se unen mediante enlaces esteres
amoléculas de glucosa originando los galotaninos y elagitaninos entre otros. (Aguilar et al., 2001).
Por otra parte, los taninos complejos estan constituidos mayoritariamente por cianidina y delfinina
los cuales forman complejos constituidos por flavonoides generalmente conocidos como
proantocianidinas. Adicionalmente existe otro tipo de taninos producto de la union de grupos
flavonoides a elagitaninos, los cuales llevan el nombre de taninos condensados (Aguilar et al.,
2001). De esta manera Khanbabaee et al, (2001) clasifican a los taninos en cuatro grupos
principales: galotaninos, elagitaninos, taninos consensados y taninos complejos, de los cuales se

derivan una gran variedad de compuestos de mayor complejidad.
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Taninos

Taninos
condensados

Galotaninos Elagitaninos Taninos complejos

Figura 1. Clasificacion de los taninos. (Tomado y modificado de Khanbabaee y Van Ree 2001).

Como se observa, los elagitaninos han sido clasificados como una subdivision de los taninos
hidrolizables, que son de interés ya que son los precursores del &cido elagico, al tener en su

estructura molecular un grupo hexahidroxidifénico.

2.3 Elagitaninos como precursores del acido elagico
Los elagitaninos son una subdivision de los taninos hidrolizables, y tienen como

caracteristica principal el grupo hexahidroxidifénico (HHDP), que, al ser liberado, sufre una
lactonizacion espontanea, esto consiste en un reacomodo de la molécula pasando a ser el &cido

elagico (Figura 2), que es una molécula mas estable (Aguilera-Carbd, 2009).
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Figura 2. Hidrdlisis de elagitaninos y lactonizacion del grupo HHDP. (Tomado y modificado de De la Cruz et al.,
2011).

Los elagitaninos son compuestos derivados del pentagaloil-glucosa por reacciones de
oxidacion de la molécula del acido gélico, esta, mediante una hidrélisis se genera el &acido
hexahidroxidifénico que espontaneamente por una lactonizacion, produce la molécula de &cido
elagico y otra de la glucosa sobrante (Cruz Antonio et al., 2014).

Los elagitaninos se clasifican de acuerdo con el nimero de HHDP que se encuentren en la
molécula, pueden ser monoméricos, poliméricos u oligoméricos conforme al grado de
polimerizacion que tenga (Aguilera-Carbo, 2009).

Los elagitaninos se han reportado en una gran variedad de especies principalmente en las
secciones no comestibles de las plantas como son las raices, las hojas, los tallos y las semillas; pero
a diferencia de otros taninos los elagitaninos se han reportado Gnicamente en la familia de las
angiospermas. (Yoshida et al., 2010).

Por otra parte, la mayor contribucion de elagitaninos en la dieta occidental corresponde a
los frutos rojos como la fresa, zarzamora y la frambuesa. En la fresa se encuentran principalmente
en la pulpa en forma de acido elégico o de esteres, y en la zarzamora y frambuesa se encuentran
distribuidos en las semillas. Los elagitaninos que se han encontrado en estas especies corresponden
a la sanguinina, casuarictina, potentilina y pedunculagina (Clifford et al., 2000).

La ruta de degradacion enzimatica de los elagitaninos ha sido estudiada ampliamente hasta
los productos Acetil-CoA y piruvato, sin embargo, las etapas iniciales de la degradacion ain no
han sido esclarecidas por completo, esto debido a la gran variedad de elagitaninos. Actualmente se
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conoce la intervencion de enzimas tanasas, celulasas y glucosidasas en la degradacion inicial de

los elagitaninos (Figura 3).

Elagitaninos

E | E
: }

HHDP + Galoil-glucosa Elagiloil-glucosa + HHDP

- | [

Glucosa + Acido galico Glucosa + HHDP

T I ' :

1
. GAD POPFO  ; .t e 5
Pirogalol ~ «—— Acido galico «————— Acido elagico iGIicc')Iisis
{
i
PGDOX Acido 2- '
o . > Piruvato
hidroximuconico
OHT PGH

——  Floroglucinol Acetato + Butirato
MOX Acido 3-hidroxi- _ g.oxidacion

5-oxohexanoico
Acetil CoA
PGDOH . MoX Acido 5-0x0-6-
B —— Resorcinal —

metilhexanoico

Figura 3. Biodegradacion de elagitaninos, E: enzima desconocida, THA: tanino acil hidrolasa, PO: peroxidasa, PFO:
polifenol oxidasa, GAD: &cido galico descarboxilasa, PGDOX: pirogalol dioxigenasa, OHT: hiroxiltransferasa,
PGDOH: pirogaloldeshidroxilasa, PGH: floroflucionol hidrolasa, MOX: monoxigenasa. (Tomado y modificado de

Aguilera-Carbo et al., 2009).

Los elagitaninos a diferencia de los galotaninos contienen un enlace C-C que le confiere
mayor dificultad para la degradacion. Investigaciones previas sugieren que la degradacion
enzimatica de estos compuestos se debe a enzimas llamadas elagitanasas con caracteristicas
similares a las tanasas (Shi et al., 2005), asi también se ha reportado la utilizacion de la enzima f3-
glucosidasa y su contribucion en la degradacion enzimatica de taninos (Vattem y Shetty, 2003).

Como se observa en la Figura 3, se obtienen como producto de degradacion de los
elagitaninos moléculas de &cido galico y acido elégico, las cuales son consideradas como

compuestos nutracéuticos debido a las propiedades que presentan y que pueden utilizadas en el
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disefio de nuevos farmacos, sintesis de materiales con capacidad antimicrobiana, o disefio de

alimentos funcionales.

2.4 Acido elagico
El &cido elagico (Figura 4), es una molécula fendlica que esta presente en forma libre en

vegetales como producto del metabolismo de ellos, también pueden encontrarse a partir de sus
precursores que son los elagitaninos que también provienen del metabolismo secundario del
vegetal, estructuralmente se trata de un dimero derivado del acido galico que se puede encontrar
en los frutos de forma libre, glicosilado o en estructuras complejas como son los elagitaninos
(Seeram et al., 2004).

Las moléculas de los elagitaninos contienen en su estructura quimica HHDP (Ascacio-
Valdés et al., 2013). La cudl, por medio de una lactonizacion dan origen a la molécula de acido
elagico. La molécula estd formada por dos lactonas (que son esterificaciones intermoleculares),
cuatro grupos hidroxilo que le brindan su capacidad antioxidante y dos anillos aromaticos.

La molécula del acido elagico es muy estable, con punto de fusion de 362° C y peso
molecular de 302.2 g/mol, su nomenclatura IUPAC 2,3,7,8-tetrahidroxicrhomenol[5,4,3-
cde]chromeno-5,10-diona. Es insoluble el agua y una baja solubilidad en solventes organicos ya
que el anillo aromatico tiene propiedades lipofilicas y los cuatro grupos y las lactonas le confieren
propiedades hidrofilicas (Muthukumaran et al., 2017).

La propiedad mas importante del &cido elagico es su capacidad para formar complejos con
otras moléculas, siendo esta propiedad una de las mas aprovechadas en las distintas aplicaciones
que se le dan a los elagitaninos (Cruz-Antonio et al., 2010).

Figura 4. Molécula de acido elagico (Tomado y modificado de Cruz Antonio et al., 2014).
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Los elagitaninos y acido elagico han sido empleados de manera artesanal en medicina rural,
para aliviar enfermedades gastrointestinales, Ulceras gastricas, quemaduras e infecciones bucales
al ser ingeridos en infusiones de plantas que los contienen. A partir de estas observaciones, los
investigadores han desarrollado técnicas de aislamiento y caracterizacion de los principios activos
de las mismas, descubriendo que los elagitaninos y el &cido eldgico son los responsables de estos
beneficios para la salud. Su alta actividad antioxidante los llevo a ser considerados moléculas que
pueden prevenir o disminuir enfermedades degenerativas como el cancer (lto et al., 1999; Clifford
y Scalbert; 2000; Seeram et al., 2005), asi como inhibir la replicacion de virus, tales como el de
inmunodeficiencia humana y el del papiloma humano (Ruibal et al., 2003).

En vista de estas propiedades del acido elagico, se han realizado distintos trabajos de
investigacion sobre su produccion por procesos biotecnoldgicos como los reportados por Vattem y
Shetty (2003), Huang et al., (2008), Aguilera-Carbé (2009).

2.5 Actividades biologicas del &cido elagico

2.5.1 Actividad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar, inhibir o prevenir la oxidacién de
compuestos oxidables, atrapando radicales libres y disminuyendo el estrés oxidativo (Ani et al.,
2006). EI mecanismo del &cido elagico, en particular, es muy complicado ya que interactia en
diversos mecanismos como: 1) oxidacion por radicales libres reactivos; 2) reacciones que
involucran grupos hidroxilo nucleofilos; y 3) sustitucion aromatica electrofilica de sus anillos
aromaticos ricos en electrones (Ahmed et al., 2016, Selva et al., 2017). El &cido elagico también
puede enlazar o interactuar con importantes macromoléculas biolégicas como el ADN, enzimas, y
otras proteinas, asi como sustancias mas pequefias incluyendo minerales (Selva et al., 2017). Se
demostrd que el &cido eldgico se une covalentemente al ADN en estudios in vitro y esto se ha
sugerido como un mecanismo para sus actividades antimutagénicas y anticancerigenas (Zhang et
al., 2014; Selvaetal., 2017). Del mismo modo, la interaccién del &cido elagico con ciertas enzimas,
como VEGFR-2 quinasa, y B-glucosidasa, puede dar efectos beneficiosos para prevenir y controlar
el cancer de mama, hiperglucemia e hipertension (da Silva Pinto et al., 2010; Zhang et al., 2014;
Selva et al., 2017). Los estudios in vitro también mostraron que el acido elagico muestra una

actividad quelante efectiva de los iones ferrosos (Fe?*), que contribuye a sus propiedades
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antioxidantes (Kilic et al., 2014), y se une al suero humano albumina, la principal proteina
transportadora en el suero sanguineo (Pattanayak et al., 2017).

2.5.2 Actividad anti-lipoxidacion o disminucién de LDL

La propiedad antioxidante previene la formacion de colesterolemias. Se han realizado
estudios sobre esta propiedad y se evaluaron los polifenoles totales de nuez (Juglans regia), se
demostro que el acido elagico en sinergismo con otros polifenoles reduce los niveles de LDL

(Anderson et al., 2001), previniendo riesgos de problemas cardiacos y obstruccién de venas.

2.5.3 Actividad anti-mutagénica y anti-carcinogénica

La reaccion coordinada entre el &cido elagico y un tipico carcinogénico benzo[a]pireno-
7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE), prueba al acido elagico como un agente quimioprotector contra
tipos de cancer causados por aromaticos policiclicos (PAHs) (Huetz et al., 2005), inhibiendo la
mutacién de células sanas. El &cido elagico es conocido por su accion de modular la activacion de
carcinogenesis por medio de la inhibicion de las enzimas de la fase 1 del citocromo P450 e induce
las enzimas de la fase 2 que estan involucradas en la detoxificacion carcinogénica. El &cido elagico
a concentraciones entre 1-100 um/L, mostrd una fuerte actividad anti-proliferativa contra celulas
cancerigenas de colon, pulmon y prostata (Losso et al., 2004). Se han reportado investigaciones
sobre la inhibicion de la proliferacion de células malignas de cancer de piel (melanoma), cancer de
mama, de estdbmago, esofago, higado y otros (Clifford y Scalbert 2000; Seeram et al., 2005). Ahire
y Mishra, en el 2017 reportaron que el consumo de &cido elagico reduce los efectos secundarios
que se presentan en el cuerpo después de ser sometido a un proceso de radiacion, como la reduccién
de células con aberraciones y fragmentacion en los cromosomas, asi como las peroxidaciones
lipidicas, inhibe la formacion de eritrocitos policromaticos y el rompimiento de la cadena de ADN

durante el proceso de radiacion.

2.5.4 Actividad antimicrobiana

El &cido elagico ha probado ser un potente antimicrobiano, se han realizado trabajos
experimentales contra patdgenos como Staphylococcus aureus en donde no permitid la coagulacion
del plasma en un tiempo de incubacion de 24 h a 37° C, inhibiendo el crecimiento del
microorganismo (Akiyama et al., 2001). En otro estudio los precursores del &cido elagico

(Punicalagina), obtenidos de céscara de granada (Punica granatum L.), mostraron actividad
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antibacterial contra 18 cepas patdgenas de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina (por sus
siglas en inglés MRSA), con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 61.5 pg/mL
(Machado et al., 2002).

2.5.5 Actividad antiviral

El &cido elagico y los elagitaninos son estudiados ampliamente por su capacidad de inhibir
la replicacion del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH). De la planta Phyllanthus amarus
fueron extraidos y purificados dos elagitaninos, la geranina y la corilagina, ambos capaces de
bloquear la interaccion de la glucoproteina 120 del VIH-1, en concentraciones inhibitorias de 2.65
a 0.48 pg/mL (extracto agua/alcohol) receptor celular primario CD4 al 50%. La inhibicion fue mas
evidente para la enzima integrasa del VIH-1 (0.48-0.16 pg/mL), la transcriptasa reversa (8.17- 2.53
pg/mL) y proteasa (21.80-6.28 pug/mL) valores para geranina y corilagina respectivamente (Notka
et al., 2004). Esta investigacion fue llevada a cabo con voluntarios, la administracion fue oral y la
potente actividad anti-VIH en sangre fue demostrado, obteniendo una reduccion del 5% al 30% de
la replicacion del VIH. Este estudio soporta la conclusion de que los elagitaninos tienen un efecto
inhibitorio sobre el VIH no sélo in vitro sino in vivo. También la concentracién de acido elagico

disminuye la propagacion del virus VIH en el cuerpo de personas infectadas (Ruibal et al., 2003).

2.5.6 Actividad gastroprotectiva

La activacion de células pancreéaticas es el primer paso en el desarrollo de la fibrosis
pancreatica, el AE ha demostrado inhibir esta activacion (Masamune et al., 2008). El efecto
gastroprotectivo de los extractos de Quercus suber y Quercus coccifera y algunos taninos, como
pedunculagina, castalagina, filliraeoidina A y acutissimina B, purificados de los extractos, fueron
probados en ratones usando el modelo de Ulcera géstrica inducida por etanol. Ambos extractos
inhibieron la formacion de las ulceras, lo mismo sucede con los taninos purificados utilizados,

dentro de los cuales destaca el elagitanino castalgin como el mas potente (Khennouf et al., 2003).

2.5.7 Reduccidn de los niveles de glucosa

Algunos precursores del acido elagico (lagerstroemina, flosina B y reginina A) fueron
aislados de una planta del sur de Asia (Lagerstroemia speciosa), empleada por los nativos para
controlar la diabetes mellitus. Los compuestos aislados incrementaron el transporte de glucosa en

adipocitos de rata pudiendo reducir los niveles de glucosa en la sangre. Sin embargo, es necesario

Doctorado en Ciencias en Ingenieria Quimica 15




Marco Tebrico

el estudio detallado de este fendmeno debido a que no estd dilucidado el mecanismo de
estimulacion del transporte de glucosa por estas moléculas (Hayashi et al., 2002). Otra aplicacion
del &cido elégico es su capacidad de formar quelatos con metales (Przewloka y Shearer, 2002).
Aln mas el AE en forma de elagitanino tiene gran aplicacion en la industria cosmética para la
elaboracion de cremas, agua de tocador, perfumes, maquillaje, corrector y otros productos, los

cuales tienen un efecto aclarador de la piel.

2.6 Fuentes de obtencion de elagitaninos y &cido elagico
La principal fuente de obtencion de elagitaninos y 4&cido elagico es la vegetal,

principalmente de hojas, ramas, raices, tallos, frutos y cortezas, como las del roble y el castafio (Lei
etal., 2002). Se sabe también que los elagitaninos y el &cido elagico son consumidos por el hombre
de manera comun en frutas, semillas y en alimentos o bebidas elaborados a partir de ellos, como
jugos o zumos de frutas, mermeladas (Clifford y Scalbert, 2000). Los frutos de bayas ampliamente
reportados son fresas, arandanos, frambuesas, zarzamora, mora (Lei et al., 2002; Vattem y Shetty,

2003), también se encuentran en nueces, raices y hojas de diferentes plantas. Tabla 3.

Tabla 3. Alimentos ricos en elagitaninos y de importancia econémica. (Tomado y modificado de Clifford y Scalbert,
2000).

Familia Nombre Cientifico Nombre comuin

Anacardiaceae

Anacardium occidentale

Nuez de la india

Pistacio vera Pistache
Mangifera indica Mango
Betulaceae Corylus avellana Avellana
Ebenaceae Diospyros kaki Persimonio
Fagaceae Castanea sativa Castafia
Juglandaceae Juglans regia Nuez
Myrtaceae Psidium guajava Guayaba
Eugenia caryophyllata Clavo
Pimenta officinalis Pimiento verde
Punicaseae Punica granatum Granada
Rosaceae Prunus domestica Ciruela
Prunus armeniaca Chabacano
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Prunus pérsica Durazno

Prunus avium Cereza Silvestre

Fragaria spp Fresa

Rubus idaeus Frambuesa

Rubus fruticosus Zarzamora

Ribes nigrum Grosella negra

Ribes rubrum Grosella roja

Ribes grosularia Grosella silvestre
Theaceae Camelia sinenis Té verde
Vitaceae Vitis vinifera Uva

2.6.1 Frutillas como fuentes potenciales de elagitaninos
Los estudios de epidemiologia han encontrado las ventajas del consumo de vegetales por

sus propiedades contra enfermedades crénicas. Las fresas y zarzamoras son frutas que se consumen
frescas 0 procesadas y en ellas se encuentra una alta cantidad de compuestos fendlicos que
promueven la salud de quienes la consumen. Ahora se tiene informacion de que los polifenoles
actian como factores de sefializacién, es decir, se involucran en la modulacion de sefiales que
afectan la funcion celular, la expresion genética y el efecto directo en el sistema digestivo. Uno de
los compuestos fenolicos que se encuentran en las frutillas son las antocianinas que les da su color
rojo brillante, otros son los taninos hidrolizables como los elagitaninos. También tiene una cantidad
de taninos condensados como proantocianidina (Aaby et al., 2012).

La fresa y la zarzamora pertenecen de la familia de las Rosaceas, y al género Fragaria y
Rubus, respectivamente. La zarzamora es una planta invasora de crecimiento rapido, cuyas ramas
espinosas pueden crecer hasta 3 metros, y puede multiplicarse vegetativamente generando raices
desde sus ramas, esta planta es popularmente conocida por sus frutos comestibles, un tipo de bayas
carnosas conocidas como zarzamora 0 mora, de color rojo tornandose a negro al madurar (Sanchez,
2008). La fresa es una planta vivaz, herbacea, de hojas con los bordes dentados. Tienen forma
conica o redonda segun la variedad, de color rojo intenso o rojo anaranjado. Su carne es perfumada,
carnosa y mantecosa, desasiéndose en la boca al aplicarsele una minima presion con sabor que
varia de acido a muy dulce, presentan un fuerte aroma la cual es capaz de impregnar con su perfume
varios metros a la redonda. En la fresa, el acido elagico estd mas concentrado en los acenos

(semillas), que estan en la superficie de la fruta, que en la pulpa o pulpa de la fruta que carece de
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aquenos. En consecuencia, la fruta entera es mas rica en acido elagico que la pulpa y algunos de
sus productos derivados (por ejemplo, jugos y purés de fresa sin semillas).
La composiciéon de la fresa varia con el genotipo de cada una, los factores de la préctica agricola,
el medio ambiente en que se desarrollen y su grado de maduracion (Aaby et al., 2012). Para el
establecimiento de la plantacion de fresa como en la utilizacién de coberturas y riego es
recomendable hacerlo en lineas de 70 a 80 cm de ancho y de 20 cm de altura (SAGARPA, 2017).
Pueden colocarse dos hileras de las plantas y separarlas 40 cm entre si (SAGARPA, 2017), a una
profundidad tal que el cuello de la raiz quede a nivel del suelo y no exponer las raices ni la corona.

Las condiciones edéficas y climéticas del cultivo de fresa a altas temperaturas y en dias
largos de 12 h de luz aproximadamente provocan un crecimiento vegetativo excesivo, en cambio,
a bajas temperaturas y en dias cortos se induce a la floracién. A una altura de 1,300 y 2,000 metros
sobre el nivel de mar (SAGARPA, 2017) es la zona mas apta para la produccion de la fresa, esta
prefiere suelos equilibrados en nutrientes, ricos en materia de tipo organica, suelos aireados y bien
drenados con cierta capacidad de retencion de agua (SAGARPA, 2017).

La produccién de fresa en México ocupa un 2,19% de la produccion de frutas y 1.14% del
PIB agricola nacional, de esta produccidn un 52.21% es destinada a exportacion y con esto, México
ocupa un tercer lugar como proveedor de fresa fresca al mercado internacional con un 14.83% del
valor de las exportaciones mundiales (SAGARPA, 2017). Para la zarzamora se estimé una
produccién de 169, 010 Ton., siendo México el primer productor con el 25% de contribucion de la

produccién total, seguido de Estados Unidos y Polonia con 20% y 23 % respectivamente.

2.7 Extraccion de compuestos fotoquimicos
La extraccion de compuestos fotoquimicos a partir de productos frescos se lleva a cabo,

principalmente, por extraccion con solventes polares como es etanol, metanol, acetona, propanol y
acetato de etilo, a diferentes concentraciones en agua (Antolovich et al., 2000; Luthria y
Mukhopadhyay, 2006). Convirtiéndose en un paso fundamental previo para la cuantificacion
precisa de capacidad antioxidante. Aunado al método de extraccion empleado, la naturaleza de los
compuestos fendlicos y el método de ensayo, son los tres factores que influyen en la cuantificacion
de compuestos fenolicos en fuentes vegetales (Alothman et al., 2009). La recuperacion de los
polifenoles a partir de materiales vegetales es influida por la solubilidad de los compuestos

fenolicos en el disolvente utilizado para el proceso de extraccion. Ademas, la polaridad del

Doctorado en Ciencias en Ingenieria Quimica 18




Marco Tebrico

disolvente jugara un papel clave en el aumento de la solubilidad del compuesto fendlico (Naczk y
Shahidi, 2006). Por lo tanto, es dificil desarrollar un procedimiento de extraccion de fenoles
adecuado para la extraccion de toda la planta. Mezcla de etanol y agua se utilizan cominmente
para la extraccion de fenoles a partir de fuentes vegetales (Bahorun et al., 2004; Durling et al.,
2007). Esto es debido a la amplia gama de fenoles que las mezclas acuosas de etanol pueden
disolver. Por otro lado, las mezclas de acetona-agua son buenos sistemas de disolventes para la

extraccion de antioxidantes polares (Sun et al., 2002; Bahorun et al., 2004).

2.8 Biosintesis de &cido elagico
El &cido elagico es un compuesto fendlico, derivado dimérico del acido galico, que en los

frutos que lo contienen se puede encontrar en forma libre, glicosilado o como simple o complejos
elagitaninos (ésteres de acido hexahidroxi-difénico). La hidrolisis acida de estos dltimos produce
acido elagico libre la subsecuente liberacion de unidades hexahidroxidifenol (HHDP) y de un grupo
éster (Olivas-Aguirre et al., 2014). Diferentes microorganismos pueden degradan los elagitaninos,
debido a que secretan enzimas inducidas especificamente para romper los enlaces éster de los
elagitaninos, liberando de este modo glucosa y el grupo HHDP que de acuerdo con lo reportado
por Aguilera-Carbd et al (2008), este grupo sufre una lactonizacion espontanea para formar el cido
elagico, un compuesto mucho mas estable. El &cido elagico es producido por las plantas como un
metabolito secundario, se acumula en las vacuolas de las células de dos formas: hidrolizado o en
forma de elagitanino, su precursor. Agrimoniin y sanguiin H-6 son los dos tipos de elagitaninos
mas abundantes en la fresa (VVrhovsek et al., 2012; Lipinska et al., 2014; Shi et al., 2015; Selva et
al., 2017). Los elagitaninos son mas solubles en agua que el &cido elagico (Landete, 2011). Los
fenoles de las plantas, incluidos el acido elagico y los elagitaninos, se han asociado con funciones
bioldgicas diversas en las plantas, como la defensa contra bacterias, hongos, virus y herbivoros
animales, asi como la proteccion contra la radiacion solar, que puede beneficiar el rendimiento y
el manejo integrado de plagas al aumentar la resistencia de las plantas a algunas enfermedades
(Treutter, 2010; Amil-Ruiz et al., 2011; Schulenburg et al., 2016).

2.9 Microorganismo con capacidad de biodegradacion de elagitaninos
Diversos organismos han sido evaluados en la biodegradacién de los taninos, destacando

los hongos filamentosos de los géneros Aspergillus y Penicillium en los cuales se ha demostrado
la presencia de la enzima tanasa y se ha mejorado el proceso de fermentacion para alcanzar mejores
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rendimientos enzimaticos, optimizar los procesos de extraccion y de purificacion tanto de las

enzimas como de los productos. Existen tres sistemas de fermentacion utilizados para el cultivo de

hongos filamentosos, los cuales son la fermentacion liquida sumergida, fermentacion liquida de

superficie y fermentacion en estado solido (Banerjee et al., 2012).

Tabla 4. Microorganismos degradadores de elagitaninos.

Microorganismos

Referencia

Hongos filamentosos
A. fumigatus CAS-21

Ascochyta boltshauseri

Cavalcanti et al., 2018
Lekha y Lonsane, 1997

Ascochyta pisi
Ascochyta viciae
A. acidus
A. aculeatus
A. aureus

A. awamori

A. caespitosus
A. carbonarius
A. carneus
A. costaricaensis
A. ficuum
A. fischeri
A. Omflavipes
A. flavus
A. foetidus
A. fumigatus
A. japonicus

A. nidulans

A. niger

Penicillium rolfsii (CCMB 714)

P. crustosum
P. charlesii

P. citrinum

Lekha y Lonsane, 1997
Lekha y Lonsane, 1997
Prigione et al., 2018
Banerjee et al., 2001; El-Tanash et al., 2011
Bajpai y Patil, 1997
Bradoo et al., 1996; Mahapatra et al., 2005; Beena et
al., 2011; Prigione et al., 2018
Batra y Saxena, 2005
Serrani Valera et al., 2015
Ganga et al., 1977
Prigione et al., 2018
Ma et al., 2015
Bajpai y Patil 1997
Gangaet al., 1977
Yamada et al., 1968; Batra y Saxena, 2005
Banerjee et al., 2001
Batra y Saxena, 2005
Ganga et al., 1977; Bradoo et al., 1996
Ganga et al., 1977
Knudson, 1913; Haslam y Stangroom, 1966; Lekha y
Lonsane, 1994; Bradoo et al., 1996; Murugan et al.,
2007; Prigione et al., 2018; Rana y Bhat, 2005; Cruz-
Hernéndez et al., 2005
Andrade et al., 2018
Batra y Saxena, 2005
Bradoo et al., 1996
Bradoo et al., 1996
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P. corylophilum
P. digitatum
P. fellutanum

P. glabrum
P. glaucum
P. islandicum
P. minioluteum
P. montanense
P. notatum
P. restrictum
P. spinulosum
P. variabile

P. verrucosum

Rhizopus oligosporus

R. oryzae
Bacterias
Achomobacter sp
Bacillus plumilus

B. polymixa

Klebsiella pneumoniae

Lactobacillus plantarum

L. pentosus
B. licheniformis

B. cereus

Selenomonas ruminantium

Citrobacter freundii

L. paraplantarum
L. acidophilus
L. animalis
L. murinus
L. faecalis

L. acidilactici

L. pentosaceaus

Enterococcus faecalis

L. buchneri
L. hilgardii
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Bradoo et al., 1996
Bradoo et al., 1996
Ganga et al., 1977
Van de Lagemaat y Pyle, 2005
Lekhay Losane, 1997
Ganga et al., 1977
Prigione et al., 2018
Silva de Lima et al., 2014
Ganga et al., 1977
Batra y Saxena, 2005
Prigione et al., 2018
Batra y Saxena, 2005
Bhoite y Murthy, 2015
Vattem y Shetty, 2003
Hadi et al., 1994; Purohit et al., 2006

Lewis y Starkey, 1969

Deschamps et al., 1984

Deschamps et al., 1984

Deschamps et al., 1984

Osawa et al., 2000; Ayed y Hamdi, 2002; Kannan et
al., 2011
Osawa et al., 2000; Nishitani et al., 2004
Mondal et al., 2000
Mondal et al., 2001
Belmares et al., 2004
Belmares et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Nishitani et al., 2004
Goel et al., 2005
Guzman-Lopez et al., 2009
Guzman-Lopez et al., 2009
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Weisella confusa
Serratia ficaria
B. sphaericus

B. massieliensis

Levaduras
Kluyveromyces marxianus
Arxula adeninivorans
C. nitrativorans
Aureobasidium pullulans DBS66
C. sp.

C. utilis
Debaryomyces hansenii
Mycotorula japonica
S. cerevisiae
P. adzetti

P. spp.

Guzman-Lopez et al., 2009
Belur et al., 2010
Raghuwanshi et al., 2011
Belur et al., 2012

Mahmoud et al., 2017
Boer et al., 2009; Boer et al., 2011
Kumar et al., 1999
Banerjee y Pati, 2007
Aoki et al., 1976
Shi et al., 2005
Deschamps et al., 1984
Belmares et al., 2004
Zhong et al., 2004
Kumar et al., 1999
Deschamps et al., 1984

Las levaduras no-convencionales son levaduras no pertenecientes al género Saccharomyces
con variaciones significativas en las rutas metabdlicas de degradacion y sintesis, estas diferencias
les otorgan caracteristicas y aplicaciones diversas por lo que las investigaciones sobre estos
microrganismos se han incrementado en las Ultimas décadas. Entre las propiedades que se han
evaluado en estos microorganismos se encuentran la capacidad de asimilar distintas fuentes de
carbono diferentes de los azucares como el metanol en el caso del género Pichia y aceites en el
caso de especies del género Kluyveromices; de igual manera algunas cepas presentan
osmotolerancia a altas concentraciones salinas como es en el caso de distintas cepas del género

Debaryomyces.

2.10 Levaduras no-convencionales
Las levaduras no-convencionales son aquellas levaduras que no pertenecen al género

Saccharomyces (Gonzélez-Hernandez et al., 2015), en estas levaduras se han centrado las
investigaciones llevadas en el grupo de investigacion, ya que tienen importantes aplicaciones
dentro de los procesos de fermentacion. Desde la produccion de etanol, hasta la obtencion de
metabolitos secundarios de interés médico, estos microorganismos han ganado terreno, llegando a

someterlas a distintos procesos con la finalidad de poder utilizarlas como fuentes productoras de
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nuevas enzimas degradativas, para el caso de nuestra investigacion con la finalidad de obtener

enzimas que puedan degradar los elagitaninos en medios de fermentacion a nivel biorreactor.

2.11 Enzimas degradativas de elagitaninos
En la literatura se citan tres enzimas involucradas en la degradacion de elagitaninos. La -

glucosidasa reportada por Vatten y Shetty (2003), para la produccion de &cido elagico a partir de
pomaza de arandano en cultivo en medio sélido, Mingshu et al. (2006), atribuyen a la enzima
tanasa la degradacion de elagitaninos. A su vez, Aguilera-Carb6 et al. (2009) atribuye
principalmente la degradacion de los elagitaninos a la enzima elagitanino acil hidrolasa.

2.11.1 Elagitanino acil hidrolasa (elagitanasa)

La elagitanino acil hidrolasa o también conocida como elagitanasa es una enzima hidrolitica
capaz de degradar elagitaninos en unidades de HHDP y glucosa. Esta enzima cuenta con un peso
equivalente a 200 Da (Hernandez-Rivera, 2008).

Aguilera-Carbé et al., (2009), desarrollo la purificacion y caracterizacion de esta enzima de
Aspergillus niger GH1, en cultivo en medio solido, utilizando espuma de poliuretano con extracto
acuoso de cascara de granada, aprovechando los elagitaninos presentes en el medio como
inductores. De esta investigacion se reportd que la expresion de la enzima fue extracelular, en un
tiempo de 48 horas, con un intervalo de pH de 4 a 6, con una temperatura optima de 60° C. Es la
Unica caracterizacion reportada hasta el momento, se desconoce el sistema enzimatico asociado a

la hidrolisis de los polifenoles.

2.11.2 Tanino Acil Hidrolasa (Tanasa, TAH)

La tanasa (EC. 3.1.1.20) es una enzima hidrolitica de enlaces ésteres que actta sobre los
galotaninos, elagitaninos y taninos complejos, y dado que no actla sobre las uniones carbono-
carbono, no es posible catalizar reacciones sobre los taninos condensados (Haslam y Stangroom,
1966). A su vez, la tanasa puede ser una enzima inducible o constitutiva dependiendo del
organismo productor, asi como de las condiciones de cultivo confiriéndole propiedades
fisicoquimicas diversas. La TAH cataliza la hidrolisis del acido tanico dando como productos
nueve moléculas de &cido galico y una de glucosa por cada molécula de sustrato. La tanasa es una

glicoproteina con actividad esterasa y depsidasa. Se han encontrado tanasas con peso molecular
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desde 59 hasta 300 Da (Hatamoto et al., 1996) dependiendo de la fuente. Se han reportado tanasas
formadas por dos 0 mas subunidades.

La mayoria de las tanasas caracterizadas tienen su temperatura optima de actividad entre
30° C y 40° C, pero se han reportado tanasas con temperaturas optimas desde 20° C hasta 70° C
(Ramirez-Coronel et al., 2003; Battestin y Macedo, 2007; Kasieczka-Burnecka et al., 2007). Todas
las tanasas estudiadas tienen su méxima actividad a valores de pH éacidos (4.3 - 6.5), y son estables
a pH igualmente acido (3.0 - 7.0), con un punto isoeléctrico que va de 4.3 a 5.1 en la mayoria de
los casos (Ramirez-Coronel et al., 2003).

Dependiendo de la cepa y las condiciones de fermentacion, la produccién de la enzima
tanasa se puede dar de forma constitutiva o inducida. Knudson (1913) reportd que la produccion
de tanasa sélo ocurre en presencia de acido tanico, dando como productos finales de la hidrdlisis,
el acido galico y la glucosa. Posteriormente Seiji et al. (1973) observaron la produccion de tanasa
cuando el microorganismo crece solamente sobre glucosa. Por otra parte, Siegenthaler et al. (1997)
demostraron que Aspergillus japonicus produce tanasa de manera constitutiva cuando crece en un
medio con azucares simples o complejos, pero que la produccién de la enzima se duplico cuando
creci6 con &cido tanico como Unica fuente de carbono.

La TAH puede ser extraida de fuentes animales y vegetales, pero para su produccion
comercial se prefiere utilizar fuentes microbianas, ya que las enzimas producidas por
microorganismos suelen ser mas estables que sus andlogas de origen vegetal o animal (Rodriguez-
Durénetal., 2010). Esta enzima ha sido determinada en microorganismos como: Aspergillus niger,
Cryphonectria parasitica, Verticillium sp, Penicillium chrysogenum y Paecilomyces variotii,
(Kasieczka-Burnecka et al., 2007; Battestin y Macedo, 2007).

En levaduras no-convencionales se han reportado cepas de Candida sp. (Aoki et al., 1976;
Belmares et al., 2004), Pichia sp. (Deschamps y Lebeault, 1984), Debaryomyces hansenii,
(Deschamps y Lebeault, 1984), Mycotorula japonica (Belmares et al., 2004).

2.11.3 p—glucosidasa

Las B-glucosidasas (B-D-glucosido glucohidrolasa, EC 3.2.1.21) son enzimas hidroliticas
que acttan sobre los enlaces glucosidicos B (1-4) de oligosacéridos, originando como producto
final monomeros de glucosa. La afinidad de esta enzima disminuye al aumentar el grado de

polimerizacion de los oligosacaridos, siendo inactivos sobre los polimeros. Las B-glucosidasas
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también disponen de actividad transferasa o transglucosidasas por lo que pueden generar productos
de mayor tamafio que los oligosacaridos iniciales, lo cual determina su utilizacion en la biosintesis
de estos (Casablanca et al., 2011).

El origen de la enzima esta reportado principalmente en hongos filamentosos como
Aspergillus oryzae (Riou et al., 1998), Achatina aulica, Periconia sp., Botryodiplodia theobromae,
y en bacterias aerobias como Phanerochaete chrysosporium (Li et al., 1998), Streptomyces sp., sin
embargo, se han realizado algunos estudios para encontrar nuevas fuentes de esta enzima. Se ha
demostrado que algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae poseen actividad B-glucosidasa
(Hernéandez et al., 2003). Este estudio se ha extendido hacia levaduras no-convencionales de los
géneros Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora y Pichia, son productoras de p3-
glucosidasa, las cuales han sido reportadas con actividad intracelular y extracelular (Cordero-Otero
et al., 2003).

La enzima B-glucosidasa, forma parte del sistema de celulasas que esta conformado por
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas, las cuales hidrolizan sinérgicamente la celulosa
cristalina. La celulosa, tiene una compleja estructura y gran cantidad de enlaces p-1-4,
representando un reto para los procesos de hidrolisis, debido a que estara determinada por el area
de contacto entre la enzimay la molécula, las dimensiones de los poros de las fibras, asi como, por
la cristalinidad de la molécula, (Buschle-Diller, et al., 1994).

La cristalinidad de una molecula de celulosa esta determinada por los enlaces de hidrégeno
intermoleculares formando una estructura fibrilar terciaria de alta cistalinidad, zona en la que las
endoglucanasas hidrolizan la molecula para formar zonas amorfas, obteniendo cadenas con menor
grado de polimerizacion. La enzima exoglucanasa -1,4, continda la accion de la endoglucanasa
sobre la misma cadena, liberando como producto el dimero de la glucosa, que es la celobiosa.
Dentro de este proceso la B-1,4 glucosidasa, completa el proceso hidrolitico convirtiendo los
fragmentos de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa desde los extremos no reductores de

pequefios celoligosacaridos (Lynd et al., 2005).
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Capitulo I11. Materiales y métodos

3.1 Caracterizacion quimica de las frutillas fresa y zarzamora
3.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del material seleccionado

La caracterizacion fisicoquimica del material vegetal consistio en la determinacién por
triplicado de la materia seca total, humedad, ceniza, grasa cruda, proteina, fibra cruda mediante los

procedimientos descritos por la AOAC, 1996.

3.1.2 Determinacion de materia seca total

En la determinacion de materia seca total, se pesé 1 g de muestra himeda en un crisol de
porcelana (el cual previamente se coloco en una estufa a una temperatura de 100° C hasta obtener
un peso constante), posteriormente, se incubo6 de 80° C por 24 h, se dejo enfriar en un desecador y
se registro su peso (AOAC, 1996).

3.1.3 Determinacion de humedad
La humedad se determind a partir de los resultados obtenidos en el analisis de materia seca

total.

3.1.4 Determinacion de cenizas

En la determinacién de cenizas se pesaron 2 g de muestra en un crisol de porcelana
previamente sometido a peso constante, en una estufa a 100° C por 24 h. La muestra se carbonizé
a flama de mechero en una campana y posteriormente se introdujo en una mufla a una temperatura
de 500° C por 5 h (AOAC, 1996).

3.1.5 Determinacion de extracto etéreo (lipidos)

Para la determinacion del contenido de grasa se pesaron 5 g de muestra colocados en un
dedal de celulosa e introducido a un sifoén y unidos a un matraz bola fondo plano (previamente fue
sometido a peso constante y adicionado con 200 ml de éter etilico). Enseguida se inserto la parte
superior del sifon a un refrigerante y la muestra se puso a reflujo por 6 h a una temperatura de 80°
C. Después de este tiempo, se evaporo el éter etilico contenido en el matraz, enseguida se introdujo
en una estufa a temperatura de 60° C por 48 h, se enfrio en un desecador y se registré el peso
(AOAC, 1996).
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3.1.6 Determinacion de fibra cruda

El andlisis de fibra cruda consistio en 2 fases: en la primera fase, se colocaron 2 g de muestra
desgrasada en un vaso de Berzelius y 100 ml de acido sulfarico 0.255 N. Se sometié a ebullicion
por 30 min y después se lavé con 100 ml de agua destilada caliente. En la segunda fase, se medid
100 ml de NaOH 0.313 N y se colocaron en el mismo vaso, enseguida, se calento a ebullicion por
30 min y se lavo con 100 ml de agua destilada caliente. La fibra obtenida se coloc6 en un crisol de
porcelana y se introdujo en una estufa a una temperatura de 105° C por 24 h. Después de este
tiempo se registro el peso del crisol y finalmente la muestra se calcind a 500° C por 5 h en una
mufla (AOAC, 1996).

3.1.7 Determinacion del estado de madurez

Se siguieron los lineamientos establecidos por la NMX-F-102-S-1978. Se colocaron 10 g
de muestra en 27 mL de agua y se filtrd con papel filtro, posteriormente se aforé a 75 mL en un
matraz con agua destilada, se titulé dicha muestra por triplicado con NaOH 0.1 N, se determind el

equivalente de los acidos: acético, citrico, tartarico, malico, oxalico y lactico.

3.1.8 Obtencion de extractos

Se tomé y modificé la metodologia propuesta por Dahham et al., 2010; Huang et al., 2008.
Se pesaron 10 g de materia prima fresca y se realizd una molienda en una licuadora Oster®
utilizando 100 mL de disolvente, (acetona, etanol y metanol), se dejo en reposo de acuerdo con las
condiciones del disefio de experimentos y posteriormente se destilé usando el rotavapor Heidolph®
serie Hei-VAP advantage.

3.1.9 Disefio de experimentos y condiciones de extraccién

Se establecio e implemento un disefio de experimentos factorial 23, con tres replicas en el
punto central, utilizando como factores la temperatura de -18° C a -3° C, tiempo de reposo de 24 h
a 48 h, y estado de madurez, anteriormente determinado, clasificado de verde a sobremaduro.
Determinando de esta forma las condiciones de extraccién para los compuestos fotoquimicos. Se

utilizo el programa estadistico Statgraphics® para el correspondiente analisis.

3.1.10 Contenido total fendlico
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El contenido total de fenoles se realizd espectrofotométricamente descrito por Fonseca-
Garcia E. etal. (2014), Se mezcl6 5 uL el extracto de la frutilla, con 45 pL del disolvente utilizado,
1500 pL de agua destilada, 500 uL el reactivo de Folin-Ciocalteu, se agito manualmente y se dejo
reaccionar por 15 minutos, posteriormente se detuvo la reaccion utilizando carbonato de sodio al
20% (p/v) y se dejé reposar durante una hora para despues leer en el espectrofotometro
PerkinElmer Lambda 35 a 625 nm. Los resultados fueron expresados en mg de &cido galico por

100 g de frutilla en peso fresco.

3.1.11 Contenido total de flavonoides

El contenido de flavonoides se determind mediante la modificacion del ensayo de Liu. et
al., (2011), se mezclo 200 uL el extracto de la frutilla, con 50 uL de cloruro de aluminio, se dejo
reaccionar por 5 minutos, y se detuvo la reaccion con 50 uL de acetato de sodio y posteriormente
se agrego 2300 uL el solvente utilizado y se midio en el espectrofotometro PerkinEImer Lambda
35 a 475 nm. Los resultados fueron expresados en mg de catequina por 100 g de frutilla en peso

fresco.

3.1.12 Determinaciones de la capacidad antioxidante

Dos diferentes metodos de capacidad antioxidante fueron realizados, el primero se realizé
con el radical DPPH vy el segundo con ABTS". Los resultados fueron expresados en porcentaje de
inhibicion y umol equivalentes de Trolox. Las determinaciones se realizaron de acuerdo con la
metodologia propuesta por Brand- Williams, Cuvelier, y Berset (1995), con algunas
modificaciones. Para la determinacion con el radical ABTS*, se calibr6 el espectrofotometro
PerkinElmer Lambda 35 a 734 nm con etanol, se ajustd la absorbencia del ABTS" diluyendo la
solucidn stock de Trolox con etanol hasta obtener una absorbencia de entre 0.70+0.02 a 734 nm.
Con esta solucion ajustada, se coloco 990 ulL para 10 uL de muestra de extracto. Las mezclas se
dejaron reposar durante 5 minutos y se midié la absorbencia en el espectrofotémetro PerkinElmer
Lambda 35 a 734 nm. La cuantificacion de la capacidad antioxidante con el radical DPPH, se
calibro el espectrofotometro PerkinElmer Lambda 35 a 515 nm con metanol, se ajusto la
absorbencia del DPPH entre 0.8 y 1 a la misma longitud de onda. Para ajustar la absorbencia se

agregd metanol o DPPH segun sea el caso. Posteriormente se agreg6é 2900 uL de DPPH y 100 pL
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de la muestra a cada tubo de ensaye y se agito manualmente. Se dejé reposar durante 30 min en un
lugar obscuro. Se mido la absorbencia el espectrofotometro PerkinElmer Lambda 35 a 515 nm.

3.1.13 Contenido total de elagitaninos

Siguiendo el método propuesto por Wilson-Hagerman y Lei (1990,2002), se cuantifico el
contenido total de elagitaninos. Se pesaron 10 mg de muestra seca, se adiciond 1 mL de acido
sulfarico (H2SOs4, 2N) , se calentaron a 70° C por 30 horas, se filtro con papel filtro y se agregaron
9 mL de piridina, se tomd 1 mL de las disoluciones y se pasaron a tubos de ensaye donde se le
adicionaron 1.1 mL de piridina y se llevaron a bafio de hielo, se agreg6 0.1 mL de &cido clorhidrico
concentrado y se incubd en bafio maria a 30° C por 5 minutos, posteriormente se agregd 0.1 mL de
nitrato de sodio al 1% y se midié en el espectrofotdmetro UV- Visible PerkinElmer Lambda 35 a
538 nm, se incubd nuevamente en bafio maria a 30° C por 36 minutos y se leyé nuevamente en el

espectrofotdmetro a la misma longitud de onda.

3.1.14 Actividad microbicida

Se esterilizd el material a utilizar, se sembrd Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 29213 en dos cajas Petri con medio Mueller Hinton, se incubaron
por 24 horas a 37° C. En un ambiente completamente esteril, tomar una asada de cada una de las
bacterias y sembrarlas en solucion salina, esto se realizo por triplicado ya que la solucién debe estar
entre 75 y 125 x108 UFC con una absobencia entre 0.8 y 1 (NMX-BB-040-SCFI-1999). Las
suspensiones se leyeron a 625 nm en espectrofotometro UV-Visible PerkinElmer Lambda 35.
Ejemplo: si una suspension contiene 78 x108 UFC pero su absorbencia a 625 nm es 0.7, no es
aceptable, se debe de inocular mas células. Por otro lado, si la suspension contiene 120 x108 UFC
y su absorbencia a 625 nm es 0.9 entonces la suspension si se puede aceptar para continuar con la
siguiente etapa.

Con las suspensiones listas se realizd un césped con hisopos en 10 cajas Petri con medio
Mueller Hinton, posteriormente se colocardn sensidiscos de papel filtro con poro mediano a los
cuales se les agregd previamente extracto concentrado, antibidtico, agua, solventes,

respectivamente, se incubaron durante 48 horas a 37° C.

3.1.15 Contenido de antocianinas
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La cuantificacién del contenido de antocianinas se lleva a cabo mediante el método de pH
diferencial (Lako et al., 2008). Este es un método espectrofotométrico que se basa en la
transformacion estructural de las antocianinas con el cambio de pH (pH 1 coloreadas y pH 4.5
incoloras). Se prepararon dos buffers, uno de cloruro de potasio (KCI) 0.2 M a pH 1y otro de
acetato de sodio (CH3COONa) 0.2 M a pH 4.5. Cada buffer se puso en un tubo de ensaye, es decir,
auntubo el de pH 1y a otro el de pH 4.5, y el extrecto correspondiente se agregé a los dos tubos
para observar la diferencia. Se tomaron lecturas de absorbencia en el espectrofotometro de UV-Vis

de cada muestra a la longitud de onda de maxima absorbencia (Amax=515 nm) y a 700 nm.

3.2 Obtencion de acido elagico por degradacion enzimatica de elagitaninos
3.2.1 Tanasa

3.2.1.1 Cepas de levaduras no-convencionales

Se analizaron 21 cepas de levaduras-no convencionales, de las cuales se seleccionaron siete
cepas, dos de las cepas de levaduras no-convencionales, como es D. hansenii PYC 2968, y D.
hansenii PYC ISA 1510 provienen del Instituto Superior de Agronomia en Lisboa, Portugal. las
cepas C. utilis, Candida parapsilosis, P. kluyveri, Isstachenkia terricola y P. pastoris, son
mantenidas y conservadas en el cepario del Laboratorio de Bioquimica del Instituto Tecnoldgico

de Morelia. La seleccidn se hizo en base al screening descrito a continuacion.

3.2.1.2 Screening de cepas de levaduras no-convencionales

Las cepas de levadura fueron inoculadas en medio que contiene 5 g L™ (NH4)2SO4, 0.5 ¢
L™ de MgS04.7H,0, 1 g L't de KzHPO4, 1 g L™t KH2PO4, 0.02 de CaCl,.2H20, 20 g L de glucosa,
10 g L* de peptona de caseina, 10 g L™ de extracto de levadura, 30 g L™ de agar, esterilizado en
autoclave Felisa modelo FE-398 a 121° C por 15 minutos. Se realizaron adaptaciones sucesivas de
las cepas con concentraciones de acido tanico de 1 a 3% (p/v), fueron incubados a 30° C por 24
horas en la incubadora KITlab modelo EK-36, se seleccionaron las cepas que crecieron en todas

las concentraciones. Se utiliz6 un control con medio sin acido tanico.
3.2.1.3 Condiciones de cultivo y de crecimiento de levaduras
Las cepas seleccionadas se inocularon en medio de cultivo liquido, 5 g L™ (NH4)2SOs4, 0.5

g L de MgS04.7H20, 1 g L de KoHPOu, 1 g L™t KH2PO4, 0.02 de CaClz.2H20, 20 g L de
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glucosa, 10 g L™ de peptona de caseina, 10 g L™ de extracto de levadura, 1-3% (p/v) de acido

tanico, con concentracion celular inicial de 3x106, posteriormente se colocaron en el Shaker Sl-
300R a 180 rpm, con temperatura de 30° C durante 24 horas. EIl tiempo de muestreo fue cada 4

horas, se utiliz6 un medio sin acido tanico.

3.2.1.4 Concentracion celular
Se determind la concentracion celular por conteo directo en camara de Neubauer utilizando
100 uL del medio de fermentacion y azul de metileno al 1% para la tincion de las células. La técnica

fue tomada y modificada de Gonzalez-Hernandez et al., 2015.

3.2.1.5pH

Se tom6 y modifico la técnica de Gonzélez-Hernandez et al. (2015), la cual indica que se
debe tomar una muestra de 1.5 mL cada 4 horas durante las 32 horas de desarrollo de las cinéticas
de fermentacion, por medio de un potenciometro marca Hanna Instruments® se midio el potencial

de hidrogeno.

3.2.1.6 Azlcares reductores

Mediante la técnica de Miller (Miller, 1959) se analiz6 el consumo de azUlcares reductores
en los tres diferentes medios. Se tomé una alicuota de 1 mL, la cual se centrifugd y se retiro el
sobrenadante del cual se tomaron 10 ul los cuales se mezclaron con acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) y se llevaron a reaccion a 100° C en bafio maria para posteriormente llevarlos a un bafio de

hielo. La solucion se midi6 en espectrofotometro PerkinElmer Lamda® 35 a 540 nm.

3.2.1.7 Cuantificacién de proteina

Se analizd la produccion de proteina extracelular por la técnica de Bradford (Bradford,
1976), para la cual se tomaron 50 uL del sobrenadante obtenido por centrifugacion del medio de
fermentacion, se hicieron reaccionar con reactivo de Bradford y se cuantifico en el

espectrofotometro PerkinElmer Lamda® 35 a 595 nm.

3.2.1.8 Determinacién de la actividad enzimatica de tanasa
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La actividad enzimatica de tanasa se determind por dos métodos. Para la primera
determinacion se realiz6 una modificacion del método descrito por Sharma et al., 2000, se
realizaron disoluciones del extracto enzimatico en solucion tampdn de citratos 50 mM (pH 5,0), la
misma cantidad de dicha dilucion fue mezclada con un volumen igual de solucion que contienen
metil galato 10 mM (Sigma Aldrich) en buffer de citratos. Las mezclas se incubaron a 30° C por 5
minutos en un termobafio digital Felisa. Después de la incubacion, se afiadieron 300 pL de
rodamina (2-tioxo-4-tiazolidiona, Sigma Aldrich) a concentracion de 0.667%, se incubaron 30° C
por 5 minutos, se afiadié 200 uL de solucion de KOH 0.5 N, se incubo por 5 minutos méas a 30° C,
se diluyo la mezcla con 4 mL de agua destilada. Se realizo la lectura en el espectrofotometro Perkin
Elmer Lamba 35 a 520 nm. Se realizé una curva de calibracion utilizando un stock de acido galico
0.5 mM, utilizando desde 0 a 400 pl, correspondientes a una concentracion de 0 a 40 uMol/mL, se
grafico uMol/mL contra absorbencia y con esa ecuacion de la curva se calcularon los datos
correpondientes a la actividad enzimatica.

El segundo método fue tomado y modificado de la metodologia descrita por Yosuke
Nishitani et al., 2003, se hicieron diluciones del extracto enzimético en buffer de fosfatos 40 mM
(pH 5), 50 pL de la dilucion se mezclaron con 5 uL de una solucion que contiene metil galato 50
mM (Sigma Aldrich) en buffer de fosfatos. Las mezclas se incubaron a 37° C por 24 horas,
posteriormente se mezclaron 100 uL de la mezcla con un volumen igual de solucién de bicarbonato
de sodio saturado. La absorbencia se leyd a 450 nm por un espectrofotometro de microplacas
Epoch®. Se realizé una curva de calibracion utilizando un stock de &cido galico 0.5 mM, utilizando
desde 0 a 200 ul, correspondientes a una concentracion de 0 a 500 uMol/mL, se grafico uMol/mL
contra absorbencia y con esa ecuacion de la curva se calcularon los datos correpondientes a la

actividad enzimética.

3.2.2 B-glucosidasa
3.2.2.1 Cepas de levadura

Dos de las cepas de levaduras no-convencionales, como es D. hansenii PYC 2968, y D.
hansenii PYC ISA 1510 provienen del Instituto Superior de Agronomia en Lisboa, Portugal. las

cepas C. utilis, Candida parapsilosis, P. kluyveri, Isstachenkia terricola y P. pastoris, son
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mantenidas y conservadas en el cepario del Laboratorio de Bioquimica del Instituto Tecnoldgico
de Morelia.

3.2.2.2 Condiciones de cultivo de levaduras no-convencionales

Se preparé medio de cultivo que contenia 5 g L™t (NH4)2S04, 0.5 g L™ de MgS04.7H20, 1
g L de KoHPO4, 1 g L KH2PO4, 0.02 de CaCl,.2H20, 10 g L™ de peptona de caseina, 10 g L
de extracto de levadura, como fuente de carbono glucosa 20 g L™, se esterilizo a 121° C por 15
minutos, se realizaron placas en cajas de Petri, y se inocularon las levaduras no-convencionales, se

incubaron por 24 h a 32° C.

3.2.2.3 Condiciones de crecimiento de levaduras

Se realizaron cinéticas de crecimiento a 30° C, 32 horas y 180 rpm en el Shaker SI-300R,
en medios con 5 g L™ (NH4)2S04, 0.5 g L™ de MgS04.7H20, 1 g L™ de K;HPO4, 1 g L™t KH2PO4,
0.02 de CaCl,.2H20, 10 g L* de peptona de caseina, 10 g L de extracto de levadura, como fuente
de carbono glucosa, celulosa y sacarosa como inductores de la actividad enzimatica, 20 g L™, por

separado, realizando mediciones cada 4 horas.

3.2.2.4 Concentracion celular
Se determind la concentracion celular por conteo directo en cdmara de Neubauer utilizando
100 pL del medio de fermentacion y azul de metileno al 1% para la tincion de las células. La técnica

fue tomada y modificada de Gonzélez-Hernandez et al., 2015.

3.2.25 pH

Se tomd y modifico la técnica de Gonzéalez-Hernandez et al., 2015, la cual indica que se
debe tomar una muestra de 1.5 mL cada 4 horas durante las 32 horas de desarrollo de las cinéticas
de fermentacion, por medio de un potenciometro marca Hanna Instruments® se midio el potencial

de hidrogeno.

3.2.2.6 Azlcares reductores
Mediante la técnica de Miller (Miller, 1959) se analizd el consumo de azlcares reductores

en los tres diferentes medios. Se tomd una alicuota de 1 mL, la cual se centrifugd y se retiro el
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sobrenadante del cual se tomaron 10 ul los cuales se mezclaron con &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) y se llevaron a reaccion a 100° C en bafio maria para posteriormente llevarlos a un bafio de
hielo. La solucion se midi6 en espectrofotometro PerkinElmer Lamda® 35 a 540 nm.

3.2.2.7 Cuantificacion de proteina

Se analiz6 la produccién de proteina extracelular por la técnica de Bradford (Bradford,
1976), para la cual se tomaron 50 pL del sobrenadante obtenido por centrifugacion del medio de
fermentacion, se hicieron reaccionar con reactivo de Bradford y se cuantifico en el

espectrofotometro PerkinElmer Lamda® 35 a 595 nm.

3.2.2.8 Evaluacion semi-cuantitava de la actividad celulolitica

Se inoculé una concentracion celular de 1x107 en un medio sdlido estéril con 20 g L*
Carboximetil-celulosa, 5 g L™ (NH4)2S04, 0.5 g L™ de MgS04.7H20, 1 g L™ de K;HPO4, 1 g L
KH2PQ4, 0.02 de CaCl,.2H,0, 10 g L™ de peptona de caseina, 10 g L™ de extracto de levadura,
incubando en un horno a 30°C por un periodo de 48 h, una vez esto, se procedi6 al tefiido con rojo
Congo al 2% asegurandose de haber lavado en seguida con NaCl 0.1M, se procedi6 a la adicion
del HCI 0.1M haciendo que cambie el contraste a un tono de negro la solucién para facilitar la
identificacion de la actividad enzimatica sobre el medio. Por ultimo, se midié el didmetro de la

actividad con un vernier (Tomado y modificado de Teather et al., 1982).

3.2.2.9 Evaluacion cuantitativa de la actividad g-glucosidasa

Se tomo una alicuota de 1 mL, se centrifugd y se retiro el sobrenadante, del cual se utilizaron
100 pL y se mezclaron con una solucidon de p-nitrofenil-B—D-glucopirandsido en buffer de
fosfatos/citratos. La mezcla se mantuvo en incubacién durante una hora a 40° C en termobafio
Felisa®, posteriormente la reaccion se detuvo con una solucion de carbonato de sodio al 20% (p/v)
y se mantuvo en incubacion por 30 minutos. Posterior a la incubacion se midié en el
espectrofotometro PerkinElmer Lamda 35 a 400 nm, esta técnica fue tomada y modificada de
Gonzalez-Pambo et al., (2011).
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3.3 Obtencion de acido elagico a nivel biorreactor
3.3.1 Cepas de levaduras no-convencionales

Se seleccionaron tres cepas de levaduras no-convencionales de acuerdo con su capacidad
de produccién de las enzimas tanasa, pB-glucosidasa y elagitanasa. La cepa de levadura no-
convencional, D. hansenii PYC ISA 1510 proviene del Instituto Superior de Agronomia en Lisboa,
Portugal, se selecciond para la produccion de elagitanasa, las cepas C. utilis, y P. pastoris, son
mantenidas y conservadas en el cepario del Laboratorio de Bioquimica del Instituto Tecnoldgico
de Morelia, de las cuales C. utilis, se selecciond para la produccion de B-glucosidasa y P. pastoris,

para tanasa.

3.3.2 Disefio experimental

Se utilizé un disefio de experimentos de mezclas simplex-lattice, con tres variables las
cuales corresponden a las tres levaduras no-convencionales seleccionadas. Como variable de
respuesta se analiz6 la cantidad de acido elagico determinado por HPLC. Las corridas totales del
disefio fueron 15 para cada frutilla, considerando 5 puntos centrales y los vértices, se realizo el

analisis estadistico por medio del programa Statgraphics®.

3.3.4 Condiciones de cultivo y de crecimiento de levaduras

Las cepas seleccionadas se inocularon en medio de cultivo liquido, 5 g L™ (NH4)2S04, 0.5
g LT de MgS04.7H,0, 1 g L de KoHPO4, 1 g LT KH2PO4, 0.02 de CaCl2.2H,0, 20 g L de
glucosa, 10 g L de peptona de caseina, 10 g L™ de extracto de levadura. Una vez que las levaduras
habian crecido se inoculaban en un biorreactor tipo batch marca Applikon con controlador
ADI1030 de 3 L conteniendo 1.5 L del medio formulado mencionado anteriormente, adicionando

elagitaninos provenientes de Fresa y Zarzamora (5 g/L). Se comenz6 con concentracion celular

inicial de 3x106 realizando las corridas de acuerdo con el disefio experimental de mezclas simplex-
centroide. Las cinéticas de crecimiento tuvieron 30° C, 32 horas, 180 rpm y aireacion constante
de 0.20 vwm. Los muestreos se realizaron en intervalos de 4 h y se analizaron los siguientes

parametros:
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3.3.5 Concentracion celular
Se determind la concentracion celular por conteo directo en camara de Neubauer utilizando
100 uL del medio de fermentacion y azul de metileno al 1% para la tincion de las células. La técnica

fue tomada y modificada de Gonzélez-Hernandez et al., 2015.

3.3.6 pH
Se tomd y modifico la técnica de Gonzalez-Hernandez et al., 2015, mediante el monitoreo

de pH en tiempo real mediante electrodo Applikon conectado a la consola ADO 1030.

3.3.7 Azdcares reductores

Mediante la técnica de Miller (Miller, 1959) se analiz6 el consumo de azlcares reductores.
Se tom¢ una alicuota de 1 mL, la cual se centrifugd y se retir6 el sobrenadante del cual se tomaron
10 pl los cuales se mezclaron con acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y se llevaron a reaccion a 100°
C en bafio maria para posteriormente llevarlos a un bafio de hielo. La solucion se midié en

espectrofotometro PerkinElmer Lamda® 35 a 540 nm.

3.3.8 Determinacion de la cantidad de elagitaninos por método de Piridina

Se prepard la muestra con 10 pL de extracto del biorreactor y 5 blancos con 100 pL de agua
desionizada. Se les agregd 2000 pL de piridina a la muestra y se colocaron en bafio de hielo por 5
minutos. Después de este tiempo de anadieron 100 pL de HCI concentrado dejando pasar 5 minutos
para que ocurra la reaccion. Se retir6 el bafio de hielo y se meti6 a la incubadora a una temperatura
de 30° C por un periodo de 5 minutos. Una vez esto, se agregaron 100uL de Nitrito de sodio e
inmediatamente se registro la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de 537nm utilizando
celdas de vidrio. Finalizada la lectura se regresa la muestra al tubo y se deja pasar un tiempo de 36
minutos a 30° C. Para finalizar, se tomaron los datos de nuevo en el espectrofotdbmetro a una
longitud de 538nm, la técnica fue tomada y modificada de Wilson y Hagerman, 1990. Para
determinar la concentracidn se utiliz un stock de acido elagico 10 mg/mL en metanol, el cual se
puso en el ozonificador por 1 hora o hasta que estuviera disuelto, una vez que la solucién fuera
homogénea se coloco de 0 a 2000 uL del stock con piridina de 3000 a 1000 pL, es decir, siempre

se mantuvo un volumen de 3000 uL y se leyo inmeditamente en el espectrofotometro a una longitud
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de 538nm, es importante leer lo mas pronto posible ya que el acido elagico se cristaliza con
facilidad.

3.3.9 Evaluacion de la produccion de acido elagico por HPLC

Se tomo la base de la metodologia descrita por Bala et al., 2006. Se prepard la muestra con
1000uL de extracto enzimatico proveniente del biorreactor, utilizando como fase movil metanol
grado HPLC y una solicon de acido sulfurico a 0.05 mM en agua grado HPLC (agua &cida), con
flujo de 0.8 mL/ min en gradiente 0-16 minutos: 95% (agua acida)- 5% (metanol); 17-21 minutos:
70% (agua acida)- 30% (metanol); 22-25 minutos: 60% (agua &cida)- 40% (metanol); 26-30
minutos: 95% (agua &cida)- 5% (metanol), con una columna CORTECS C18 2.7um, en un equipo
Waters 2695, en detector UV/VIS modelo 2489, con un tiempo de retencion de 19 minutos. La
temperatura de la muestra fue 25° C y la temperatura de la columna 50° C, las muestras se leyeron
a 280 nmy 254nm.

3.4 Pruebas adicionales
3.4.1 Evaluacion de la interaccion entre levaduras por pruebas de competencia

Se prepararon 8 tubos con solucion salina al 0.8% con las 7 levaduras seleccionadas de
concentracion DOgoonm= 0.2 en cada uno de ellos y un blanco que no tuvo levaduras. Una vez esto,
se sembro las levaduras por dispersion en una caja Petri en medio YPD s6lido compuesto de 5 g L-
1 MgS04, 1 g L K2HPO4, 1 g L*KH2PO4, 3 g L"'Na2HPO4, 0.02 de CaCl,.2H,0, 20 g L™ de
glucosa, 10 g L de peptona de caseina, 10 g L™ de extracto de levadura, se colocaron los
sensidiscos estériles e inocularon con un volumen de 20 pl de la solucion salina con levaduras y el
blanco. Después se incubd por un periodo de 48 h a una temperatura de 30° C, terminado esto se

observo la interaccion de las levaduras y se midio el diametro del crecimiento con un vernier.

3.4.2 Evaluacién de la actividad enzimética de tanasa por método de degradacion de acido
ténico

Se inoculé una concentracion celular de 1x10” en un medio sélido estéril YPD solido
compuesto de, 5g L™ (NH4)2S04, 0.5 g Lt de MgS04.7H20, 1 g Lt de K;HPO4, 1 g L™t KH2POy4,
0.02 de CaCl2.2H,0, 20 g L* de glucosa, 10 g L de peptona de caseina, 10 g L™ de extracto de

levadura, modificado con &cido tanico 30 g L, incubando en un horno a 30° C durante 48 h, una
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vez que se saca la muestra de la incubadora, se midié el didmetro de la actividad enzimatica con

un vernier (Tomado y modificado de Barranco Valle et al., 2014).

3.4.3 Determinacion de proteina por método de Lowry

Se tom0 10 pL de reactivo enzimatico de la muestra sacada del biorreactor y 490 pL de
agua desionizada. También, se preparé el blanco con 500 pL de agua desionizada y se adiciono de
2500 pL de reactivo de Lowry. Una vez homogeneizada la mezcla se mantiene por 15 min en un
lugar sin luz sobre ella, transcurrido el tiempo, se adicionaron 250 pL de reactivo de Folin Ciocalteu
diluido con agua desionizada con una proporcion de 3:1 y se dejo actuar por 30 min. Por ultimo se
leyeron las muestras a una longitud de onda de 550 nm y 750 nm en un espectrofotémetro
PerkinElmer, modelo Lambda 35 (Tomado y modificado de Alejandro, 2009).
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Capitulo 1V. Resultados y discusion

5.1 Caracterizacion quimica de las frutillas fresa y zarzamora

5.1.1 Analisis bromatoldgico
Se realizé el andlisis bromatoldgico y de minerales de las frutillas, en la Tabla 5, los

resultados obtenidos nos dan informacion para la caracterizacion de las frutillas.

Tabla 5. Analisis bromatolégico y determinacion de minerales en Fresa y Zarzamora, los datos se expresan como el

promedio + desviacién estandar, n=3.

Pardmetros Zarzamora (%) Fresa Procedimiento
(%)
Promedio Promedio

HUMEDAD 79.70+0.21 57.87+2.26 NMX-FF-074-SCFI1-2009 HUMEDAD
Determinacion de Humedad por Tratamiento
Térmico

PROTEINA 2.03+£0.10 1.22+0.07 NMX-F-608-NORMEX-2002
Alimentos-Determinacién de proteinas en
alimentos

GRASA TOTAL 0.42+0.03 0.32+0.02 NMX-F-615-NORMEX-2004

Alimentos-Determinacién  de  Extracto
Etéreo (Método Soxhlet)

FIBRA CRUDA 5.04+0.37 2.19+0.08 NMX-F-613-NORMEX-2003

Alimentos-Determinacion de fibra cruda en

alimentos

CENIZAS 3.14+0.02 6.81+0.02 NMX-F-607-NORMEX-2002
Alimentos-Determinacion de cenizas en
alimentos

CARBOHIDRATOS 9.67+0.18 31.60+2.30 %CTBH: 100-(H+E.E.+P.C.+C+F.C.)

Valorado por la A.O.A.C (Asociacion
cientifica dedicada a la excelencia en

Métodos Analiticos)
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5.1.2 Determinacion del estado de madurez
La madurez fisioldgica de los frutos esta asociada a cambios en su composicion quimica, y

pueden emplearse como indicadores de madurez satisfactorios, como es el caso de la acidez
titulable, la mayoria de las frutas son particularmente ricas en acidos organicos que estan
usualmente disueltos en la vacuola de la célula, ya sea en forma libre o combinada como sales,
ésteres, glucosidos. La acidez libre representa a los acidos organicos presentes que se encuentran,
como su nombre lo indica libres y se mide neutralizando los jugos o extractos de frutas con una
base fuerte, el pH aumenta durante la neutralizacion y la acidez titulable se calcula a partir de la
cantidad de base necesaria para alcanzar el pH del punto final de la prueba; en la practica se toma
como un punto final pH= 8.5 usando fenolftaleina como indicador. Bajo estas condiciones, los
acidos organicos libres y s6lo una parte del &cido fosforico y fenoles estan involucrados en el
resultado final. Para reportar la acidez, se considera el acido organico méas abundante del producto
vegetal, el cual varia dependiendo de la especie de que se trate, por lo que el resultado se expresa

en términos de la cantidad del &cido dominante, como se observan en la Figura 5.

Sobremadura

vadirs || GO wadur |
wee | ) vert f

0 0.005 0.01 0.015 0 0.005 0.01 0.015

Acido citrico (g) Acido malico (g)

Figura 5. Determinacién del estado de madurez, a) Fresa (g de &cido citrico); b) Zarzamora (g de acido mélico).

El contenido de &cidos organicos libres disminuye conforme aumenta el estado de madurez,
debido a que estos acidos son utilizados como sustratos en la respiracidn para la sintesis de nuevos
componentes durante la maduracion, (Kays, 1997; Novoa et al., 2006), como se observa en la
Figura 5, y en la Tabla 6, en donde se presentan los resultados obtenidos expresados en mg por

cada 100 gramos de frutilla fresca.
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La Fresa se caracteriza por tener sabores dulces-acidos, debido a los azucares y acidos
organicos presentes, de los cuales predomina el &cido citrico, siendo el &cido en el cual se basa la
expresion de la acidez titulable para este fruto.

En un estudio realizado por Finn et al., en 2011, en donde analizaron 9 variedades de Fresa, se
encontraron porcentajes de acidez titulable desde el 0.50 al 1.63%, para el estado de madurez verde.
Estos resultados son comparables con los datos obtenidos en esta investigacion, en donde se obtuvo
1.17 % de acidez titulable. En el afio 2008, Martinez-Soto et al., analizaron 8 diferentes variedades
de Fresa las cuales obtuvieron resultados entre 15.12 y 8.83 mg de acido citrico por cada 100 g de
frutilla fresca, si los comparamos con los resultados obtenidos en esta investigacion son muy

similares como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Estado de madurez determinado por la técnica de acidez titulable, los datos se expresan como el promedio +

desviacion estandar, n=2.

Frutilla Acido Estado de madurez
Verde? Madura? Sobremadura?
Zarzamora Maélico 10.1+0.49 9.6+0.42 8.4%£0.35
Fresa Citrico 11.7+0.85 9.6+0.85 8.5+£0.71

@ Expresado en mg/ 100 g de frutilla fresca

El estado de madurez de la Zarzamora es expresado en porcentajes de &cido malico, los
resultados obtenidos en esta investigacion corresponden al 1.01% de acidez en estado verde, hasta
0.84% en el estado sobremaduro, el cual fue comparado con la investigacion realizada por Valencia
y Guevara en el 2013 encontraron en la especie de Zarzamora Rubus fructicosus L. un porcentaje
de acidez del 0.93£0.01%. En una investigacion realizada en el afio 2006, por Andrade Esquivel,
se corroboro con distintas variedades de Zarzamora cultivadas en Michoacdn que la acidez
disminuye con el aumento de la madurez, esto es explicado a través de la oxidacion del acido
malico a CO», 0 que puede convertir en &cido citrico o glutamico, (Hobson, 1996; Fischer et al.,
2007; Novoa et al., 2006).

La modificacion del contenido de &cidos organicos durante la maduracién depende
directamente de las caracteristicas metabdlicas de la especie. La modificacion del contenido de
acidos organicos es de gran importancia a nivel bioquimico, ya que el pH condiciona la actividad
de un numero considerable de enzimas asociadas a los procesos de maduracion, como son el

ablandamiento, color, olor, entre otros, (Kays, 1997; Novoa et al., 2006).
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5.1.3 Disefio de experimentos
Se establecio e implemento un disefio de experimentos factorial 23, con tres replicas en el

punto central, utilizando como factores la temperatura de -18° C a -3° C, tiempo de reposo de 24 a
48 horas, y estado de madurez, anteriormente determinado, clasificado de verde a sobremaduro.
Determinando de esta forma las condiciones de extraccion para los compuestos fotoquimicos. Se
utilizo el programa estadistico Statgraphics® para el correspondiente analisis. El disefio se presenta
en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio de experimentos factorial de dos niveles con tres factores, utilizando tres replicas en el punto central
mediante el programa Statgraphics®.

Factores Variables Valor minimo Punto central Valor maximo
A Temperatura -3°C, -10.5°C -18°C
B Tiempo 24 h 36h 48 h
V (Verde) M (Madura) Sobremadura (SM)
C Estado de madurez 1.83 ml de NaOH 0.1  1.58 ml de NaOH 0.1 N/100 g 1.33 ml de NaOH 0.1 N/100 g
N/100 g de muestra de muestra de muestra
Clave Interacciones Estado de madurez, Temperatura (° C), Tiempo de reposo (h)
1 c V, -18, 48
2 Punto central M, -10.5, 36
3 cb V, -3, 48
4 ac SM, -18, 48
5 a SM, -18, 24
6 ab SM, -3, 24
7 Punto central M, -10.5, 36
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8 Punto central M, -10.5, 36
9 1) V, -18, 24
10 b SM,-3, 24
11 abc V,-3, 48

5.1.4 Determinacion del contenido fenolico
La extraccion de compuestos fendlicos esta determinada por la solubilidad de estos en el

solvente organico utilizado, esta solubilidad se ve incrementada por la polaridad del solvente. Los
resultados fueron condensados en la Tabla 8, en donde se observa los tres estados de madurez en
los que se realizaron los anélisis para Fresa y Zarzamora. El solvente que mayor extraccion llevo a
cabo fue acetona, lo cual esta asociado a compuestos de caracter polar, como es el caso de acido p-
hidroxibenzoico y el acido ferulico, seguido de la extraccion con metanol, como el acido elagico,
entre otros acidos cindmicos, catequinas etc. (Paladino y Zuritz, 2011), y por dltimo la extraccion

con etanol, en donde se pueden disolver fenoles como el acido p-cumarico y sus derivados esteres.

Tabla 8. Contenido de fenoles en Fresa y Zarzamora, los datos se expresan como el promedio + desviacién estandar,
n=13.

Estado de madurez

Acetona?

Fresa

Etanol?

Zarzamora

Metanol?

Acetona?

Etanol?

Metanol?

Verde

Sobremadura

Madura

270.32+0.04°
602.76+0.06°
244.82+0.18¢
160.30+0.06°
611.03+0.07°
868.43+0.06°¢
326.98+0.02¢
343.91+0.03¢
368.92+0.05

199.96+0.04°
235.31+0.04°
75.68+0.04¢
97.96+0.05°
318.08+0.07°
310.61+0.06°
164.44+0.02¢
192.77+0.03¢
226.89+0.05

275.48+0.04°
269.07+0.03¢
513.70+0.04¢
212.40+0.05°
385.56+0.04°
448.11+0.02¢
282.64+0.031
265.61+0.04¢
361.03+0.04

603.16+0.04°
693.03+0.07°¢
205.50+0.05°
456.38+0.04°
288.30+0.07°
439.95+0.06°¢
252.98+0.05¢
598.34+0.08°
621.22+0.06"

235.39+0.03°
194.95+0.01°¢
173.87+0.02¢
104.13+0.01°
177.15+0.07°
126.18+0.07¢
179.43+0.07¢
102.86+0.05°
248.81+0.05

256.66+0.02°
224.54+0.01°
188.81+0.03¢
187.30+0.03°
99.87+0.02°
74.03+0.05°
114.68+0.31¢
220.74+0.07¢
259.24+0.02f

a Datos expresados en mg de acido galico/ 100 gramos de frutilla fresca
b Condicién 48 h, -3° C; ¢ Condicion 48 h, -18° C; 9 Condicién 24 h, -3° C; ¢ Condicién 24 h, -18° C. f Condicién 36 h, -11° C.
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El contenido de fenoles totales determinados para Fresa esta influenciado, como ya se
menciond por la polaridad del solvente, teniendo mayor extraccion de los compuestos con solvente
acetona, ademas esta influenciado por el estado de madurez de acuerdo con el Analisis de Varianza
(ANOVA), Tabla 9, con un nivel de significancia del 95%, el aumento del estado de madurez y del
tiempo de reposo, influye en la cantidad de fenoles extraidos en Fresa, como se observa en la Figura
6.

C:Tiempo de reposo

AC

B:Estado de madurez | ‘
A:Temperatura |

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura 6. Diagrama de Pareto para fenoles extraidos en Fresa con solvente acetona.

El tiempo de reposo, entre mayor sea permite que se extraigan mas cantidad de fenoles dado
que el contacto con los fenoles serd mas prolongado, también se observa en los graficos que
teniendo un estado de madurez mayor se tiene mayor cantidad de fenoles, esto podria explicarse
con base en la teoria que los compuestos monofendlicos (como los acidos fendlicos y los
fenilpropanoides) son intermediarios y derivados de las rutas metabolicas fenilpropanoide y
shikimato. La conversion de L-fenilalanina a &cido transcinamico es el paso inicial de la ruta
biosintética de fenilpropanoides, reaccion que es catalizada por la fenilalaninamonialiasa (FAL),
una enzima reguladora de la sintesis de fenoles (Salisbury et al., 1996; Olaya y Restrepo, 2012).
Esta enzima permanece activa durante las ultimas etapas del crecimiento del fruto e inicios de la
maduracion favoreciendo la biosintesis de estos compuestos fendlicos (Arellano Gomez et al.,
2005).
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Tabla 9. Anélisis de Varianza (ANOVA) para fenoles extraidos de Fresa con solvente acetona.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Raz6n-F  Valor-P
A: Temperatura 34092.5 1 34092.5 4.62 0.0981
B: Estado de madurez 95079.0 1 95079.0 12.88 0.0230
C: Tiempo de reposo 203688. 1 203688. 27.60 0.0063
AB 87.1119 1 87.1119 0.01 0.9187
AC 54029.6 1 54029.6 7.32 0.0538
BC 14501.6 1 14501.6 1.96 0.2336
Error total 29523.5 4 7380.87
Total (corr.) 431001. 10

R? = 93.15%; R? (ajustada por g.l.) = 82.875 %; Error estandar = 240.555; Error absoluto medio = 109.949

Debido a que la temperatura estadisticamente no tiene influencia, se determiné que la mejor
temperatura para el proceso es de -18° C, ya que en los experimentos realizados se observa que es
la temperatura con mayor rendimiento en el proceso de extraccion, ademas, esta temperatura es
apta para el proceso porque entre menor sea, la estabilidad de las moléculas que conforman los
fenoles se van a mantener estables, sin que se degraden y el contacto con el solvente va a ser mas

adecuado, ya que va a disminuir la volatilidad del mismo.

o
~—"
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24 18 = 15 #%empo de reposo (h)

12 6

Temperatura (°C)

Fenoles (mg/100 g)

15 25 35 45 0 Estado de madurez

55 65

Tiempo de reposo (h)

Figura 7. Superficies de respuesta para fenoles extraidos en Fresa, a) estado de madurez: maduro; b) Tiempo de

reposo 36 horas; c) Temperatura -10.5° C.
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Como se observa en la Figura 7, ¢) la relacién entre el tiempo de reposo y el estado de
madurez produce un aumento en la respuesta, debido al tiempo de contacto entre los fenoles y el
solvente a mayor tiempo de contacto mayor extraccion de estos y el estado de madurez depende de
la activacion de la fenilalaninaamonialiasa como ya se mencioné enzima reguladora de sintesis de
fenoles en etapas maduras del fruto. En la Figura b), la relacion entre temperatura y estado de
madurez no son significativas en el proceso, para el inciso a) se muestra que, a mayor tiempo de
reposo y menor temperatura, la extraccion de fenoles se ve favorecida, ya que el tiempo de contacto
es prolongado, y la temperatura les da estabilidad a los compuestos y al solvente de extraccion.

La cantidad de compuestos fendlicos en Zarzamora, analizados con el programa estadistico,
nos indico que los factores analizados no tuvieron una influencia estadisticamente significativa
dentro del proceso, sin embargo, al realizar el analisis en la Tabla 8, con los resultados
condensados, podemos determinar que, para el caso de Zarzamora, el estado de madurez no es
significativo para el proceso de extraccion, ya que se obtienen valores similares en los tres estados
de madurez, disminuyendo la cantidad de fenoles cuantificados, lo cual podria ser explicado por el
alto metabolismo oxidativo que en esta fase favorece la aparicion de especies reactivas de oxigeno
singlete. Los fenoles al igual que el &cido ascorbico, actian como antioxidantes primarios
produciéndose su disminucion, este comportamiento coincide con una investigacion realizada por
Olayay Restrepo en el 2012 analizando diferentes estados de madurez de diferentes variedades de

guayaba.
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Figura 8. Superficies de respuesta para fenoles extraidos en Zarzamora, a) estado de madurez: maduro; b) Tiempo
de reposo 36 horas; ¢) Temperatura -10.5° C.

Como se aprecia en la Figura 8 a), la temperatura en conjunto con el tiempo de reposo, la
respuesta aumenta, ademas, como se observa en el inciso b) y c) el estado de madurez influye muy
poco en el proceso de extraccion, ya que el tiempo de reposo de 48 horas y la temperatura de -18°
C son las variables que incrementan la respuesta, oscilando en un intervalo de 170 a 450 mg de
fenoles/ 100 g de fruta fresca. Es importante destacar que el solvente mas eficiente es la acetona
dado que se extrajo la mayor cantidad de fenoles, esto se debe a que dentro del grupo de los
fitoquimicos que contiene la zarzamora, existen compuestos polares los cuales son afines con la
acetona, dado que como es un solvente muy polar, determinando que la zarzamora tiene mayor

contenido como lo son &cido p- hidroxibenzoico y el &cido ferdlico.

5.1.5 Identificacién de flavonoides
Los flavonoides son compuestos fitoquimicos relacionados con la flavona, se encuentran

en frutas y vegetales, son solubles en agua, y les proporcionan los pigmentos a las plantas. Para
Fresa, el contenido de flavonoides extraidos es de 600.28 mg/ 100 g de Fresa fresca en estado
sobremaduro a 1333.27 mg/100 g de Fresa fresca, siendo la mayor extraccion con acetona, como
se observa en la Tabla 10, este contenido de flavonoides extraidos no esta determinado por los

estados de madurez, temperaturas o tiempos de reposo evaluados. Se observo que al utilizar acetona
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como solvente la temperatura de -3° C favorecio la respuesta, asi como el tiempo de reposo de 24
horas y en estado sobremaduro. Por otra parte, para etanol se favorece con una temperatura de -
18° C con 48 horas de reposo y estado verde y por Gltimo con metanol la temperatura no influye,
el tiempo de reposo de 48 horas y Fresa sobremadura aumenta la respuesta. Al realizar un
comparativo con otras investigaciones se hallé de extraccion de flavonoides con Fresa que Aaby
et al., (2012), encontrd de 70 a 670 mg/ 100 g de fruta fresca; Hakkinen y Torrénen, (2000), 50 -
140 mg/ 100 g de fruta fresca; Silva-Espinoza et al., (2013), 120 -440 mg/ 100 g de fruta fresca;
Ké&hkoken et al., (2001), 2000 mg/ 100g de fruta fresca.

Tabla 10. Contenido de flavonoides en Fresa y Zarzamora, los datos se expresan como el promedio * desviacion
estandar, n=13.

Fresa Zarzamora

Estado de madurez
Acetona? Etanol? Metanol? Acetona? Etanol?® Metanol?

903.78+0.19° 240.74+0.08° 845.20+0.11° 971.39£0.11°  238.19+0.02°® 791.78+0.09°
442.91+0.14°¢ 326.28+0.34° 972.24+0.09° 1039.67+0.10°  242.77+0.04° 980.06+0.11°

Verde
633.43+0.10¢ 177.84+0.19¢ 83.61+0.03¢ 1227.990+0.26° 203.58+0.04¢9 595.99+0.144
641.44+0.07¢ 255.13+0.09¢ 41.14+0.02¢ 1318.03+0.24¢  274.17+0.33% 797.39+0.11°
1176.28+0.14° 209.05+0.23° 1120.70+0.11° 860.16+0.10° 214.05+0.18° 499.50+0.00P
600.28+0.05°¢ 269.24+0.01°¢ 1012.60+0.08¢ 969.85+0.49¢ 231.49+0.05¢ 829.60+0.42¢
Sobremadura

978.96x0.05¢ 158.38+0.15¢ 192.93+0.14¢ 1202.14+0.23¢  156.99+0.03¢ 401.35+0.12¢
1333.27+0.10¢ 176.25+0.01¢ 199.80+0.04¢ 974.73+0.21¢ 223.23+0.04°  69.26+0.15¢

Madura 1128.82+0.10f 191.43+0.08f 666.86+0.11f 781.75+0.28f 245.90+0.03F  911.80+0.21f

2 Datos expresados en mg de quercetina/ 100 gramos de frutilla fresca
b Condicidn 48 h, -3° C; ¢ Condicidn 48 h, -18° C; 4 Condicion 24 h, -3° C; € Condicion 24 h, -18° C. f Condicién 36 h, -11° C.

Dentro del analisis comparativo de los tres solventes de extraccion utilizados para Fresa, el
solvente con el que se tuvo una mejor cuantificacion de Flavonoides fue la acetona los compuestos
que podemos encontrar en esta determinacion son flavonas, isoflavonas, flavonoles, catequinas y
antocianinas, los cuales son pigmentos rojos, azules, morados y purpuras. (Moyer et al., 2002).
Pigmentos que también fueron encontrados en Zarzamora, para la Zarzamora, se obtuvieron valores
de 860.16 mg/ g de Zarzamora fresca a 1318.03 mg/100 g de Zarzamora fresca. Se han reportado
por Zhishen, et al., (2008) valores de flavonoides en distintas especies, 984, 138, 153, 143, 172,
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124, 183, 234, 149, 225, 125, 143, 108 mg/100 g de peso fresco, de Zarzamora, teniendo una
extraccion de fenoles eficiente.

De acuerdo analisis estadistico, para acetona, siendo el solvente con mayor extraccion, la
temperatura no influye ya que la cantidad de flavonoides determinados es muy similar para ambas
temperaturas, mientras que con tiempo de reposo de 24 h y estado de madurez verde la
cuantificacion de flavonoides fue mayor, por otro lado con etanol y metanol el comportamiento fue
muy semejante, la cuantificacion de flavonoides fue favorable con temperaturas de -18° C, tiempo
de reposo de 48 horas y estado de madurez verde, esto se debe a que son solventes con menor
polaridad por lo que necesitan tener un tiempo de reposo mé&s grande para tener mayor contacto
con los compuestos fenolicos y temperaturas menores para darle mas estabilidad a las estructuras

de los flavonoides.

5.1.6 Determinacion de antocianinas
Las antocianinas son un subgrupo perteneciente a los flavonoides, su caracteristica

principal es la pigmentacidn que abarca de colores rojos a colores morado, siendo responsables de
una amplia variedad de colores atractivos y brillantes en las frutas, principalmente los frutos rojos
como los arandanos, cerezas, zarzamoras, frambuesas o fresas, (Castafieda-Sanchez, et al., 2015).
Su molécula es inestable y susceptible a la degradacion debido a los cambios de temperatura, pH
y la luz. Las antocianinas son glucésidos de las antocianidinas, constituidas por una aglicona
(antocianidina) unida a un azucar por medio de un enlace glucosidico. La estructura quimica basica
de estas agliconas es el ion flavilio, el cual tiene la funcion de cation, (Badui, 2006).

Se han reportado alrededor de 635 antocianinas diferentes de las cuales seis tipos de
antocianinas son las mas frecuentes en plantas superiores. Como son la pelargonidina, peonidina,
cianidina, malvidina, petudinina y delfinidina. De estas estructuras podemos destacar la

pelargonidina, que es la responsable del color rojo, y la cianidina, que da el color magenta.

En latabla 11, se muestran los resultados obtenidos, en donde se obtuvieron como promedio 12.90,
8.99 y 14.72 mg/ 100 g con solvente acetona, etanol y metanol, respectivamente para el caso de
Fresa. Algunas otras investigaciones reportadas por Voca et al., (2014) encontraron un promedio
de 43.2 mg/100 g de Fresas, Debnath y Ricard en 2009, encontraron 35.1 mg/100 g de Fresas, Aaby
et al., 2012, de 8.5 a 65.9 mg/100 g de Fresas, Buendia et al., 2010 de 20.2 a 47.4 mg /100g, lo
cual muestra que se obtuvieron resultados por debajo de la esperado, lo cual puede ser determinado
por condiciones de almacenamiento, tratamiento de las muestras como congelacién, o exposicion
de los extractos a la luz por un periodo largo de tiempo.
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Tabla 11. Contenido total de antocianinas en Fresa y Zarzamora, los datos son expresados como el promediot

desviacién estandar, n=2.

Fresa Zarzamora
Estado de madurez
Acetona? Etanol? Metanol? Acetona? Etanol? Metanol?
2.51+1.18° 1.59+0.35P 12.03+0.24>  181.01+9.22° 323.41+1.65P 174.49+7.09°
1.84+0.47°¢ 0.75+0.35°¢ 3.68+0.24¢ 160.45+0.95°  299.51+18.44°  262.07+0.95°
Verde
24.07+0.47¢  22.73+0.47¢  10.78+0.12 11.20+0.71¢ 47.13+3.78¢ 68.36+3.07¢
28.16+0.59¢  18.64+1.30° 6.60+0.12¢ 16.71+0.00° 39.28+1.18¢ 99.78+0.24¢
16.71+1.18° 7.27+0.59° 14.37+0.47° 13.04+0.00° 177.67+0.71° 157.78+4.25°
20.98+0.59°¢ 6.85+0.00°¢ 22.40+0.71¢  125.69+4.25°¢ 196.89+6.15°¢ 96.27+0.95°¢
Sobremadura
7.44%0.12¢ 6.27+0.12¢ 26.32+1.304 74.21+3.314 99.61+26.00¢ 170.65+5.444
6.43+0.35° 9.78+0.83¢ 16.71+0.71®¢  129.20+2.60®°  133.04+18.91®¢  198.89+5.20°
Madura 7.97+0.95f 7.05+0.91f 19.58+0.20F  178.39+5.52f 316.73+7.64f 249.03+4.10f

@ Datos expresados en mg de cianidina-3-glucésido/ 100 gramos de frutilla fresca.
b Condicidn 48 h, -3° C; ¢Condicion 48 h, -18° C; 9 Condicidn 24 h, -3° C; ¢ Condicion 24 h, -18° C. f Condicion 36 h, -11° C.

De acuerdo con el Analisis de Varianza (ANOVA), con un valor p <0.05, las variables
significativas estadisticamente es el tiempo de reposo y una interaccion de tiempo de reposo con el
estado de madurez. Para acetona se obtuvo una mayor cantidad de antocianinas en estado verde y
tiempo de reposo de 24 horas, por otra parte, con metanol se obtuvo mayor extraccion en estado de
madurez sobremaduro, y tiempo de 24 horas, siendo este Gltimo solvente el que mayor afinidad
presentd con los componentes para la extraccion de las antocianinas, debido a que el caracter de la
molécula es polar, permitiendo tener solubilidad en alcoholes, acetona y agua, siendo los méas
comunes metanol o etanol.

Algunas de las antocianinas determinadas en los extractos de Fresa, son cianidina 3-rutinésido,
cianidina 3-glucésido, pelargonidina 3-glucdsido, pelargonidina 3-rutindsido y pelargonidina 3-
acetilglusosido, (Lopes et al., 2002).

En la Zarzamora se determin6 como promedio 1038.41, 225.59 y 652.97 mg/100 g, con
solvente acetona, etanol, y metanol. De acuerdo con lo reportado por otros autores, se ha
encontrado concentraciones de 70 mg/100 g de fruta fresca (Cer6n Bonilla, 2008), 79. 5 mg/ 100
g de fruta fresca (Yuksel y Koca, 2008), Pefia-Varela et al., en 2006 encontraron 40 mg/ 100 g de

fruta fresca, lo cual nos indica que estamos por arriba de la media esperada en el proceso de
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extraccion. De acuerdo con el Andlisis de VVarianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %
(p<0.05), el tiempo de reposo de 48 horas es la variable que mayor influencia tiene en el proceso.
Al realizar el comparativo entre los solventes utilizados se puede determinar que el que tuvo mayor
afinidad con las antocianinas presentes en Zarzamora es el etanol, seguido del metanol. Las
antocianinas que podemos encontrar en Zarzamora son derivados de la cianidina, como la
cianidina-3-glucdsido y la cianidina- 3-rutindsido. Encontrando mayor cantidad de antocianinas en

Zarzamora respeto a Fresa.

5.1.7 Determinacion de elagitaninos
Los elagitaninos son polifenoles bioactivos que son abundantes en algunas frutas, nueces y

semillas, como granadas, frambuesas, zarzamoras, fresas, nueces y almendras, (Amakura, 2000).
Los elagitaninos pertenecen al grupo de taninos hidrolizables, los cuales producen &cido
hexahidroxidifénico (HHDP), que lactoniza espontaneamente a acido elagico. Esta reaccion se ha
utilizado para la cuantificacion indirecta de elagitaninos, como moléculas equivalentes de la

cantidad de acido elagico presentes en el medio.

Tabla 12. Elagitaninos determinados en Fresa y Zarzamora frescas, los datos son expresados como el promedio £
desviacion estandar, n=3

Frutilla Estado de madurez
Verde? Madura?  Sobremadura?
Fresa 226.91+5.40 148.01+24.68 128.28+25.19
Zarzamora 82.71+6.56  50.06+13.12 79.31+7.17

a Datos expresado en mg de elagitaninos/100 g de frutilla fresca

La determinacion de elagitaninos se realizé en la frutilla fresca, los resultados son
expresados por triplicado, como se observa en la Figura 9 en conjunto con la Tabla 12, la mayor
cantidad de elagitaninos fueron determinados en Fresa, con 128.8- 226 mg/100 g de frutilla fresca,
Aaby, etal., en el afio 2012, reportaron 7.7-18.2 mg/ 100 g de elagitaninos en peso fresco. Hakkinen
y Torrénen, (2000) cuantificaron 52.2 mg/100 g de fruta fresca; Kaponen et al., (2007)
determinaron, 68.3-85.3 mg/100 g; Maattd y Torronen, (2004), 224 mg/100 g de fruta fresca;
Ké&hkonen et al., (2001), determinaron de 1 a 330 mg/100 g en peso fresco, Buendia et al., 2010 de
9.67 a 22.86 mg/100 g de fresa fresca.

Doctorado en Ciencias en Ingenieria Quimica 53




Resultados y discusion

250 4

150 A

100 4

50 4 1

Fresa Zarzamora
Frutilla

Elagitaninos (mg/ 100 g de Frutilla Fresca)

Figura 9. Cuantificacion de elagitaninos en Fresa y Zarzamora frescas. Los datos son expresados como el promedio

+ desviacién estdndar, n=3. Verde ( ® ), Madura ( ™ ), Sobremadura ( © ).

Los elagitaninos que pueden estar presentes en la Fresa y en la Zarzamora son los
denominados sanguiin H-6. Kahkonen et al., (2001), en su estudio se demostrd que los frutos de la
familia Rosaceae, del género Rubus y Fragaria, como es el caso de la Fresa y la Zarzamora, son
los que contienen mayor contenido de elagitaninos y acido elagico libre.

Bushman et al., (2004) reportaron el contenido de elagitaninos en diferentes especies de
Zarzamora, 30, 32 y 21 mg/100 g de fruta fresca. En esta investigacion se obtuvieron 82.71 mg/100
g de Zarzamora fresca. Ambas frutillas presentaron mayor cantidad de elagitaninos en estado de
madurez verde, lo cual es atribuido a que algunas pantas acumulan taninos, en este caso los
elagitaninos, para que protejan las partes vulnerables de la planta contra el ataque o la inactivacion
por virus, ademas de que inhiben el crecimiento de algunos microorganismos resistiendo el ataque

microbiano y siendo recalcitrantes a la biodegradacién, (Field y Lettinga, 1992).

5.1.8 Determinacion de la actividad antioxidante
Los métodos mas aplicados son ABTS™ y DPPH, ya que presentan estabilidad en ciertas

condiciones, el DPPH es un radical libre que puede obtenerse sin una preparacién previa, mientras
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que el ABTS* tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser quimica, enzimatica o
electroquimica, (Kuskoski et al., 2003).

Los resultados la actividad antioxidante indican que los extractos de Fresa fueron capaces
de atrapar los radicales DPPH y ABTS", independientemente del estado de la madurez, el tiempo
de reposo o la temperatura, para ABTS" se tuvo de 84-94 % de inhibicién, y para DPPH 80-97%

de inhibicién, como se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Determinacion de actividad antioxidante, a) DPPH en Fresa; b) ABTS en Fresa; c) DPPH en Zarzamora;
d) ABTS en Zarzamora. Los datos son expresados como el promedio + desviacion estandar, n=2. Acetona ( ® );
Etanol ( m); Metanol ( ® ); a (Verde, 48 h, -3° C); b(Verde, 48 h, -18° C); c (Verde, 24 h, -3° C); d (Verde, 24 h, -
18° C); e (Sobremadura, 48 h, -3° C); f (Sobremadura, 48 h, -18° C); g (Sobremadura, 24 h, -3° C); h (Sobremadura,
24 h, -18° C); i (Madura, 36h, -11° C).

Para Zarzamora, el porcentaje de inhibicion reportado para DPPH, fue de 76-86%, y para
ABTS 88-92%. Para DPPH, los factores evaluados en el proceso de extraccion no tuvieron
influencia sobre la actividad antioxidante, sin embargo, estadisticamente para ABTS*, de acuerdo

al Analisis de Varianza (ANOVA), el tiempo de reposo para el solvente acetona y etanol con un
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nivel de confianza del 95%, es la variable que mas influye en la actividad antioxidante, ademas, el
estado de madurez y la interaccién de tiempo de reposo y estado de madurez, son los factores

estadisticamente significativos, como se observa en el diagrama de Pareto en la Figura 11.
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Figura 11. Diagrama de Pareto estandarizado, a) acetona; b) etanol; c) metanol.

Para el solvente metanol, en la Figura 11, el estado de madurez, la temperatura, asi como
la interaccidn entre ambos, estadisticamente son los mas influyentes durante el proceso, el estado
de madurez en donde se obtuvo mayor actividad antioxidante es en sobremaduro, y la temperatura
de -18° C. Los compuestos que estan siendo medidos por la técnica de ABTS*, son de naturaleza
hidrofilica y lipofilica, (Antolovich et al., 2002).

Para determinar las moléculas involucradas dentro de la actividad antioxidante se realizé la
cuantificacion de la Vitamina C, que se muestra en la Tabla 13, debido a que es una molécula con
un alto poder antioxidante que se encuentra en grandes cantidades en los frutos rojos,

principalmente en la fresa.
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Tabla 13. Contenido de Vitamina C en Fresa y Zarzamora, los datos son expresados como el promedio + desviacion
estandar, n=3.

Frutilla Estado de madurez
Verde? Madura®  Sobremadura?
Fresa 47.61+0.06  78.95+0.02 94.46+0.07
Zarzamora 15.39+0.04  23.41+0.02 29.26+0.04

a Datos expresado en mg de acido ascérbico/ 100 g de frutilla fresca

Posteriormente se realizaron las correlaciones entre la actividad determinada en DPPH y
ABTS", con fenoles, flavonoides y Vitamina C. En el caso de la Fresa en donde la actividad
enzimatica no estd determinada por el estado de madurez, o condiciones de temperatura y tiempo
de reposo, se encontrd que la influencia de fenoles, flavonoides y vitamina C, se mantuvieron en
valores de correlacién muy similares, en diferentes estadios de madurez y de solventes. Para
acetona en DPPH, en estado de madurez verde la mayor correlacion encontrada es de R?=0.66 para
Vitamina C, seguida de R?=0.59 para fenoles, la cual en estado maduro una correlacion similar fue
encontrada para fenoles con R?=0.67, y en estado sobremaduro con R?=0.52, para el mismo
compuesto fitoquimico, lo cual da indicio de que la actividad antioxidante es determinada del
compuesto mayoritario activo en el estado de madurez correspondiente. Para acetona en ABTS, en
estado de madurez verde y maduro, se encontr6 gque la Vitamina C proporciona la mayor actividad
antioxidante con R?=0.84 y R?=0.89, respectivamente, y para el estado sobremaduro la actividad
fue proporcionada por fenoles, R?=0.87. Para Zarzamora por el método de DPPH, en el caso
particular del metanol, en los tres estados verde, maduro y sobremaduro, los flavonoides
proporcionan la actividad antioxidante los flavonoides, con R?=0.91, R?=0.91, y R?=0.88,
respectivamente. Para ABTS, en estado verde estd determinado por flavonoides con R?=0.80;

R2=0.99 para fenoles en estado maduro, y R?=0.93 para Vitamina C, en estado sobremaduro.

5.1.9 Actividad microbicida
La actividad microbicida para bacterias gram positivas se evalud sobre un cesped de S.

aureus, y para bacterias gram negativas sobre E. coli, en donde se utilizaron 10 antibidticos
diferentes, asi como los extractos de Fresa y Zarzamora. Como se muestra en la Tabla 14, todos
los extractos inhibieron el crecimiento de los microorganismos evaluados, se obtuvieron halos de

inhibicion de S. aureus de 7 a 11 mm con solvente acetona, de 7.5 a 20.5 mm con etanol y de 7.5
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a 16 mm con metanol en utilizando Fresa; por otra parte, para Zarzamora se obtuvieron halos de

10 a 25.5 mm con acetona, 8.75 mm a 21 mm con etanol, 7.5 a 15.5 mm con metanol.

Tabla 14. Actividad antimicrobiana (didmetro de la zona de inhibicién, mm) de extractos con solvente acetona, etanol,

metanol. Los datos son expresados como el promedio + desviacion estandar, n=3.

Solvente Acetona Etanol Metanol
Microorganismo / S. aureus E. coli S. aureus E. coli S. aureus E. coli
Corrida
1 9+0.0 8.5+0.07 9+0.14 11.5+0.49 9+0.14 11.5+0.07
2 9+0.0 11+0.14 10+0.14 12+0.0 9+0.0 9+0.14
3 8+0.0 13+0.0 7.5+0.07 8+0.0 9.5+0.35 8+0.0
4 9.5+0.07 125+0.64 9.5+0.07 10.5+0.21 8+0.14 14+0.14
: 5 9+0.14 10.5+0.07 20.5+0.07 14.5+0.07 9+0.14 11+0.0
£ 6 7.5+0.21 8.5+0.07 7.5+0.07 9+0.0 7.5+0.07 13+0.14
S 7 7+0.14 9.5+0.07 9.5+0.07 11+0.14  10.5+0.21  9.5+0.49
A 8 11+0.42  18.5+0.35 10+0.0 14+0.14 12+0.14 12+0.0
9 10+£0.14  13.5+0.21  7.5%0.07 21+0.28 16+0.0 10.5+0.21
10 9+0.28 10+0.28 8.5+0.07 9.5+0.07 8+0.0 8.5+0.07
11 8+0.14 11+0.14 9.5+0.21 8+0.14 9+0.14 9+0.0
Microorganismo / S. aureus E. coli S. aureus E. coli S. aureus E. coli
Corrida
1 145+0.21 11.5+0.07 21+0.4 11.5+0.21 9+0.0 16.5+0.07
2 15+0.28  16.5+0.49 11.5+0.07 14+0.28 10.5+0.07 12+0.28
Z 3 13+0.14 14+0.14 12+0.0 15.5+0.35 12+0.0 13+0.0
A 4 13+0.0 14+0.28 11+0.14  14.5+0.07 11+0.0 12+0.14
R 5 14.5+0.07 15+0.0 10+£0.14  15.5+0.07 10.5+0.07 13+0.0
i 6 18.5+0.21 10.5+0.07 16+0.14  24.5+0.07 10.5+0.07 11+0.14
M 7 21.5+0.49 155+0.07 14.5+0.07 7+0.14 11.5+0.07 7+0.0
o 8 25.5+0.07 10.5+0.07 15.5+0.07 8+0.42 12.5£0.07 6.5+0.07
R 9 15.5+0.07 10.5+0.07 16+0.14 14.2+0.21 15.5+0.07 12+0.14
A 10 15.5+0.07 13+0.0 8.75+0.11 14.5+0.07 9+0.14 15+0.14
11 10+£0.14  13.5+0.07 19+0.14 15+0.28 7.5+0.07 10+0.28
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Para E. coli, se presentaron halos de 8.5 a 18.5 mm para acetona, de 8 a 21 mm para etanol,
de 8 a 14 mm, para metanol utilizando Fresa, (Figura 12 f). Utilizando Zarzamora, el tamafio de
los halos reportados, comprendieron de 10.5 a 16.5 mm con solvente acetona, de 7 a 24.5 mm
etanol y de 7 a 16.5 mm para metanol, (Figura 12. La actividad de los extractos se considera
bactericida. Para ambos microrganismos los mejores halos de inhibicion se presentaron en los
extractos cuyo solvente fue etanol utilizando como fuente de fotoquimicos Zarzamora.

Los extractos de Fresa que inhibieron el crecimiento de S. aureus, tuvieron un halo de
inhibicion que supero a antibidticos de amplio espectro como son: penicilina 10 mcg, cefalotina 30
mcg, dicloxacina 1 mcg, y de bajo espectro supero el halo de ampicilina 10 mcg, (Figura 12). Por
su parte, los extractos obtenidos de Zarzamora presentaron un halo de inhibicién mayor que

penicilina 10 mcg, dicloxacina 1 mcg, y ampicilina 10 mcg (Figura 12).

Figura 12. Halos de inhibicidn obtenidos con extractos de Zarzamora contra E. coli, utilizando tres solventes: a)
Acetona, b) Etanol y ¢) Metanol, y halos de inhibicién obtenidos con extracto de Fresa contra S. aureus, utilizando

tres solventes: d) Acetona, €) Etanol y f) Metanol.

Para E. coli, los extractos de Fresa y Zarzamora inhibieron su crecimiento, ademas, el halo
generado supero a los antibidticos como ciprofloxacina 5 mcg, ampicilina 10 mcg, y
nitrofurantoina 300 mcg para ambas frutillas.

Reyes Pijallo. en el 2017 realizé un estudio en frutos rojos en donde obtuvo halos de
inhibicion desde 6 y hasta 19 mm, como podemos observar los halos que obtuvimos se encuentran

Doctorado en Ciencias en Ingenieria Quimica 59




Resultados y discusion

dentro de este intervalo y algunos superar los 19 mm, esto se atribuye a las diferentes sustancias
presentes en frutos rojos (arandano, mortifio, capuli, fresas, moras, entre otras) como flavonoides,
flavonas, isoflavonas, estos compuestos tienen funciones de defensa en la planta, como agentes

antimicrobianos, proteccion contra herbivoros, radiacion UV (Weiss, et al 2002).

5.2 Obtencion de acido elagico por degradacion enzimatica de elagitaninos

5.2.1 Screening de cepas de levaduras no-convencionales
Se realizaron medios de cultivo solido YPD, de los cuales se les agregd acido tanico a

concentraciones de 1%, 2% Yy 3% para 15 cepas de levaduras y se evalud su crecimiento de manera

cualitativa (positivo o negativo).

Tabla 15. Screening de 15 levaduras sembradas en medio solido de YPD, con concentraciones de 1%, 2% y 3% de
acido tanico. (+) para crecimiento positivo y (-) para crecimiento negativo, n=2.

Concentraciones

Microorganismos

YPD 1% 2% 3%
P. pastoris + + + +
P. kluyveri + + + +
D. hansenii PYC 2968 + + + +
D. hansenii (Y7426) + - - -
D. hansenii (ISA1507) + - - -
D. hansenii (ISA1508) + - - -
D. hansenii (ISA1509) + - - -
D. hansenii (ISA 1510) + + + +
C. tropicalis + - - -
C. utilis + + + +
C. shehatae + - - -
C. dubliniensis + - - -
C. parapsilosis + + + +
I. terricola + + + +
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De las cepas evaluadas, se han obtenido valores positivos de crecimiento sobre los cuatros
medios para siete cepas de levaduras como se muestra en la tabla 15. De todas las evaluadas se
observo crecimiento en las distintas concentraciones de inductor para las cepas C. parapsilosis, P.
Kluyveri, C. utilis, D. hansenii, D. hansenii ISA1510, I. terricola y P. pastoris, se observo un
cambio de coloraciéon del medio, iniciando por una coloracién verde la cual fue seguida de un
oscurecimiento completo producto de la degradacion del &cido tanico para la formacion de &cido
galico el cual es de una tonalidad verde que mediante reacciones de oxidacion con el oxigeno forma
galato el cual es de tonalidad marron, esto sirvio como indicador cualitativo de la capacidad

hidrolitica de taninos para las cepas evaluadas (Figura 13).

Figura 13. Cribado para le evaluacién cualitativa de tanasa en las cepas: a) C. parapsilosis, b) P. kluyveri, c) C.

utilis, d) D. hansenii, €) D. hansenii ISA1510 f) P. pastoris, n = 2.

De esta manera se comprueba que dos especies del género Candida, dos especies del género

Debaryomyces, dos especies del género Pichia, asi como una especie del género Issatchenkia
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presentan crecimiento en medios con acido tanico que es un indicativo de posible actividad

enzimatica de tanasa.

5.2.2 Cinéticas de crecimiento de levaduras no-convencionales productoras de tanasa
Las cinéticas comenzaron con una concentracion inicial de 3x10° cel/mL, y se detuvieron a

las 32 horas, en donde se observé el comienzo de la fase de muerte de los microrganismos. El
objetivo de las cinéticas de crecimiento es determinar las fases de crecimiento caracteristicas de las
levaduras.
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Figura 14. Cinética de crecimiento celular de D. hansenii PYC ISA 1510, a) YPD control ( —*— ), b) 1% de acido

tanico ( =), ¢) 2% de 4cido tanico ( —®), d) 3% de &cido tanico( =+ ).

En la Figura 14, se muestra la cinética de crecimiento de D. hansenii PYC ISA 1510, en el

inciso a) se muestra el crecimiento celular del medio de YPD que fue utilizado como control,
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observando el inicio la fase estacionaria a la hora 8, al igual que los medios con b)1%; c) 2% y d)
3%. Se puede observar que la fase de adaptacion del microorganismo es menor en la concentracion
de 0% o control y de 1% de inductor durando 2 horas, mientras que para 2 y % de inductor la fase
de adaptacion se prolongd hasta las 4 horas.

Las cinéticas de crecimiento mostraron un comportamiento tipico de cepas de levaduras en
donde podemos destacar la determinacion de la fase estacionaria, cuya importancia de este punto
radica en que durante la fase exponencial las enzimas se producen en pequefias cantidades y se

acumulan en esta fase.

Tabla 16. Tiempo de duplicacion (tp) y velocidad especifica de crecimiento (L1) de las levaduras en medio YPD y en
medios con concentraciones de acido tanico (1%-3%). Los datos se presentan como el promedio + desviacién
estandar, n=2.

Levadura YPD Acido tanico (19%) Acido tanico (2%)  Acido tanico (3%0)
py  toh) phh) th) phh) wh)  uhh) o)
D. hansenii PYC 2968 0.30+0. 1.64+0. 0.28+0. 1.72+0. 0.26+0. 1.98+0. 0.21+0. 2.33

07 11 06 10 08 10 05 +0.14

C. utilis 0.30+0. 1.68+0. 0.22+0. 2.31+0. 0.20+0. 2.80+0. 0.21+0. 2.74+0.4
09 05 07 14 08 41 08 1

C. parapsilosis 0.23+0. 2.07+0. 0.21+0. 2.27+#0. 0.21+0. 2.28+40. 0.14+0. 3.53+0.1
05 18 02 44 02 50 03 8

P. kluyveri 0.21+0. 2.38+0. 0.17+0. 1.77#0. 0.15#0. 2.03+0. 0.12+0. 2.08+0.5
00 68 02 18 02 30 01 5

I. terricola 0.24+0. 2.09+0. 0.26+0. 1.20+0. 0.25#0. 1.36+0. 0.24+0. 1.74+0.6
00 57 04 16 06 33 09 4

P. pastoris 0.26+0. 1.98+0. 0.24+0. 2.01+0. 0.28+0. 1.79+0. 0.25+0. 1.89+0.1
08 06 06 09 08 01 05 7

D. hansenii PYC ISA 0.16x0. 3.07+0. 0.16x0. 1.85+#0. 0.15+0. 1.95+0. 0.15+0. 2.03+0.0

1510 02 50 00 04 00 00 00 4

Hubo una disminucién de la concentracién celular conforme aumentaba la concentracion
de acido tanico, sin embargo, estos datos se encuentran dentro de los valores reportados para

levaduras no-convenciones como son C. shehatae, C. guilliermondii, y S. kluyveri, con velocidades
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medias de crecimiento de 0.32 + 0.01 h*, 0.30 + 0.07 h'y 0.19 + 0.02 h, respectivamente,
(Gonzélez-Hernandez et al., 2015).

Se aprecia que al aumentar la concentracion de inductor la concentracion celular disminuye,
lo cual se presentd en el resto de las levaduras, por lo cual fue evaluado el tiempo de duplicacion
(to) y la velocidad especifica de crecimiento (u), que se muestra de manera comparativa en la Tabla
16 para poder comparar el comportamiento de las levaduras en medios liquidos con &cido tanico
respecto al blanco.

Como se observa la velocidad media de crecimiento disminuye conforme aumenta la
concentracion de acido tanico, para D. hansenii PYC 2968, C. utilis, C. parapsilosis y P. kluyveri,
para el caso de I. terricola y P. pastoris la diferencia disminuye entre las concentraciones de acido
tanico y el control YPD, y por ultimo para D. hansenii PYC ISA 1510, no existe diferencia
significativa entre las concentraciones evaluadas, lo cual no da un indicio que el sustrato fue
metabolizado de mejor forma, sin embargo, el parametro que nos da la informacion como indicador
del metabolismo de las levaduras, siendo usado para comprobar el efecto ya sea, positivo o
negativo, de un sustrato sobre los microorganismos es el tiempo de duplicacion, para las cepas D.
hansenii PYC 2968, C. utilis, C. parapsilosis, el tiempo de duplicacion fue creciendo conforme
aumentaba la concentracion de acido tanico, siendo un efecto positivo del mismo sobre el
metabolismo del microorganismo. P. kluyveri e 1. terricola el tiempo de suplicacién disminuye al
aumentar la concentracién de acido tanico, indicativo de que le metabolismo de las levaduras tiene
un efecto positivo para procesar el acido tanico, y por altimo D. hansenii PYC ISA 1510 y P.
pastoris, las cuales son levaduras que no presentan diferencia en los valores del tiempo de
duplicacion respecto al control, indicando que su metabolismo esta procesando las moléculas de

acido tanico con mayor normalidad que las otras cepas de levadura.

5.2.3 pH de levaduras no-convencionales como productoras de enzima tanasa
La variacion del pH extracelular, correspondientes a cada una de las levaduras no-

convencionales en medio YPD se muestras en la Figura 15 (a). En la Figura 15 (b), se muestra los
resultados del pH extracelular cuantificados en D. hansenii PYC 2968, con las tres concentraciones
de inductor y el control, se aprecia que el &cido tanico influyo en el pH inicial de cada medio,
disminuyendo conforme aumenta la concentracion de este, ademaés, el mecanismo de acidificacion

del medio se llevo a cabo de la misma forma que sin inductor, por lo cual se descarta que tenga un
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efecto secundario sobre la membrana plasmatica. Esta tendencia fue encontrada en las seis

levaduras restantes.

pH

68 7 b
6.6 -
6.4 -
6.2 -
6.0

5.8

5.6 1

5.2 1
5.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tiempo (h)

Figura 15. Cambios de pH durante las fermentaciones, (a) Medio YPD, P. pastoris ( =*= ), D. hansenii PYC 2968 (

=), D. hansenii PYC ISA 1510 ( — ), C. utilis ( =), P. kluyveri (%), I. terricola ( —*-), C. parapsilosis (
—*— ). (b) D. hansenii PYC 2968, YPD control ( —#— ), b) 1% de &acido tanico ( =*), ¢) 2% de acido tanico (—%),

d) 3% de &cido tanico( —+).

Para el caso del pH durante el proceso de la fase logaritmica este comienza siendo
constante, conforme avanza hacia la fase exponencial este disminuye, se vuelve a tornar casi
constante en la fase estacionaria. La disminucion del pH en la fase exponencial esta relacionado a
la actividad de la ATPasa de protones de la membrana plasmatica, la cual participa en la regulacién
del pH interno mediante el bombeo de protones al exterior de las células (Gonzalez-Hernandez et

al., 2015). El intervalo de pH en el que se encuentra el medio para las cuatro concentraciones
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diferentes es el Optimo para la tanasa, ya que se ha reportado que su maxima actividad se presenta
en valores de pH acidos (4.3 -6.5), siendo estables entre 3 y 7, con un punto isoeléctrico que va de
4.3 a 5.1, (Ramirez-Coronel et al., 2003). Barthomeuf et al., (1994), determino que el pH con
valores menores gque 3.5 la enzima es inestable, mientras que a valores por encima de 5.0 se lleva
a cabo la hidrolisis del sustrato y la difusion de la enzima en el medio. Lo cual nos indica que la
enzima determinada en esta investigacion es extracelular, ademas de que no requirid un

rompimiento celular para su determinacion espectrofotométrica.

5.2.4 Azucares reductores cuantificados en las cinéticas de levaduras no- convencionales
productoras de tanasa
El consumo de azUcares reductor se llevd a cabo de la forma esperada en los medios de

YPD y con concentracion de 1% de &cido tanico para todas las levaduras,

25 a)
20

15 A

25 b)

Aziicares reductores (g L)

20

15 -

10 -

0 T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Tiempo (h)

Figura 16. Consumo de azlcares reductores de las cepas: a) D. hansenii PYC ISA 1510y b) C. utilis, YPD control (

—®— ), 1% de &cido tanico ( =* ), 2% de &cido tanico (—®), 3% de &cido tanico ( =% ).
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Sin embargo, se observd un comportamiento diferente para 2% de acido tanico de la
levadura D. hansenii ISA 1510, que se muestra en la Figura 16 a), en donde hasta la hora 20 de
muestra un consumo progresivo.

Para el caso de los medios de fermentacidon con 3% de inductor, se puede observar en la
Figura 16 b), para C. utilis y 3 a) D. hansenni ISA 1510, que no existe una disminucién significativa
de la glucosa presente en el medio, llegando a observar valores casi constantes que fluctdan cerca
de los 15 g/L.

El comportamiento del consumo de azucares reductores se atribuye a la reaccion general
de hidrdlisis de la tanasa sobre la molécula de &cido tanico, en la cual da como producto nuevas
moléculas de &cido galico y una de glucosa por cada molécula de sustrato, lo cual puede explicar
que no decrezca la cantidad de azlcares en el medio en las fermentaciones con mayor concentracion
de inductor. Doi et al (1973) encontré que al adicionar pequefas cantidades (0.5%) de glucosa en
el medio con &cido tanico como inductor se obtuvo mayor cantidad de tanasa extracelular. Se
probaron también diferentes fuentes de nitrégeno y cuando se usé fosfato mono basico de amonio
(NH4) H2PO4 se obtuvo la mayor produccion de tanasa extracelular después de 40 h de cultivo

(Garcia-Pefia, 1996), dichas fuentes fueron utilizadas durante esta investigacion.

5.2.5 Actividad enzimética de tanasa
Como se observa en la Figura 17, para P. pastoris, (a) utilizando la técnica de metil galato,

y (b) con la técnica de rodamina, se muestra que, al aumentar la presencia de acido tanico en el
medio, la expresion de la enzima se amplifica, siendo nula en los medios de YPD. Se puede
observar que la tendencia en ambos métodos se mantiene, aumentando la actividad enzimatica
conforme aumenta la concentraciéon de inductor, sin embargo, la técnica de metilgalato calcula
valores de actividad enzimatica menores, esto puede deberse a la estabilidad de la técnica respecto
a la de rodamina. Durante esta investigacion con la metodologia de rodamina, la actividad
enzimatica comenzo alrededor de las 2 h de fermentacion, conforme aumentaba la concentracion
de acido tanico en el medio la actividad también aumentaba, los valores mas alto se presentaron en
la cepa P. pastoris, con 0.4934 a las 32 h, 0.6987 a las 24 h y 1.57 a las 12 h umol/min mg de
proteina para 1%, 2% y 3% de acido tanico respectivamente, después se presentaron los valores de
D. hansenii ISA1510 con la mé&xima actividad a las 12 horas de fermentacion con 3% de inductor,

presentando 1.1354 umol/min mg de proteina, seguido de 0.9829 umol/min mg de proteina a las
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16 horas con 2% de inductor, y por ultimo 0.3559 umol/min mg de proteina con 1% de &cido
tanico. Para C. parapsilosis se obtuvieron valores de 1.2596 umol/min mg de proteina con 12 horas
de fermentacion con 3% de &cido tanico, a las 32 horas de fermentacion con 2% de inductor se
obtuvo 0.7662 wmol/min mg de proteina, los méximos valores de actividad enzimatica que presentd
D. hansenii PYC 2968 para 1%, 2% Yy 3% de &cido tanico fueron 0.3342, 0.7100 y 1.0528 umol/min
mg de proteina, respectivamente con 24 horas de fermentacion para los 3 casos. C. utilis obtuvo 1,

0.5848 y 0.2780 umol/min mg de proteina, para los medios con 1%, 2% y 3%, respectivamente
con 28 horas de fermentacion.

1.8 -
a)
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Figura 17. Actividad enzimética de tanasa para la levadura P. pastoris, a) método de metil galato; b) rodamina. YPD

control ( —#— ), 1% de acido tanico ( =*), 2% de &cido tanico ( —®), 3% de &cido tanico (™).

P. kluyveri con 28 horas de fermentacion, para fermentaciones con 1%, 2% y 3% de

inductor, 0.9220, 0.9330 y 0.9805 umol/min mg de proteina, respectivamente, y por ultimo fueron
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los valores obtenidos utilizando I. terricola con 0.8251 umol/min mg de proteina con 1% de
inductor con 28 horas de fermentacion, 0.6142 umol/min mg de proteina con 2% de &cido con 28
horas, y 0.7559 umol/min mg de proteina con 3% de inductor y 32 horas de fermentacion.

En la figura 18, se presenta un grafico de barras con la finalidad de comparar la actividad
enzimaética de las 7 levaduras utilizando los dos métodos espectrofotométricos, a) rodamina y b)
metil galato, los datos estan expresados como el promedio de las 10 mediciones realizadas a lo
largo de la cinética, determinando con metil galato que las levaduras con mayor actividad
enzimatica son: D. hansenii PYC 2968, D. hansenii PYC ISA1510 y C. parapsilosis, mientras que
P. kluyveri e I. terricola, tuvieron la menor actividad. Para la técnica con rodamina, los valores
obtenidos son de magnitud mayor, indicando que el método tiene mayor estabilidad, destacando
D. hansenii PYC ISA1510, P. pastoris y C. parapsilosis, al igual que con metil galato P. kluyveri e

I. terricola, tuvieron la menor actividad.
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Figura 18. Comparacion de los métodos de la actividad enzimatica de tanasa determinada con: a) rodamina: 1% de
acido tanico ( ®-), 2% de 4cido tanico ( ™ ), 3% de 4cido tanico ( " ); b) metil galato: 1% de acido tanico ( I:l), 2%

de 4cido tanico (&), 3% de 4cido tanico ( 0 ).

La generacion de glucosa y acido galico por medio de la hidrolisis fue la base para la

determinacion de la actividad enzimatica, el primer método con rodamina reacciona con el acido
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galico presente en el medio formando un compuesto de color rosado, siendo estable después de su
formacion por al menos 40 minutos, independientemente de la concentracion de &cido gélico,
(Sharma et al., 2000). El segundo método, detecta el acido galico producto del de la ruptura del
enlace entre la molécula del &cido y el radical metil, que conforman el metil galato, formando un
complejo de color naranja facilmente degradable.

En los noventas se le atribuia principalmente la produccion de la enzima tanasa las especies
fangicas, a partir del afio 2000 se comenzaron los estudios demostrando que la produccién de la
enzima también se llevaba a cabo por bacterias y levaduras. De la misma forma se determino que,
dependiendo del microorganismo y de las condiciones de fermentacion es producida de manera
inducible o constitutiva. Los mecanismos de induccion y represion no estan claros y existe cierta
controversia acerca del papel que juegan algunos compuestos en su regulacién (Aguilar et al., 2001;
2001%). Knudson (1913) report6 que la produccion de tanasa sélo ocurre en presencia de acido
tanico, dando como productos finales de la hidrdlisis, el &cido galico y la glucosa. Posteriormente
Seiji et al., (1973) observaron la produccion de tanasa cuando el microorganismo crece solamente
sobre glucosa. Por otra parte, Siegenthaler et al., (1997) demostraron que Aspergillus japonicus
produce tanasa de manera constitutiva cuando crece en un medio con azucares simples o complejos,
pero que la produccion de la enzima se duplicé cuando crecié con &cido tdnico como Unica fuente
de carbono. Comparando los resultados con investigaciones previas se encontrd que para bacterias
Lactobacillus plantarum de las cepas ATCC14917, CNRZ 184,y 61 D, se reportaron actividades
de tanasa de 0.0057+0.0002, 0.0008+0.0001, <0.0001 U/mL, respectivamente, (Nishitani y Osawa,
2003); para especies fungicas como Aspergillus cepa Aa20 se han reportado de 0.62 a 1.30 U/mL,
(Garcia-Pefia, 2006). La cepa Aspergillus sp. GM4 present6 valores de actividad enzimética de
0.13+0.04 a 1.44+0.43 U/mg de proteina, (Souza et al., 2015). Shi et al., 2005, encontraron
actividad de tanasa en la cepa C. uilis con valores de 32 U/cm?® con 9 dias de fermentacion. Zhong
et al., (2004) clonaron y expresaron el gen de tanasa proveniente de A. oryzae en la levadura P.
pastoris, obteniendo cantidades de 7000 U/L de tanasa extracelular con 96 h de fermentacion. Se
puede observar que la actividad en las bacterias antes mencionadas es menor a la que se determind
durante esta investigacion, los valores obtenidos en las fermentaciones con Aspergillus cepa Aa20
y Aspergillus sp. GM4, son similares a los que se obtuvieron con P. pastoris y D. hansenii ISA1510
y los valores obtenidos en C. utilis con 9 dias de fermentacion haciendo una extrapolacion de los

datos se podria llegar a esos valores al aumentar el tiempo de proceso.
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De acuerdo con la investigacién realizada por Beverini y Metche en 1990, determinaron
que la actividad de la enzima tanasa se lleva a cabo de dos formas: despolimerasa y esterasa, en el
primer caso actua sobre el enlace éster entre la glucosa y el acido galico dando como productos
glucosa, acido galico y algunos intermediarios. En el segundo caso, actla sobre el enlace ester del
acido tanico metilado, obteniendo &cido tanico y metanol. Las pruebas con rodamina que detecta
la presencia de &cido galico y la constante presencia de glucosa en los medios de fermentacion
determinados por DNS, nos indican que la enzima tanasa producida por las levaduras es
despolimerasa. La tanasa es una enzima inducible (Doi et al, 1973, Beverini y Metche, 1990), y

completamente extracelular. (Lenkha y Lonsane,1994; Chatterjee et al, 1996).

5.2.6 Evaluacion semi-cuantitava de la actividad celulolitica
Teather y Wood en 1982, observaron que el rojo congo podia ser usado en los ensayos para

evidenciar la hidrélisis de polisacéridos debido a que el colorante forma complejos con las
moléculas aun no hidrolizadas, facilitando la diferenciacion entre microorganismos celuloliticos y
no celuloliticos por la formacién de zonas de aclaramiento alrededor de las colonias. Para esta
técnica se utiliza como indicador, la degradacién del colorante rojo congo, debido a que este es
adsorbido so6lo por largas cadenas de polisacaridos, formando un halo de degradacion de color
blanco alrededor de la colonia, caracteristico de este tipo de enzimas, (Pointing, 1999; Zhang et al.,
2006).

Dicha coloracién fue observada en los cultivos realizados en medios con rojo Congo, figura
no mostrada, la secrecion de enzimas celuloliticas generaron zonas de color blanco, en mayor
medida fueron las cepas C. parapsilosis y P. kluyveri seguidas de D. hansenii PYC ISA 1510, I.
terricola y C. utilis, sin embargo, no es fiable este resultado debido a que la zona dificilmente

puede ser medida porque la levadura esta sembrada de forma estriada, (Figura 19).
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Figura 19. Prueba semi-cuantitativa Rojo Congo. a) P. pastoris, b) D. hansenii ISA1510, c¢) C. parapsilosis, d) C.
utilis, €) P. kluyveri, f) I. terricola, g) D. hansenii PYC 2968.

Por lo cual se realiz6 la inoculacion de las levaduras en el centro, se muestra en la Figura
20, utilizando una concentracion inicial de 1x10’ cel/mL, para obtener un halo indicando la
degradacion del polimero, y que sea medible, los resultados obtenidos indicaron que la mejor
actividad celulolitica la presento I. terricola con 9.60 mmz+0.04, seguida de P. kluyveri, C.
parapsilosis, y C. utilis, con 9.20+0.05, 8.67+£0.03 y 8.57 mm=0.04, respectivamente.
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Figura 20. Halo de degradacion utilizando la técnica de Rojo Congo. a) P. pastoris, b) D. hansenii ISA1510, c¢) C.
parapsilosis, d) C. utilis, e) P. kluyveri, f) I. terricola, g) D. hansenii PYC 2968.

Durante las 48 horas de incubacidn se observé C. parapsilosis, y C. utilis, crecieron en
menor tiempo respecto a las 6 levaduras restantes, siendo un indicio de la mejor adaptacion de las

cepas debido a la actividad enzimatica inducida, destacando que esta técnica solo es un método
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semi-cuantitavo, que nos apoya a tener un panorama relativo sobre las levaduras que pueden tener
mejor actividad enzimatica.

Los resultados obtenidos en la investigacion hecha por Lu et al., 2005, reportaron halos de
degradacion de 6.4 cm para bacterias mesoéfilas obtenidas de tallos de flores, y en esta investigacion
se obtiene aproximadamente el 15% comparados con bacterias degradadoras de celulosa. Sin
embargo, halos de degradacion de 0.2, 0.3 y 0.35 mm fueron reportados por Gaitan et al., 2007,
para bacterias degradadoras de celulosa aisladas de un cultivo de Dendranthema grandiflora, da la
pauta a considerar que a pesar de los hongos levaduriformes no se encuentran reportados con
actividad celulolitica, pueden metabolizar cadenas complejas de carbohidratos, llegando a ser

comparables con algunas cepas especificas degradadoras de celulosa.

5.2.7 Cinéticas de crecimiento de levaduras no-covencionales productoras de B-glucosidasa
Se observo gue el metabolismo de las levaduras analizadas se aceler6 al utilizar glucosa

como fuente de carbono, siendo un sustrato apto para su crecimiento, el cual fue corroborado con
la breve duracion de la fase exponencial, por su parte la fase de adaptacién para la levadura I.
terricola fue menor en comparacion con el resto de las levaduras. La fase estacionaria se presento
de manera general alrededor de la hora 12 con excepcion de las cepas D. hansenii PYC ISA 1510 e

. terricola, la cual se mostro en la hora 8, como se observa en la Figura 21 a.
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Figura 21. Crecimiento de las levaduras no-convenciones utilizando como fuente de carbono: a) glucosa, b) sacarosa,
¢) celulosa. P. pastoris ( =*—), D. hansenii PYCGS115 (——), D. hansenii ISA1510 (—*—), C. utilis (=), P.

kluyveri (—®= ), |.terricola ('), C. parapsilosis ( —¢—).

Para las cinéticas cuya fuente de carbono suministrada fue la sacarosa, se observa el
crecimiento similar al obtenido en las cinéticas realizadas con glucosa, se presenta una fase de
adaptacion corta pero la fase de crecimiento exponencial es mas prolongada respecto a las cinéticas
con glucosa. La fase exponencial inicia de manera general alrededor de la hora 2 y se llega a la fase

estacionaria en un tiempo cercano a las 12 horas. Figura 21b.
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El crecimiento de las levaduras en el medio con celulosa como fuente de carbono es menor
en comparacion con las otras fuentes de carbono estudiadas, como se aprecia en la Figura 21c. Se
observan fases de adaptacion y de crecimiento exponencial prolongadas para la mayoria de las
cepas, iniciando la fase estacionaria entre las horas 12 y 16. Esto indica una baja capacidad de
metabolizar esta fuente de carbono, por lo tanto, se requiere un analisis de los tiempos de
duplicacion y velocidad especifica que se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Tiempo de duplicacion (tp) y velocidad especifica de crecimiento () de las levaduras en medio con inductor

glucosa, sacarosa y celulosa respectivamente. Los datos se presentan como el promedio * desviacion estandar, n=2.

Levadura Glucosa Sacarosa Celulosa
p(h) to (h) p(h) to (h) p(h) to (h)
D. hansenii PYC 2968 0.30+0.07 1.64+0.11  0.12+0.02  2.51+0.40 0.08+0.00 3.76+0.08
C. utilis 0.30+0.09 1.68+0.05 0.20+0.02 1.52+0.16  0.10+£0.02  2.92+0.50
C. parapsilosis 0.23+0.05 2.07+0.18 0.15+0.01 2.04+0.08 0.12+0.01  2.55+0.31
P. kluyveri 0.21+0.00 2.38£0.68  0.20+0.00 1.51+0.01 0.07£0.00  4.47+0.00
I. terricola 0.24+0.00  2.09+0.57 0.22+0.01  1.38+0.04  0.10+0.00  3.16+0.00
P. pastoris 0.26+0.08  1.98+0.06  0.13+0.01  2.31+0.09 0.06£0.01  5.16+1.21
D. hansenii ISA1510 0.16+0.02  2.10£0.18 0.19+0.02 1.61+0.14 0.11+0.03  2.93+0.79

La velocidad especifica de crecimiento en los medios con glucosa, se mantienen en valores
similares y dentro el intervalo esperado, al cambiar de medio se puede observar la velocidad de
crecimiento comienza a disminuir. Por otra parte, el tiempo de duplicacion, el cual nos da la
informacion como indicador del metabolismo de las levaduras, siendo usado para comprobar el
efecto ya sea, positivo 0 negativo, de un sustrato sobre los microorganismos, de esta manera
podemos observar que para glucosa, D. hansenii PYC 2968, tuvo el menor tiempo de duplicacién
seguido de C. utilis y P. pastoris, en el caso de sacarosa, I. terricola tuvo mejor adaptacién al
medio, sequida de P. kluyveri y C. utilis, y por ultimo para los medios con celulosa las tres
levaduras mejores adaptadas fueron: C. parapsilosis, C. utilis e I. terricola son las levaduras que
metabolizan las tres fuentes de carbono con los mejores tiempos, lo cual nos indica que pueden
utilizarse en procesos de degradacion con fuentes de carbono méas complejos teniendose efecto

positivo.
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5.2.8 pH de levaduras no-convencionales como productoras de enzima B-glucosidasa
El potencial de hidrogeno (pH) es un indicador de la actividad metabolica llevada a cabo

por la célula. Los cambios de pH en los medios con glucosa y sacarosa (Figura 222 y 22b,
respectivamente) tienen un comportamiento similar en el que el crecimiento celular provoca una
disminucion del pH, el cual se puede deber a la liberacion de protones, de acidos organicos al medio
de fermentacion, asi como, a que la levadura toma los nitrégenos de los aminoacidos organicos,
cambiando su caracter anfotero a acido, (Gonzalez-Hernandez, et al., 2015) y una subsecuente

estabilizacion en el pH de los sistemas de homeostasis de la levadura (Serrano, et al., 1986).

a) 8 1

b) 8 1

pH

c) 8§
7
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0 4 8 12 16 20 24 28 32
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Figura 22. Potencial de hidrogeno monitoreado durante las cinéticas de las levaduras no-convenciones utilizando
como fuente de carbono: a) glucosa, b) sacarosa, c) celulosa. P. pastoris ( =%=), D. hansenii PYC 2968 (——), D.

hansenii ISA1510 (—*—), C. utilis (—*—"), P. kluyveri (~® ), . terricola ( —*'), C. parapsilosis ( —¢—").
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La cepa C. utilis mostrd una acidificacion constante de los medios con glucosa y sacarosa
durante todo el desarrollo de la cinética, de manera contraria a lo observado en los medios con
glucosa y sacarosa, las fermentaciones llevadas a cabo con celulosa como fuente de carbono
mostraron una ligera tendencia a la acidificaciobn para consecuentemente observarse una
alcalinizacién significativa de los medios de fermentacion (Figura 22c).

Dicha tendencia se debe a la formacidn de un complejo intermedio entre el ion hidrégeno
y un atomo de oxigeno de la cadena glucosidica, atrapando los protones libres en el medio,
provocando la alcalinizacion del medio. Esta estructura intermedia es el paso previo a la
degradacion hidrolitica de la molécula de celulosa, en moléculas mas simples. La alcalinizacion
se observo principalmente con las cepas C. utilis y P. kluyveri, donde los valores de pH al finalizar
aumentaron 0.9 y 0.8 unidades en comparacion con el valor inicial respectivamente. Ademas, el
pH alcalino con valores entre 6 y 7.5, ha sido reportado como el intervalo 6ptimo para la produccion
enzimatica, siendo una de las dos variables que tienen mayor influencia sobre la actividad,
(Granados y Valderrama, 2003).

5.2.9 Azucares reductores cuantificados en cinéticas de crecimiento de levaduras no-
covencionales productoras de B-glucosidasa
El analisis de los azucares reductores muestra comportamientos significativamente

diferentes en cada uno de los sustratos evaluados. Para los medios suministrados con glucosa se
observa su disminucion en todas las cepas (Figura 23%). Por el contrario, para los medios de
sacarosa y celulosa, no es posible determinar la concentracion de azlcares por esta técnica, ya que

no se trata de azucares reductores.
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Figura 23. Determinacion de azcares reductores de levaduras no-convenciones utilizando como fuente de carbono:
a) glucosa, b) sacarosa, c) celulosa. P. pastoris ( —%—), D. hansenii PYC 2968 (——), D. hansenii ISA1510 (—*—

), C. utilis (=), P. kluyveri (~®= ), I. terricola (—®—'), C. parapsilosis ( —¢—).

Sin embargo, para las fermentaciones con sacarosa como fuente de carbono muestran un
aumento paulatino en la concentracién y su consecuente disminucién hasta el final de la
fermentacion, lo cual se atribuye a la descomposicion de la sacarosa en los azlcares reductores
fructosa y glucosa, siendo visible en las cepas D. hansenii ISA1510, P. kluyveri y C. utilis, donde
el aumento de azucares reductores se observa hasta la hora 8 para D. hansenii ISA1510 y la hora

12 para P. kluyveri y C. utilis como se observa en la Figura 23b.

5.2.10 Actividad enzimatica de B-glucosidasa
La actividad enzimatica se realizo en base a la cuantificacion de p-nitrofenil, liberado por

la reaccion de las enzimas sobre el enlace glucosidico de la molécula 1-3-B-D-glucopiranésido.
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Como se observa en la Figura 242, la actividad enzimatica en medio de crecimiento con glucosa,
P. pastoris mostré mayor actividad enzimatica respecto al resto de las levaduras, comenzando en
la hora 12 con 0.1044+0.00 umol/ min mg de proteina con un maximo de 0.1682+0.00 umol/ min
mg de proteina a las 28 horas, seguida de C. parapsilosis, con un maximo en la hora 28, con
0.0768+0.0103umol/ min mg de proteina. Como se menciond anteriormente, la maxima actividad
enzimatica se presentd en la hora 28, a continuacion, se indican los microorganismos en orden de
descenso respecto a la actividad presentada: C. utilis 0.0734+0.00; D. hansenii PYC ISA 1510
0.0548+0.0047; 1. terricola 0.0544+0.0000; D. hansenii PYC 2968 0.0523+0.0072; P. kluyveri
0.0512+0.000 pmol/ min mg de proteina.

En la figura 24b), se muestran las actividades enzimaticas correspondientes en medio con
sacarosa, en donde la mayor actividad enzimatica la presentd C. utilis y P. pastoris, las dos
levaduras presentaron un comportamiento similar, teniendo un aumento considerable en la hora 20
con 0.0481+0.0048 y 0.0506+0.0141 registrando sus maximos en 28 horas, con 0.0657+0.0214 y
0.0635+0.0027 umol/ min mg de proteina, respectivamente. de estos microorganismos siguieron:
I. terricola 0.0558+0.0659; D. hansenii PYC 2968 0.0516+0.0102; P. kluyveri 0.0468+0.0150; D.
hansenii PYC ISA 1510 0.0365+0.0162; C. parapsilosis 0.0162+0.0036 umol/ min mg de proteina.

Las levaduras no convencionales evaluadas, metabolizaron la celulosa, sin embargo, C.
utilis, es la Unica que present6 actividad enzimatica destacada, comenzando a partir de la hora 20
de fermentacion con 0.0145+0.01 umol/ min mg de proteina, presentando del maximo a la hora 28
con 0.1129+0.1349 umol/ min mg de proteina, en estos resultados destacan C. parapsilosis,
comenzando en la hora 20 con 0.0211+0.0038 y con el maximo en la hora 24 con 0.0412+0.0269
umol/ min mg de proteina, I. terricola, P. kluyveri y P. pastoris, presentaron al maximo expresion
enzimatica en la hora 20, y 28, con 0.0340+0.00, 0.0189+0.00, y 0.0077+0.0042umol/ min mg de
proteina, respectivamente, y por ultimo con su maximo en la hora 28 D. hansenii PYC ISA 1510
con 0.0071+0.0029 y D. hansenii PYC 2968 con 0.0038+0.0009 pumol/ min mg de proteina. Los
resultados obtenidos favorecen a las levaduras del género Candida y Pichia, como productoras de
B-glucosidasa, las cuales han sido reportadas con actividad intracelular y extracelular, (Rosi, et al.,
1994).
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Figura 24. Determinacion de actividad enzimatica de levaduras no-convenciones utilizando como fuente de carbono:

a) celulosa, b) sacarosa, c) glucosa. P. pastoris ( —%—), D. hansenii PYC 29685 (——), D. hansenii ISA1510 (—*—

), C. utilis (=), P. kluyveri (%), I. terricola (—®—'), C. parapsilosis ( —#—').

C. utilis es el microorganismo que mejor se adaptd a las tres fuentes de carbono, y fue

corroborada por los tiempos de duplicacion cuyo valor fue destacado en los tres casos, en la
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actividad enzimatica destaca por su capacidad de metabolizar moléculas complejas como la
celulosa, y la sacarosa, presentando también actividad en sustratos sencillos como la glucosa. De
la misma forma C. parapsilosis, presentd un efecto positivo en su metabolismo con la celulosa, y
presentando actividad enzimatica similar en el medio con glucosa, ademas esta levadura destaco
en los resultados de rojo Congo, al igual que I. terricola, la cual present6 actividad enzimatica
viable con sacarosa y celulosa. Podemos observar que P. pastoris es un microrganismo cuya
actividad enzimatica se ve beneficiada en sustratos mas sencillos.

Algunas de las investigaciones realizadas para la expresion de B-glucosidasas en levaduras
no-convencionales, se muestran en la Tabla 18, inicamente dos investigaciones que corresponden
a Yanai y Sato, (1999) y Turan y Zheng, (2005) se presentan sus resultados con unidades afines a
esta investigacion, en donde se puede apreciar que las actividades enzimaticas estan en el intervalo
que han obtenido otras investigaciones, en donde P. pastoris con fuentes de carbono de glucosa y
C. utilis con celulosa son similares a lo que se ha reportado, los demas resultados aunque se
presentan no pueden ser comparables en magnitud, sin embargo, se puede destacar las especie de
levaduras no convencionales ya estudiadas y caracterizadas, otras cepas encontradas en literatura
que se han repostado con actividad b-glucosidasa levaduras del género Kloeckera, Candida,
Debaryomyces, Rhodotorula, Pichia, Zygosaccharomyces, Brettaromyces, y Kluyveromyces,
(Starauss, et al., 2001; Rodriguez, et al., 2004; Cordero-Otero, et al., 2003; Arevalo-Villena, et al.,
2006).

Sin embargo, la actividad enzimética que se determino es extracelular, los hongos aerobios
cuentan con un sistema de celulasas no complejo, lo cual conlleva a la secrecion de enzimas
hidroliticas de celulosa en el medio de cultivo. Los sistemas aerobios en donde se requiere de
agitacion y aireacion continuas implican una pérdida de las enzimas secretadas y de los
intermediarios de degradacion afectando la eficiencia del proceso.

Ademas, se aprecia que la actividad enzimatica esta estrechamente correlacionada con el
inicio de la fase de crecimiento, presentando el maximo durante la fase estacionara. La glucosay
la sacarosa fueron mejores inductores que la celulosa de la actividad de la enzima -glucosidasa,
la cual forma parte del sistema de celulasas que esta conformado por endoglucanasas,

exoglucanasas y B-glucosidasas, las cuales hidrolizan sinérgicamente la celulosa cristalina.
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Tabla 18. Actividad de p-glucosidasa reportada en levaduras no-convencionales reportadas por diversas

investigaciones.

Microorganismo

Actividad de p—glucosidasa

Referencias

C. molischiana 0.00482 Gunata, Bayonove, Arnaud

C. wickerhamii 0.00022 y Galzy, 1990

D. hansenii 0.121° Yanai y Sato, 1999

Aurebasidium pallulans 2279°

C. guillermondii 230°¢ McMahom, Zoecklein,

C. parapsilosis 1313¢ Fugelsang y Jasinski, 1999

H. anomala 587¢

K. apiculata 621°

P. guillermondi 105°¢

C. molischiana 0.00312 Fernadndez- Gonzélez. Di

D. hansenii 0.0000483? Stefano y Briones, 2003

H. uvarum 0.00002172

M. pulcherrima 0.000205?

K. thermotolerans 0.00002172

P. kluyveri 0.00002332

P. pastoris 0.11° Turan yZheng, 2005

I. terricola 0.024° Gonzalez-Pombo. Farina,
Carrau, Batista y Brena.,
2011

C. utilis 0.12° Sim y Hang, 1996

GlucosaP® Sacarosa® Celulosa ®

D. hansenii PYC 2968 0.0523+0.0072  0.0516+0.0102 0.0038+0.0009

C. utilis 0.0734+0.0000 0.0657+0.0214 0.1129+0.1349

C. parapsilosis 0.0768+0.0103  0.0162+0.0036  0.0334+0.0230

P. kluyveri 0.0512+0.0000 0.0468+0.0150 0.0189+0.0000 Esta investigacion

I. terricola 0.0544+0.0000 0.0558+0.0659  0.0258+0.0000

P. pastoris 0.1682+0.0000 0.0635+0.0027  0.0077+0.0042

D. hansenii ISA 1510 0.0548+0.0047 0.0365+0.0162 0.0071+0.0029
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La celulosa, tiene una compleja estructura y gran cantidad de enlaces 3-1-4, representando
un reto para los procesos de hidrolisis, debido a que estara determinada por el area de contacto
entre la enzima y la molécula, las dimensiones de los poros de las fibras, asi como, por la
cristalinidad de la molécula, (Buschle, et al., 1994).

La cristalinidad de una molecula de celulosa esta determinada por los enlaces de hidrogeno
intermoleculares formando una estructura fibrilar terciaria de alta cistalinidad, zona en la que las
endoglucanasas hidrolizan la molecula para formar zonas amorfas, obteniendo cadenas con menor
grado de polimerizacion. La enzima exoglucanasa -1,4, continda la accion de la endoglucanasa
sobre la misma cadena, liberando como producto el dimero de la glucosa, que es la celobiosa.
Dentro de este proceso la B-1,4 glucosidasa, completa el proceso hidrolitico convirtiendo los
fragmentos de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa desde los extremos no reductores de
pequefios celoligosacaridos, (Lynd et al., 2005). Siendo C. utilis la levadura que lleva a cabo este
proceso siendo la Unica en mostrar actividad enzimatica en un medio tan complejo como es la
celulosa.

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos por Zhang et al., en el 2006, la
estructura heterogenea de la celulosa es insoluble e induce la disminucién en la tasa de hidrolisis
en corto tiempo (menos de una hora) provocando la desactivacion del sistema de celulasas. Por lo
cual se requiere una previa adsorcién de la enzima al sustrato mediante dominios que cuenten con
aminoacidos aromaticos que son susceptibles al enlace con la enzima meadinte uniones por fuerzas

de van der waals y puentes de hidrogeno, (Mansfiel, et al., 1997).

5.3 Obtencion de acido elagico a nivel biorreactor

5.3.1 Disefio de experimentos
Se utilizd un disefio de experimentos de mezclas simplex-lattice, con tres variables las

cuales corresponden a las tres levaduras no-convencionales seleccionadas. Como variable de
respuesta se analizo la cantidad de acido elagico determinado por HPLC. Las corridas totales del
disefio fueron 15 para cada frutilla, considerando 5 puntos centrales y los vértices, se realizé el
analisis estadistico por medio del programa Statgraphics®. Las corridas se presentan en la Tabla
19.
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Tabla 19. Disefio de mezclas simplex-lattice con las levaduras como variables, se consideraron 5 punto centrales y

los vértices.

Corrida D. hansenii ISA1510 P. pastoris C. utilis
1 0.16667 0.16667 0.6667
2 0.0 0.0 1
3 0.5 0.0 0.5
4 0.6667 0.16667 0.16667
5 1 0.0 0.0
6 0.0 1 0.0
7 0.0 0.5 0.5
8 0.5 0.5 0.0
9 0.3333 0.3333 0.3333
10 0.16667 0.6667 0.30
11 1 0.0 0.16667
12 0.5 0.5 0.0
13 0.5 0.0 0.0
14 0.0 1.0 0.5
15 0.0 0.5 0.0

5.3.2 Crecimiento celular de consorcios puros y mixtos a nivel biorreactor
Las cinéticas de crecimiento llevadas a cabo mediante un consorcio de levaduras que

incluye: D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x10°, C. utilis= 0.5x10° y P. pastoris= 2x10° células
(Figura 25). Se realizo la evaluacion de dos medios de fermentacion, uno utilizando como fuentes
de elagitaninos la Fresa y el otro utilizando Zarzamora, se observd que no existe diferencia
significativa en las fases de crecimiento, destacando la nula visibilidad de la fase lag en la grafica,
debido a que se presenta durante las primeras dos horas de fermentacion, que es el mismo tiempo
en que se lleva a cabo a nivel matraz, indicando que los microorganismos evaluados se adaptan

con facilidad a los medios de fermentacion. Posteriormente se presenté la fase exponencial de la
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cinética con duracién de 6 a 8 horas aproximadamente, para comenzar con la fase estacionaria, la
cual comienza a las 8 horas de fermentacion, siendo la etapa méas prolongada del proceso. Estas
cinéticas de crecimiento fueron comparadas con el crecimiento de D. hansenii PYC ISA 1510 para

Fresay C. utilis para Zarzamora, cuyo comportamiento es similar a los puntos puros.

3E+08 1

3E+07 A

Células (mL)!

3E ¥ 06 T T T T T T T 1
0 + 8 12 16 20 24 28 32
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Figura 25. Crecimiento celular de un consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC

ISA 1510= 0.5x108, C. utilis= 0.5x10°y P. pastoris= 2x10° células), utilizando como fuentes de elagitaninos: Fresa (
—*—)y Zarzamora ( ). Comparado con el crecimiento microbiano de cultivos puros para Fresa D. hansenii PYC

ISA 1510 (~*), y para Zarzamora C. utilis (~*").

El tipo de comportamiento que se presenta durante la cinética se considera estandar ya que
es caracteristica de este tipo de microrganismos, por lo cual se realizd la evaluacion de los
parametros cinéticos como el tiempo de duplicacion (tp) y la velocidad especifica de crecimiento
(), cuyos valores obtenidos en los medios se muestran en la Tabla 20. Los medios que contenian
Fresa presentaron mejores valores, destacando Debaryomyces hansenii PYC ISA1510= 1.5x108 con
Pichia pastoris= 1.5x10° células, cuya corrida presenté valores de to=1.73hy p=0.17 h}, siendo
el menor tiempo de duplicacién de todo el disefio, continuo la corrida Debaryomyces hansenii PYC
ISA1510= 0.5x108, Candida utilis= 0.5x10°, Pichia pastoris= 2x10® células con to= 1.87h y
p=0.16 h?, después Debaryomyces hansenii PYC 1SA1510= 0.5x10°, Candida utilis= 2x105,
Pichia pastoris= 0.5x10° células con tp= 1.92h y p=0.16 h!, mientras que Zarzamora los valores

de tp= 2.27 hy u=0.13 h', pertenecieron a la corrida Debaryomyces hansenii PYC 1SA1510=
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0.5x10°, Candida utilis= 2x10°, Pichia pastoris= 0.5x10° células, seguido de Debaryomyces
hansenii PYC ISA1510= 2x10°, Candida utilis= 0.5x108, Pichia pastoris= 0.5x10° células con tp=
2.39 hy p=0.13 h, y después destaco la corrida con P. pastoris en cultivo puro con to=2.41 hy
u=0.13 ht.

Tabla 20. Tiempo de duplicacion (tp) y velocidad especifica de crecimiento () de las levaduras en consorcio puro y

mixto. Los datos se presentan como el promedio + desviacién estandar, n=3.

Fresa Zarzamora

p(h?) to (h) p () to (h)

Corrida

D. hansenii ISA 1510(0.5x10°), C. utilis (0.5x10°%), P. pastoris

(2x10%) 0.16£0.06 1.87+0.57 0.11+0.12 2.62+0.14
D. hansenii ISA 1510 (1.5x10°), P. pastoris (1.5x10%) 0.17£0.11 1.73#0.12 0.11+0.08 2.65%0.25
D. hansenii ISA 1510 (0.5x109), C. utilis (2x108), P. pastoris

(0.5x10°) 0.16£0.05 1.92+0.12 0.13£0.01 2.27%+0.35
D. hansenii ISA 1510 (1x10%), C. utilis (1x10%), P. pastoris

(1x10%) 0.14+£0.07 2.16+£0.25 0.03£0.07 8.96x0.52
D. hansenii ISA 1510 (2x108), C. utilis (0.5x10%), P. pastoris

(0.5x10°) 0.12£0.09 2.53+0.14 0.13£0.06 2.39%0.13
C. utilis (1.5x108), P. pastoris (1.5x10°) 0.09+£0.15 3.47+0.44 0.11+0.07 2.70%0.40
D. hansenii ISA 1510 (1.5x10°), C. utilis (1.5x10°) 0.11+0.02 2.80+0.08 0.11+0.05 2.69+0.07
D. hansenii ISA 1510 0.14+0.01 2.174£0.15 0.12+0.03 2.52+0.10
P. pastoris 0.13+0.21 2.26+0.14 0.13+0.02 2.41+0.09
C. utilis 0.11+0.06 2.86+0.36 0.11+0.07 2.75%+0.18

Como se muestra los microorganismos que se inocularon en los medios con Fresa tuvieron
mayor adaptacion respecto a los que crecieron en medios con Zarzamora, ya que los valores de
velocidad de crecimiento fueron mayores y tiempo de suplicacién fueron menores. Los valores
entre las corridas fueron muy similares a excepcion de la corrida de Candida utilis= 1.5x10°, Pichia
pastoris= 1.5x10° células, en donde los valores de velocidad de duplicacion fueron muy pequefios
y por lo tanto el tiempo de duplicacion muy grandes, a comparacion de las otras corridas.

Para los medios con Zarzamora, como se menciono los valores no fueron favorables haciendo una
comparacion con Fresa, indicando que es mas dificil para el consorcio metabolizar el medio con
Zarzamora, ademas de que las corridas en consorcio mixto no fueron favorables a comparacion

con los cultivos puros.
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La comparacién de estos resultado con otras investigaciones es un poco complicado debido
a la escasa informacion de consorcios de levaduras utilizados en fermentaciones, por los cual se
realiza la comparacion con las velocidades medias de crecimiento de levaduras no-convencionales
como son Candida shehatae, Candida guilliermondii, y Saccharomyces kluyveri, con velocidades
medias de crecimiento de 0.32 + 0.01 h*%, 0.30 + 0.07 h* y 0.19 + 0.02 h, respectivamente
(Gonzélez-Hernandez et al., 2015).

Se puede observar que las velocidades de crecimiento son menores en los resultados
presentados en el biorreactor, incluyendo los resultados de los puntos puros, para Debaryomyces
hansenii PYC 1SA1510= 3x10°, tp=2.17 h'y pu=0.12 h'* para Fresa y tp=2.52 hy pu=0.12 h' para
Zarzamora, Candida utilis= 3x106, tp=2.86 hy p=0.11 h'* para Fresay to=2.75 hy u=0.11 h!
para Zarzamora, Pichia pastoris=3x10%,tp=2.26 hy u=0.13h* paraFresaytp=2.41hy p=0.13
h™! para Zarzamora. La diferencia con los cultivos puros reportados con los valores obtenidos en
esta investigacion, se le atribuye a que la levadura tiene mayor acceso a nutrientes para aumentar
su velocidad de crecimiento y duplicarse en un menor tiempo en otros procesos, ademas de que la
presencia de elagitaninos cambia, como es de esperarse el comportamiento de las levaduras.
Aunado a esto se puede destacar que el consorcio microbiano mixto tiene valores de los pardmetros

evaluados similares a los cultivos puros que se utilizaron en esta investigacion.

5.3.4 pH a nivel biorreactor
El potencial de hidrogeno (pH) es un indicador de la actividad metabdlica llevada a cabo

por la célula. Los cambios de pH en los medios con D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x10°, C. utilis=
0.5x10° y P. pastoris= 2x10° células, para Zarzamora y Fresa, son comparados con el cambio de
pH de cultivos puros para C. utilis para Fresa y para Zarzamora (Figura 26), en los cultivos puros
se presento una acidificacion propia de la levadura, la cual es caracteristica del crecimiento celular
el cual provoca una disminucion del pH, debido a la liberacion de protones, de acidos organicos al
medio de fermentacion, asi como, a que la levadura toma los nitrogenos de los aminoacidos
organicos, cambiando su caracter anfétero a acido (Gonzélez-Hernandez et al., 2015) y una
subsecuente estabilizacién en el pH de los sistemas de homeostasis de la levadura (Serrano et al.,
1986). Mientras que los consorcios mixtos disminuyeron de forma paulatina y gradual, reduciendo

media unidad para el caso de la Fresa y una tercera parte para Zarzamora.
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Figura 26. Cambios de pH durante el proceso de fermentacion a nivel biorreactor utilizando un consorcio microbiano

con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC ISA 1510, C. utilis y P. pastoris), utilizando como fuentes de
elagitaninos: Fresa ( ™)y Zarzamora ( ). Comparado con el crecimiento microbiano de cultivos puros para

Fresa C. utilis (™), y para Zarzamora C. utilis ( ~*" ).

Los medios comenzaron con un pH de 6, llevando el proceso de acidificacion hasta 5.3 para
los medios con Zarzamora y 5.64 para los medios con Fresa. Ademas del proceso caracteristico de
acidificacion del pH, se debe aclarar que se ha reportado que su maxima actividad se presenta en
valores de pH &cidos, 4.3 -6.5para tanasa y de 5- 6.3 para -glucosidasa, destacando que los datos

obtenidos nos indican que le pH es éptimo para la expresion de ambas enzimas.

5.3.5 Azucares reductores y determinacion de la cantidad de elagitaninos
Para el analisis del consumo de azucares reductores se toma como ejemplo el la corrida

experimental de D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x10°, C. utilis= 0.5x10° y P. pastoris= 2x10°
células, para Zarzamora y Fresa, son comparados con el consumo de azlcares de cultivos puros
para C. utilis para Fresa y para Zarzamora ambos medios comenzaron con 20 g/L de azUcares
aproximadamente, Figura 27, el consumo de estos se llevo a cabo con mayor rapidez en los medios
cuya fuente de elagitaninos fue la Fresa en cultivo mixto, llegando al consumo maximo de azUcares
en tan solo 12 horas de fermentacion. Por otra parte, aunque el proceso fue similar para los medios
con Zarzamora en cultivo mixto, su maximo consumo de azucares se presento a las 32 horas,

manteniéndose la cantidad de azlcares en minima cantidad dese la hora 12, siendo constante
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durante 20 horas, hasta que se llegé a 0. En los cultivos puros les tomo mas tiempo consumir la
fuente de carbono disponible, lo cual se puede deber a la poca competencia por el sustrato.

Azicares reductores (g/L)

0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tiempo (h)

Figura 27. Consumo de azucares reductores determinados por la técnica de DNS durante el proceso de fermentacion
a nivel biorreactor utilizando un consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC ISA

1510= 0.5x10%, C. utilis= 0.5x108 y P. pastoris= 2x10°® células), utilizando como fuentes de elagitaninos: Fresa
( —* )y Zarzamora ( ). Comparado con el consumo de azlcares reductores de cultivos puros para Fresa C.

utilis ( =), y para Zarzamora C. utilis ( ~* ).

Por otra parte se llevd a cabo la determinacion de elagitaninos durante toda la cinética,
como se muestra en la Figura 28, se comparo el cultivo mixto de D. hansenii PYC ISA 1510=
0.5x108, C. utilis= 0.5x10° y P. pastoris= 2x10° células, para Zarzamora y Fresa, con el cultivo
puro de P. pastoris para Fresa y para Zarzamora de C. utilis de aqui podemos destacar que la
cantidad de elagitaninos es mayor en Fresa que en Zarzamora, en el cultivo mixto teniendo
estabilidad en la respuesta, para Fresa se observo una disminucion del compuesto en la hora 12
pasando de 7.50 a 5.65 mg/mL y par Zarzamora se observd de 7.8 a 2.15 mg/mL en la hora 4, por
otra parte, para el caso de los cultivos puros, se observo que P. pastoris tuvo una degradacion de
elagitaninos de 6 a 0.95 mg/mL en la hora 8 de fermentacion. Para C. utilis para Zarzamora
disminuyo en la hora 8 de 6 a 3.16 mg/mL.
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Figura 28. Consumo de elagitaninos durante el proceso de fermentacion a nivel biorreactor utilizando un consorcio
microbiano con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x108, C. utilis= 0.5x10% y P.
pastoris= 2x108 células), utilizando como fuentes de elagitaninos: Fresa (-&) y Zarzamora (=<-). Comparado con

el consumo de elagitaninos de cultivos puros para Fresa P. pastoris (= ), y para Zarzamora C. utilis (—¢— ).

Después de la hora en que aparecio la disminucion significativa del compuesto, la respuesta se
mantuvo constante a lo largo del proceso de fermentacion, dando indicio de que la estructura el
compuesto es muy compleja y su hidrolisis se lleva solo a cabo en una parte de la molécula, dando

como resultado una nula diferencia en el proceso de degradacion.

5.3.6 Actividades enzimaticas: tanasa y p-glucosidasa
La enzima tanasa cataliza la hidrdlisis del acido tanico dando como producto nueve

moléculas de acido galico y una glucosa por cada molécula de sustrato, basados en esto se utiliz6
un método colorimétrico que se detecta por medio de espectrofotométrico con rodamina, la cual
reacciona con el &cido galico presente en el medio formando un compuesto de color rosado, siendo
estable después de su formacion por al menos 40 minutos, independientemente de la concentracion
de &cido galico (Bala et al., 2006). La enzima tanasa tuvo una actividad inconsistente durante todo
el proceso de fermentacion, llegando a presentar valores nulos en algunos puntos de la cinética
(Figura no mostrada), lo cual tiene dos posibles explicaciones la primera es que sea debido a que
esta enzima es inducible (Doi et al., 1973), requiriendo de la presencia de acido tanico en el medio,

para que se pudiera expresar, lo cual se observé en los experimentos realizado por Marquez-Lopez
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(en revision, 2019), demostrando que al aumentar la concentracion de inductor la expresion de la
enzima también ascendia.
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Figura 29. a) Determinacion de la actividad g-glucosidasa durante el proceso de fermentacion a nivel biorreactor
utilizando un consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x108, C.
utilis= 0.5x10° y P. pastoris= 2x10° células), utilizando como fuentes de elagitaninos: Fresa (=& )y Zarzamora (-
). b) Determinacion de la actividad g-glucosidasa durante el proceso de fermentacion a nivel biorreactor utilizando
un consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x108, C. utilis= 0.5x10°
y P. pastoris= 2x108 células), utilizando como fuentes de elagitaninos: Fresa ( &) y Zarzamora (--). Comparado
con la actividad enzimatica de cultivos puros para Fresa: P. pastoris (=), D. hansenii PYC ISA 1510 (=), C. utilis
( ™) y para Zarzamora: P. pastoris (=), D. hansenii PYC ISA 1510 (-@-), C. utilis ( —).

La segunda explicacion se basa en que P. pastoris que es la levadura seleccionada como
productora de esta enzima no esté creciendo de manera adecuada, debido a que las pruebas de
competencia realizadas por Chavez-Madrigal (en preparacién, 2019) se pudo determinar que P.

pastoris no puede ser utilizada en consorcios microbianos, dando indicio de que durante esta
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experimentacion P. pastoris se inhibié y no se produjo enzima en cantidad suficiente para
detectarla por medio de la técnica. Para corroborar la primera explicacion se tendria que adicionar
acido tanico al medio para determinar si realmente necesita el inductor, sin embargo, esto
implicaria problema de competencia por sustrato, y a pesar de que fuera inducida, no se garantizaria
que los elagitaninos fueran hidrolizados por esta enzima. Y la segunda explicacion lo podriamos
corroborar con una prueba de competencia.

Por otra parte, la actividad enzimética de B- glucosidasa se realizd6 en base a la
cuantificacion de p-nitrofenil, liberado por la reaccion de las enzimas sobre el enlace glucosidico
de lamolécula 1-3-B-D-glucopiranésido, dando resultados favorables como se observa en la Figura
29. En donde se obtuvieron resultados de 4 a 8 umol/mL*min, destacando los medios con Fresa en
cultivo mixto, cuya actividad enzimatica comenzo a la hora 8, manteniéndose estable hasta la hora
32, mientras que para Zarzamora en cultivo mixto comenz6 a la hora 16 (Figura 2%). En los cultivos
mixtos se presentan valores similares entre los medios con ambas frutillas. Al realizar la
comparacion con los cultivos puros tanto para Fresa y para Zarzamora (Figura 2b), se aprecia que
los cultivos puros de Fresa tienen mayor actividad enzimatica - glucosidasa, respecto a los
cultivos puros de Zarzamora. Debido a los resultados obtenidos, se determin6 que la enzima

encargada de la degradacion de los elagitaninos fue la -glucosidasa.

5.3.7 Evaluacién de la produccion de &cido elagico por HPLC
Se obtuvo la produccidon de &cido elégico, indicando que las levaduras no-convencionales

produjeron las enzimas encargadas de la degradacion de los elagitaninos, lo cual fue corroborado
con la medicién de la actividad de ambas enzimas, por métodos espectrofotométricos. EI monitoreo
de la aparicién del metabolito de interés se muestra en la Figura 30, presentando corridas
representativas del disefio experimental, corrida 1 (D. hansenii PYC ISA 1510= 0.5x108, C. utilis=
0.5x10° y P. pastoris= 2x10° células) para Fresa; corrida 2 (1.5x10° de P. pastoris, 1.5x10° de D.
hansenii PYC ISA 1510) para Zarzamora; corrida 11 (1.5x108 de D. hansenii PYC ISA 1510 y
1.5x10° C. utilis) para Fresay Zarzamora, respectivamente. Comparado con la produccion de &cido
elagico de cultivos puros para Fresa: P. pastoris, D. hansenii PYC ISA 1510, C. utilis. Se eligio
hacer la comparacion Unicamente con Fresa ya que fueron los cultivos con mayor estabilidad en la

respuesta.
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Figura 30. Produccion de &cido elagico, metabolito secundario del proceso de fermentacion a nivel biorreactor
utilizando un consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales (D. hansenii PYC ISA 1510, C. utilis y P.
pastoris), utilizando como fuentes de elagitaninos Fresa y Zarzamora. Condiciones de cultivo: corrida 1 (D. hansenii
PYC ISA 1510= 0.5x10°, C. utilis= 0.5x108 y P. pastoris= 2x10® células) Fresa ( =& ); corrida 2 (1.5x10° de P.
pastoris, 1.5x10¢ de D. hansenii PYC ISA 1510) Zarzamora ( =%); corrida 11 (1.5x10° de D. hansenii PYC ISA 1510
y 1.5x108 C. utilis) Fresa (--) y Zarzamora ( = ). Comparado con la produccién de &cido elagico de cultivos puros
para Fresa: P. pastoris ( = ), D. hansenii PYC ISA 1510 ( =), C. utilis (%).

Durante la corrida 2 de cultivo mixto de Zarzamora, se observo que a partir de la hora 16,
se encontro la produccién de acido elagico, presentando un maximo de 0.16 mg/mL de acido siendo
contante hasta la hora 32. Esta corrida en conjunto con la corrida 11 de cultivos mixtos de
Zarzamora, fueron las que presentaron los valores mas bajos de todo el disefio experimental, sin
embargo, fueron los mejores resultados en Zarzamora. La esta Ultima present6 valores de 0.20
mg/mL de &cido elagico desde la hora 0 de la fermentacion. Por otra parte, para Fresa, en la corrida
1, los valores oscilaron de 0.39 a 0.53 mg/ mL de &cido elégico, y para la corrida 11 el acido elagico
aparecio a partir de la hora 4, llegando a aumentar hasta 0.73 mg/mL. Al realizar una comparacion
de las mismas condiciones de la corrida del disefio experimental se puede apreciar que se obtiene
menos de la tercera parte de acido elagico con los medios de Zarzamora, respecto a los medios de
Fresa. Al observar los puntos puros, D. hansenii PYC ISA 1510 y P. pastoris, presentan una
degradacion del compuesto, sin embargo, C. utilis tiene un comportamiento estable, llegando a

producir hasta 0.73 mg/mL de acido elagico, siendo similar a la corrida 11 de cultivo mixto de
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Fresa, indicando que el cultivo mixto no tiene una influencia significativa sobre la respuesta. El
andlisis comparativo de los resultados con otras investigaciones se puede realizar Gnicamente con
los procesos en los que se han utilizado hongos filamentos principalmente, debido a que la
informacidn respecto al empleo de las levaduras en este tipo de procesos es muy escasa. En el
2003, Vattem y Shetty analizaron la degradacion de elagitaninos presentes en arandanos, utilizando
la enzima B-glucosidasa proveniente de la seta Lentinus edodes, obteniendo un maximo de 100
ug/g de ardndano seco. Huang et al., 2008 utilizé un consorcio de dos hongos filamentosos, A.
oryzae y Endomyces fibuliger, obteniendo 14.87 % de &cido elagico. En el afio 2009, Aguilera-
Carbd, utiliz6 A. niger GH1 como microorganismo productor de tanasa, P-glucosidasa y
elagitanasa obteniendo 3 mg/ g de cascara de granada en polvo tras 24 horas de fermentacion.
Sepulveda et al., 2017, pudieron producir mediante un hongo filamentoso como es A. fumigatus
utilizando como fuente de elagitaninos residuos de naranja obteniendo 18.68 mg/g de acido elagico.
De acuerdo con el analisis de experimentos se determind que el consorcio de tres levaduras no
favorece al proceso, ya que su mayor produccion de acido eldgico se veria favorecida con la
utilizacion de dos microrganismos. Ademés, se pudo determinar mediante el andlisis de las
actividades enzimaticas y en conjunto con el anélisis estadistico que la enzima producida por P.
pastoris se inhibid durante el proceso de fermentacion, indicando que las dos levaduras restantes

fueron las encargadas de la hidrolisis de los elagitaninos presentes.

5.3.8 Andlisis estadistico
Para comenzar con el andlisis estadistico, es importante destacar que dentro del disefio de mezclas

existen tres diferentes modelos a los que los datos se pueden ajustar, con la finalidad de obtener los
parametros estadisticos importantes. EIl modelo lineal consiste en términos de primer orden para
cada uno de los componentes. EI modelo cuadratico agrega productos cruzados entre pares de
componentes. EI modelo cubico especial agrega términos que involucran productos de tres
componentes. Cada modelo se muestra con un valor-P el cual prueba si ese modelo es
estadisticamente significativo cuando se le compara con el cuadrado medio del término de siguiente
modelo, es decir, para el disefio de mezclas de Fresa, se ajustd a un modelo cuadratico obteniendo
los siguientes resultados, el cuadrado medio del modelo lineal corresponde a 0.006415 y un valor-
P de 0.9192, el modelo cuadratico tiene un valor de 0.251154 correspondiente al cuadrado medio

y un valor-P de 0.0008, siguiendo con el analisis podemos encontrar que el modelo cubico tienen
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un cuadrado medio de 0.0035365 y un valor-P de 0.6756, siendo el valor-P correspondiente al
modelo cuadratico menor que el valor del cuadrado medio del modelo cubico, siguiendo este
criterio, el modelo cuadratico es estadisticamente significativo y es adecuado para los datos.
Normalmente, se seleccionaria un modelo mas complicado con un valor-P menor que 0.05,
asumiendo que se trabaja al nivel de confianza del 95.0%. Para el caso de Zarzamora, se ajusto a
un modelo cuadrético obteniendo los siguientes resultados, el cuadrado medio del modelo lineal
corresponde a 0.002604 y un valor-P de 0.2580, el modelo cuadratico tiene un valor de 0.005551
correspondiente al cuadrado medio y un valor-P de 0.0014, siguiendo con el analisis podemos
encontrar que el modelo cubico tienen un cuadrado medio de 0.001537 y un valor-P de 0.0523.

El analisis de varianza (ANOVA) realizado en los resultados de Fresa que se seleccion6 el
método cuadratico, muestra que el valor-P para este modelo es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Acido elagico (Fresa) y los componentes, con un nivel de
confianza del 95.0%. Ademas, se obtuvo el estadistico R?, el cual indica que el modelo, asi
ajustado, explica 83.3053% de la variabilidad en Acido elagico (Fresa). Mientras que para
Zarzamora el estadistico R? indica que el modelo ajustado explica el 84.8265% de la variabilidad

en Acido elagico (Zarzamora).
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Figura 31. Contornos de la superficie de respuesta estimada con medios de fermentacion con elagitaninos

provenientes de Fresa, se obtuvieron mediante el analisis estadistico de un disefio de mezclas simplex-lattice mediante
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el programa Statgraphics®. Acido elagico (mg/mL): 0 ( 8 ); 0.08 (v-); 0.16 ( ); 0.24 ( ); 0.32 ( );
0.4( ); 0.48 ( );056 (); 0.64( ); 0.72 (W ); 0.8 (W)

Como se puede observar en la Figura 31 que se refiere a la superficie de respuesta en Fresa,
la mayor cantidad de acido elagico se produce en los vértices donde se encuentran las levaduras
puras, destacando que C. utilis tiene mayor produccion respecto al resto de las levaduras. También
se puede observar las regiones naranjas, amarillas y verdes que indican que la mezcla de dos
levaduras puede favorecer la produccién de &cido elagico. Ademas, se puede observar
detalladamente, que el consorcio microbiano se ve favorecido por la mezcla de P. pastoris y C.
utilis, o usando D. hansenii ISA1510 en estado puro, y al mismo tiempo esta levadura no favorece
el proceso en conjunto con C. utilis. Ademas, se puede apreciar que en la region de interaccion de
las tres levaduras la cantidad de acido elagico oscila entre 1os 0.08 y 0.16 mg/mL, siendo cantidades

bajas para el objetivo del proceso.
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Figura 32. Contornos de la superficie de respuesta estimada con medios de fermentacién con elagitaninos

provenientes de Zarzamora, se obtuvieron mediante el anélisis estadistico de un disefio de mezclas simplex-lattice
mediante el programa Statgraphics®. Acido elagico (mg/mL): 0.11 ( Il ); 0.125 (v-); 0.14 ( ); 0.15 ( );
0.17 (™); 0185 (" ); 0.2(" );0.215( );0.23( ); 0.245 (W); 0.26 (-,

En la figura 32 muestra que la cantidad de acido elagico obtenida con Zarzamora es menor

respecto a Fresa, en donde la mezcla de las tres levaduras no favorecen en proceso, ya que los

Doctorado en Ciencias en Ingenieria Quimica 97




Resultados y discusion

valores van de 0.14 a 0.15 mg/mL, de la misma forma podemos concluir, que la levaduras P.
pastoris no favorece al proceso ya que al evaluarse en estado puro, la cantidad de &cido el&gico que
se produce va de los 0.11 a los 12 mg/mL, por el contrario, el uso de C. utilis en mayor cantidad

respecto a P. pastoris en una mezcla binaria, es lo que mas favorece el proceso destacando que C.
utilis puede ser utilizada de forma pura.

5.4 Evaluacion de la interaccion entre levaduras por pruebas de competencia
Con base a los resultados obtenidos en donde se observé que era mejor utilizar una

combinacidn binaria se decidi6 realizar las pruebas de competencia para poder tener certeza en las
levaduras que se van a utilizar, asi como si es mejor utilizar una combinacion binaria o terciaria.
Por lo cual los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 21.

Tabla 21. Resumen de las interacciones entre las cepas de levaduras no-convencionales. Los datos se presentan como

el promedio (mm) + desviacion estandar, n=2. El color rojo indica que la interaccidn fue negativa y el azul una
interaccion positiva.

Levadura 7 8 19 23 58 59 67
P. pastoris

D. hansenii PYC 2968  0.825 +0.064

D. hansenii ISA 1510  1.025+0.049  1.18+0.382 0.57+0.014 0.78+0.071
C. utilis 1.145+0.021 1.04+0.057 1.17+0.042 0.62+0.028 1.055+0.035
P. kluyveri 1.19+0.339 1.1+0.071  0.79+0.00  0.9+0.085 0.555+0.049 0.815+0.007
I. terricola 1.71+0.17  1.095+0.191 0.72+0.014 0.845+0.163 0.905+0.092 0.765+0.007
C. parapsilosis 1.07+0.071  1.15+0.071 0.815+0.049 0.76+0.028

Se puede observar que P. pastoris no es apta para ser utilizada en consorcios microbianos, sin

embargo, aun era necesario calcular el efecto individual de cada cepa respecto a las otras seis,
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cuando hubo crecimiento sobre la cepa se denoto como un efecto positivo +. Para poder determinar

las combinaciones viables de levaduras, ambas deberan tener un efecto positivo +.

Tabla 22. Tabla de efectos individuales sobre una levadura en particular crecimiento sobre la cepa se denoto como

un efecto positivo +. Para poder determinar las combinaciones viables de levaduras, ambas deberan tener un efecto

positivo +.
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
D. hansenii PYC 2968 + D. hansenii PYC 2968 P. pastoris menos apta
D. hansenii ISA 1510 + D. hansenii ISA 1510 = para consorcios.
C. utilis + C. utilis = Todas las cepas
P. pastoris P. pastoris - . ]
P. kluyveri + P. kluyveri - inhibieron a P. pastoris.
l. terricola + l. terricola -
C. parapsilosis + C. parapsilosis -
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
P. pastoris + P. pastoris - D. hansenii PYC 2968 no
D. hansenii ISA 1510 + D. hansenii ISA 1510 - apta para consorcios.
il ili 1 Todas las cepas
C. utilis D. hansenii D. hansenii C. utilis o N
P. kluyveri PYC 2968 + pyC 2968 P- Kluyveri 7 inhibieron a D. hansenii
. . PYC 2968 a excepcion
l. terricola + l. terricola -
de P. pastoris.
C. parapsilosis + C. parapsilosis -
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
P. pastoris - P. pastoris + D. hansenii ISA 1510
D. hansenii PYC 2968 - D. hansenii PYC 2968 +  apta para formacion de
C. utilis o C. utilis +  consorcios.
P. Kluyveri D. hansenii m D. hansenii Kluyveri 7 2 combinaciones
. ISA 1510 ISA 1510 . binarias D. hansenii ISA
I. terricola I. terricola -
1510- C. utilis y D.
C. parapsilosis + C. parapsilosis +  hansenii ISA 1510- C.
parapsilosis.
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
P. pastoris - P. pastoris T+ C. utilis apta para
D. hansenii PYC 2968 C. utilis - C. utilis  D. hansenii PYC 2968 +  formacion de
D. hansenii ISA 1510 * D. hansenii ISA 1510 +  consorcios.
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P. kluyveri & P. kluyveri + 3 combinaciones
I. terricola + I. terricola g binarias C. utilis - D.
hansenii ISA 1510, C.
C. parapsilosis + C. parapsilosis +  utilis - P. kluyveri, C.
utilis - C. parapsilosis.
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
P. pastoris - P. pastoris iF
P. kluyveri apta para
D. hansenii PYC 2968 - D. hansenii PYC 2968 iF . .
formacidn de consorcios.
D. hansenii ISA 1510 = D. hansenii ISA 1510 + 2 combinaciones
P. kluyveri P. kluyveri o )
C. utilis + C. utilis + binarias P. kluyveri - C.
I. terricola + I. terricola ¢ utilis, Pokluyveri - 1.
terricola
C. parapsilosis - C. parapsilosis +
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
P. pastoris - P. pastoris +
D. hansenii PYC 2968 - D. hansenii PYC 2968 + | fterricola apta para
D. hansenii ISA 1510 . D. hansenii ISA 1510 4 formacion de consorcios.
. terricola l. terricola 1 combinacién binaria P.
C. utilis - C. utilis + . .
kluyveri - I. terricola
P. kluyveri + P. kluyveri +
C. parapsilosis - C. parapsilosis +
Levadura Sobre Efecto Levadura Sobre Efecto
P. pastoris - P. pastoris +  C. parapsilosis apta para
D. hansenii PYC 2968 - D. hansenii PYC 2968 +  formacion de consorcios.
D. hansenii ISA 1510 c. + c. D. hansenii ISA 1510 v 2 combinaciones
o o binarias
C. utilis parapsilosis + parapsilosis C. utilis + o
C. parapsilosis - D.
P. kluyveri + P. kluyveri - hansenii ISA 1510, C.
I. terricola + . terricola - parapsilosis - C. utilis.

De las 21 combinaciones posibles (Tablas 22, 23), cinco exhiben efecto positivo, se marca

en verde cual presentd mayor crecimiento sobre la otra. Se realizo la suma de los diametros de cada

en cepa en las combinaciones tendiendo que la combinacion C. utilis - C. parapsilosis, C. utilis -

D. hansenii ISA 1510 tienen la mayor compatibilidad, seguida de la combinacién D. hansenii ISA
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1510- C. parapsilosis. Adicionalmente se muestra que de las combinaciones compatibles es posible
formular una combinacion ternaria con las cepas D. hansenii ISA 1510, C. utilis y C. parapsilosis.

Tabla 23. Resumen de combinaciones y efectos de interaccion de las levaduras no-convencionales.

Diametro Diametro

Cepal Cepa 2 Efecto cepal cepa 2 Suma = 5D
(mm) (mm) (mm)
P. pastoris D. hansenii PYC 2968 -
P. pastoris D. hansenii ISA 1510 -
P. pastoris C. utilis =
P. pastoris P. kluyveri -
P. pastoris . terricola -
P. pastoris C. parapsilosis -
D. hansenii PYC 2968 D. hansenii ISA 1510 -
D. hansenii PYC 2968 C. utilis =
D. hansenii PYC 2968 P. kluyveri -
D. hansenii PYC 2968 |. terricola -
D. hansenii PYC 2968 C. parapsilosis -
D. hansenii ISA 1510  C. utilis 4 0.57 1.17 1.74+0.424
D. hansenii ISA 1510  P. kluyveri -
D. hansenii ISA 1510 |. terricola -
D. hansenii ISA 1510  C. parapsilosis + 0.78 0.815  1.595+0.025
C. utilis P. kluyveri + 0.62 0.9 1.52+0.198
C. utilis I. terricola -
C. utilis C. parapsilosis + 1.055 0.76 1.815+0.209
P. kluyveri I. terricola 4 0.555 0.905 1.46+0.247
P. kluyveri C. parapsilosis -
I. terricola C. parapsilosis -

En Dbase al andlisis antes realizado se seleccionaron 4 consorcios microbianos no
competentes entre si, el criterio para la seleccion fue el mayor radio de crecimiento considerando
a menor desviacién estandar, por lo cual se descarto C. utilis y D. hansenii ISA 1510, debido a que

la dispersion de los datos es muy grande a pesar de tener el segundo mayor crecimiento. En base a
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esto se selecciono C. utilis y C. parapsilosis, D. hansenii ISA 1510 y C. parapsilosis, P. kluyveri e
. terricola, el consorcio triple C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510. Para tener mayor

certeza en el consorcio a utilizar se realizaron unas pruebas exploratorias a nivel matraz.

5.4.1 Pruebas exploratorias a nivel matraz
Dentro de los resultados anteriores, se observo que la mayor produccion de acido elagico

se obtuvo en los medios de fermentacion con fresa. Por las caracteristicas fisicas de la fresa es
posible obtener mas extracto y se puede obtener por mas meses durante el afio a costos mas
econdmicos respecto a la zarzamora, por lo que se decidio trabajar unicamente con fresa para los
préximos experimentos, incluyendo las pruebas exploratorias.

Se evaluaron todos los parametros caracteristicos de una cinética durante 24 horas. El
crecimiento celular el cual tuvo un comportamiento normal para las cuatro cinéticas, sin ningun
dato destacar, asi como el consumo de azUcares reductores, y el pH se mantuvo en un intervalo de
5 a 4, llegando a ser el pH mas &cido. Por lo tanto, el anélisis de estas pruebas exploratorias se
basé en la actividad enzimética de Tanasa, B-glucosidasa y la determinacion de &cido elagico por
HPLC.

£
E
I
=
o
E
=
2 -
O 1 1 1 1 1 1 1 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Figura 33. Actividad enzimatica S-glucosidasa en: C1 D. hansenii ISA 1510y C. parapsilosis ( =8=), C2 C. utilis y
C. parapsilosis (-#), C3 C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510 (= ) y C4 P. kluyveri ¢ I. terricola ( =&).
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En la Figura 33 se observa la actividad enzimatica p-glucosidasa, la cinética
correspondiente a P. kluyveri e I. terricola, presenta una disminucion la actividad a partir de la hora
9 hasta la hora 15, despues comienza a aumentar sin ambargo no llega a los niveles alcanzados por
las otras 3 cinéticas, las cules se mantienen con un comportamiento similar entre si, con un ligero
aumento a partir de la hora 12, y se mantiene hasta el final de la cinética. Esto es un indicio postivo

ya que tiene una estabilidad, sin embargo aun no se puede hacer una decision.

10
8 p
: 4
<
E 6
E
=
E 4
=2
2
O T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Figura 34. Actividad enzimatica de Tanasa en: C1 D. hansenii ISA 1510 y C. parapsilosis ( =8=), C2 C. utilis y C.
parapsilosis (<), C3 C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510 ( = )y C4 P. kluyveri e . terricola ( ).

La Figura 34 corresponde a la actividad enzimatica de Tanasa, en donde se puede apreciar
que el comportamiento de C. utilis y C. parapsilosis (C2) y P. kluyveri e I. terricola (C4), tienen
un comportamiento similar, con una disminucion a la hora 3 hasta la hora 12 donde hay un amento
considerable, por otra parte D. hansenii ISA 1510 y C. parapsilosis (C1), su actividad disminuye
desde el inicio de la cinética, recuperandose en la hora 9 a partir de la cual se mantiene estable
hasta la hora 21, con una drastica disminucion hasta el final de la cinética. Destaca el consorcio
triple de C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510, el cual presenta una tendencia a disminuir
de manera paulatina, y se mantiene en valores de actividad enziméatica mayores respecto a las otras

tres cinéticas.
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Acido elagico (mg/mL)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

0.0

Figura 35. Produccion de acido elagico en: C1 D. hansenii ISA 1510 y C. parapsilosis ( == ), C2 C. utilis y C.
parapsilosis (<), C3 C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510 (= )y C4 P. kluyveri e I. terricola ( ).

La produccién de acido elagico por HPLC, se observa en Figura 35, esta cuantificacion es
la méas importante de todo el proceso, ya que el objetivo es mejorar la produccion de acido por
medio de un consorcio, C. utilis y C. parapsilosis (C2), D. hansenii ISA 1510 y C. parapsilosis
(C1), la cantidad de acido presente en el medio va disminuyendo paulatinamente durante toda la
cinética, para el caso P. kluyveri e I. terricola (C4), presenta los valores mas altos de produccion
asi como estabilidad, sin embargo, en relacion con actividad enzimética no es asi, por lo cual nos
inclinamos por el consorcio triple C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510, porque su
produccién aumenta desde la hora 3 y se mantiene totalmente estable durante todo el proceso en 2
mg de &cido galico/mL de metanol, y ademas las actividades enzimaticas cuantificadas son

favorables para el proceso.

5.4.2 Nuevo disefio experimental
En el programa estadistico Statgraphics® se realiz6 un disefio de experimentos de mezclas

simplex-lattice, con tres variables las cuales corresponden a las tres levaduras no-convencionales
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seleccionadas. Como variable de respuesta se analiz6 la cantidad de acido elagico determinado por

HPLC. Las corridas totales del disefio fueron 10, considerando 3 puntos centrales y los vértices.

Tabla 24. Disefio de mezclas simplex-lattice con las levaduras como variables, se consideraron 3 punto centrales y

los vértices.
Corrida D. hansenii ISA 1510 C. utilis C. parapsilosis

1 0 0.5 0.5

2 0.333333 0.333333 0.333333
3 0 0 1

4 0.166667 0.166667 0.666667
5 0.5 0.5 0

6 0.166667 0.666667 0.166667
7 0.666667 0.166667 0.166667
8 0.5 0 0.5

9 1 0 0

10 0 1 0

Se utilizaron 1200 mL de extracto de fresa lo cual es equivalente a 6.5 mg de elagitaninos, en 2000

mL de medio de cultivo.

5.4.3 Crecimiento celular en nuevo disefio experimental
El crecimiento celular de la mezcla de las levaduras fue comparado con los puntos puros

del disefio, el comportamiento fue caracteristico de las levaduras, por lo cual se muestran en la

Figura 36 la velocidad especifica de crecimiento de las corridas del disefio experimental.
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C. ntilis D. hansenii ISA D. hansenii ISAD. hansenii ISA D. hansenii ISAD. hansenii ISAD. hansenii ISA D. hansenii ISA C. parapsilosis C. niilis
(x10%6)/ C.  1510(2x10%6)/ 1510 (1x10"6)/ 1510 (3x106)/ 1510 (Ix10"6)/ 1510 (4x10"6)/ 1510 (3x10"6)/ 1510

parapsilosis C. utilis C. utilis C. utilis C. utilis C. utilis C. parapsilosis
(3x10%6) (2x10%6)/ C.  (IxI0%6)/ C. (3x10%6) (Ixi0r6)/ C. (Ix106)/ C. (3x10"6)
parapsilosi parapsilosis parapsilosi parapsilosi:
(2x10"6) (4x10"6) (Ix10"6) (1x106)

Figura 36. Velocidad especifica de crecimiento de las corridas del disefio de experimentos de mezclas para la

produccién de &cido elagico mediante la hidrolisis de elagitaninos provenientes de Fresa.

A excepcion del consorcio de C. utilis con C. parapsilosis, y el punto puro de C.

parapsilosis, las velocidades son muy parecidas entre si, indicando que el metabolismo de las

levaduras en estado puro y en consorcio no se ve afectado por las condiciones del medio,

especificamente de los elagitaninos, los cuales estan siendo metabolizados. Sin embargo, con esta

grafica

lo cual

no se puede apreciar si el efecto es negativo o positivo del sustrato sobre la levadura, por
se presenta en la Figura 37 los tiempos de duplicacion.
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C. urtilis D. hansenii IS4 D. hansenii IS4 D. hansenii IS4 D. hansenii IS4 D. hansenii IS4 D. hansenii ISA D. hansenii IS4 C. parapsilosis C. urilis

Tiempo (h)

(3x10%6)/C.  15102x10%6)/ 1510 (1x10°6)/ 1510 (3x10°6)/ 1510 (Ix10°6)/ 1510 (dx10°6)/ 1510 (3x10°6)/ 1510
parapsilosis C. utilis C. utilis C. urilis C. urilis C. urilis C. parapsilosis
(3x10°6) (2x1076)/ C. (1x10"6)/ C. (3x10°6) (4x1076)/ C. (1x1076)/ C. (3x10°6)
parapsilosis parapsilosis parapsilosis parapsilosis
(2x10°6) (4x10°6) (1x10°6) (1x10°6)

Figura 37. Tiempo de duplicacion de las corridas del disefio de experimentos de mezclas para la produccidn de acido

elagico mediante la hidrdlisis de elagitaninos provenientes de Fresa.

Como se aprecia el sustrato utilizado tuvo un efecto positivo sobre el metabolismo de las
levaduras, que ademas son resultados que pueden ser comparados con los puntos puros del
experimento. Respecto a los resultados del primer disefio de experimentos que se realizd, C. utilis
y D. hansenii ISA 1510 tuvieron 2.86 h y 2.17 h, respectivamente como tiempo de duplicacion,
mientras que en este disefio se obtuvo 1.9241 h para ambos casos, observando un efecto positivo
del segundo disefio de experimentos, que implica un nuevo consorcio que incluye C. parapsilosis.
La velocidad de crecimiento es mas lenta en el segundo disefio respecto al primero, sin embargo,

es constante en un 80% de las corridas del disefio, dando indicio de que el sistema tiene estabilidad.

5.4.4 Actividades enzimaticas: tanasa y p-glucosidasa
Respecto a la actividad enzimatica de tanasa como se observa en la figura 38, se comparé

una corrida del disefio experimental con los tres puntos puros, C. parapsilosis presenta la menor
actividad enzimatica de tanasa, sin embargo, es la actividad mas estable y constante, manteniendo
la expresion de la enzima hasta el final de la cinética. La siguiente cinética que presentd cierta
tendencia fue D. hansenii ISA 1510, la cual comenzd en 8 umol/mL min, en la hora 3y 9 se

expresaron 2.41y 2.57 umol/mL min respectivamente, y la hora 6 y de la hora 12 hasta el final de
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la cinética la actividad enzimatica oscilo entre 4 y 5.5 umol/mL min. C. utilis, presentd la mayor
actividad a la hora 9 de fermentacion, sin embargo, no fue estable ya que a partir de la hora 12
disminuy0 paulatinamente hasta el final de la cinética. Este mismo comportamiento lo presento el
consorcio triple D. hansenii ISA 1510(2x10°), C. utilis (2x10°), C. parapsilosis (2x10°), donde la

maxima expresion fue a la hora 9 superando lo expresado por C. utilis, disminuyendo hasta 0

umol/mL min a la hora 24 de la cinética.

(umol/ml (min)?)

Tiempo (h)

Figura 38. Actividad enzimética de tanasa durante el proceso de fermentacion a nivel biorreactor utilizando un

consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales: D. hansenii ISA 1510(2x10°) / C. utilis (2x10°) / C.

parapsilosis (2x108) ( -+ ); D. hansenii ISA 1510 ( -+ ); C. utilis ('9'); C. parapsilosis ('E_ ).

Respecto a la actividad enzimatica de B-glucosidasa se muestra en la Figura 39, la mayoria
de las corridas son estables y se mantienen constantes hasta el final de la cinética, D. hansenii ISA
1510 (4x10°%), C. utilis (1x10°) y C. parapsilosis (1x10°); D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C. utilis
(4x10%), y C. parapsilosis (1x10°), asi como la cinética de D. hansenii ISA 1510, tuvieron menor
actividad enzimatica respecto a las otras cinéticas, oscilando entre los mismos valores y
presentando una tendencia similar, el consorcio de D. hansenii ISA 1510 (1x10°%), C. utilis (1x10°)
y C. parapsilosis (4x10°) y el punto puro C. parapsilosis, tuvieron valores similares de actividad
asi como la misma tendencia, mientras que el consorcio de D. hansenii ISA 1510 (2x10°%), C. utilis

(2x10%) y C. parapsilosis (2x10°), fue similar al punto puro de C. utilis, cuyas actividades fueron
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las mayores, y presentaron una disminucién paulatina a partir de la hora 15 para C. utilis y de la

hora 18 para el consorcio, esto puede deberse a inhibicion por producto.

16 -

(umol/ml (min)?)

Tiempo (h)

Figura 39. Determinacion de la actividad b-glucosidasa durante el proceso de fermentacién a nivel biorreactor

utilizando un consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales: D. hansenii ISA 1510(2x10%)/ C. utilis
(2x10%)/ C. parapsilosis (2x106) (=#); D. hansenii ISA 1510 (1x106)/ C. utilis (1x10)/ C. parapsilosis (4x10°) (7 );
D. hansenii ISA 1510 (1x10°)/ C. utilis (4x106)/ C. parapsilosis (1x10) (7 ); D. hansenii ISA 1510 (4x10°)/ C. utilis

(1x109)/ C. parapsilosis (1x10%) ("); D. hansenii ISA 1510 (=¥ ): C. utilis (=8=): C. parapsilosis ( &),

En comparacién con los resultados obtenidos en el primer disefio de biorreactor, no hay
diferencia significativa entre la cantidad de actividad enzimatica obtenida ya que en ambos disefios
se obtuvieron en el intervalo de 4 hy 12 h, y solamente se puede destacar la tendencia y estabilidad

de los resultados, en donde se mejoraron estos aspectos en el segundo disefio.

5.4.5 Evaluacién de la produccion de &cido elagico por HPLC
La cantidad de &cido elagico obtenido en este segundo disefio experimental se presentan en la Tabla

25, cuyo promedio de las 0 a 24 horas son expresados, en donde el valor mas bajo es de 1.3451
mg/mL correspondiente a la corrida D. hansenii ISA 1510 (3x10°), C. utilis (3x10°), comparado
con la corrida del disefio 1, D. hansenii ISA 1510 (1.5x10°), C. utilis (1.5x10°) que obtuvo 0.1510
mg/mL, siendo casi nueve veces la diferencia de la concentracion de &cido obtenido. La mejor
corrida fue D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C. utilis (1x10°), C. parapsilosis (4x10°) con la que se
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obtuvo 2.8242 mg/mL de acido elagico, siendo casi seis veces mayor que la corrida correspondiente
del disefio 1 D. hansenii ISA 1510(0.5x10°%), C. utilis (0.5x10°), P. pastoris (2x10°).

Tabla 25. Resultados de acido elagico cuantificado por HPLC de los dos disefios experimentales utilizados en la

experimentacion. Los resultados son expresados como el promedio de la hora 0 a la hora 24 de cada cinética

Disefio experimental 1 Disefio experimental 2
Acido Acido
Corrida elagico Corrida elagico
(mg/mL) (mg/mL)
- D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C.
D. hansenii ISA 1510 (0.5x10°), C. . o
- _ 0.4768 | utilis (1x10°), C. parapsilosis 2.8242
utilis (0.5x10°%), P. pastoris (2x10°)
(4x10°)
D. hansenii ISA 1510 (1.5x10°), P. D. hansenii ISA 1510 (3x10%), C.
_ 0.1508 T 2.0277
pastoris (1.5x10°) parapsilosis (3x10°)
- D. hansenii ISA 1510 (1x10), C.
D. hansenii ISA 1510 (0.5x10°), C. N o
N ) 0.1097 | utilis (4x10°%), C. parapsilosis 1.6998
utilis (2x10°), P. pastoris (0.5x10°)
(1x10%)
- D. hansenii ISA 1510 (2x10°), C.
D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C. N o
- _ 0.1003 | utilis (2x10°), C. parapsilosis 2.1223
utilis (1x10°), P. pastoris (1x10°)
(2x10°)
- D. hansenii ISA 1510 (4x10°, C.
D. hansenii ISA 1510 (2x10°), C. - o
N ] 0.5022 | utilis (1x10°), C. parapsilosis 2.2068
utilis (0.5x10°), P. pastoris (0.5x10°)
(1x10%)
C. utilis (1.5x10°), P. pastoris C. utilis (3x10°), C. parapsilosis
0.6873 1.9244
(1.5x10° (3x10°)
D. hansenii ISA 1510 (1.5x10°), C. D. hansenii ISA 1510 (3x10°), C.
N 01501 | 1.3451
utilis (1.5x10°) utilis (3x10°)
D. hansenii ISA 1510 0.7361 | D. hansenii ISA 1510 2.0953
P. pastoris 0.553 | C. parapsilosis 1.9478
C. utilis 0.6273 | C. utilis 2.1963
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La mayor diferencia se presentd entre las corridas D. hansenii ISA 1510 (2x10°), C. utilis (2x10°),
C. parapsilosis (2x10°) y D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C. utilis (1x10°), P. pastoris (1x10°), donde
el segundo disefio es mas de veinte veces mayor respecto a que lo que se obtuvo con el primer
disefio. Ademas, los puntos puros de D. hansenii ISA 1510 y C. utilis se obtuvieron mayores
cantidades con el segundo disefio, indicando que los factores que se cambiaron si mejoraron el
proceso, dentro de los factores que se cambiaron fue: el uso de C. parapsilosis en vez de P. pastoris,
se aument6 la concentracion celular de 3x10° a 6x10° y se aumentd la concentracion de
elagitaninos.

En la Figura 40, se muestra la cantidad de &cido elagico que se produce durante toda la
fermentacion, en donde se comparan los puntos puros con el consorcio triple que obtuvo mayor
cantidad de acido eldgico como promedio. Se observa que la produccion de acido de D. hansenii
ISA 1510 y C. parapsilosis, tiene tendencia a aumentar conforme pasan las horas de cinética, para
C. utilis se observa un aumento a partir de la hora 6 y hasta la hora 15. Ademas de destaca el
consorcio triple ya que la menor cantidad de acido elégico es en la hora 3 con 2.53 mg/mL, y su

maximo es en la hora 12 con 3 mg/mL de acido elagico.

3.5 4

b
o)

\S)

Acido elagico (mg/mL)
&

—_—

e
W
1

0 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Figura 40. Produccion de &cido elagico durante el proceso de fermentacidon a nivel biorreactor utilizando un

consorcio microbiano con las levaduras no-convencionales: D. hansenii 1ISA 1510 (1x109), C. utilis (1x10°), C.

parapsilosis (4x106) ( as ); D. hansenii ISA 1510 ( -+ ); C. utilis ( =8=); C. parapsilosis ( = ).
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Es importante realizar el andlisis estadistico para observar la superficie de respuesta para
determinar si es mejor utilizar un consorcio de levaduras o es mejor utilizar cultivos puros, ademas

de conocer las condiciones adecuadas para el proceso.

5.4.6 Analisis estadistico
Se ajustaron tres diferentes modelos a los datos de &cido elagico, que fue el lineal,

cuadratico y cubico especial, de los cuales de acuerdo con el valor-P, mediante el cual se prueba
cual es el modelo estadisticamente mas significativo, se seleccioné el modelo cubico especial, ya
que su valor-P estd més cerca del 95% de confianza, respecto a los otros dos modelos.

De acuerdo con el Analisis de Varianza (ANOVA), el valor-P para este modelo es mayor o
igual que 0.05, no hay una relacion estadisticamente significativa entre Acido elagico y los
componentes, con nivel de confianza del 95.0%. El estadistico R? indica que el modelo, asi
ajustado, explica 62.2498% de la variabilidad en Acido elagico. El error estandar del estimado
muestra que la desviacion estandar de los residuos es 0.404095. Puesto que el valor-P es mayor
que 5.0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con nivel de significancia del
5.0%.

En la Figura 41 se muestran los contornos de la superficie de respuesta de la produccion de
acido elagico, donde se observa que la menor produccion de acido elagico es cuando no se utiliza
C. parapsilosis, mientras que el resto de la respuesta es favorable manteniéndose por arriba de los
2 mg/mL de &cido elagico, indicando que un consorcio triple si es conveniente para la produccion
de acido elégico ya que la zona con mayor produccion se encuentra casi al centro de la superficie.
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D. hansenii ISA 1510=1.0

C. parapsilosis=0.0 C. utilis=0.0

C. utilis=1.0 D. hansenii ISA 1510=0.0 C. parapsilosis=1.0
Figura 41. Contornos de la superficie de respuesta estimada con medios de fermentacién con elagitaninos
provenientes de Fresa, se obtuvieron mediante el analisis estadistico de un disefio de mezclas simplex-lattice mediante
el programa Statgraphics®. Acido el4gico (mg/mL): 1.3 (I ): 1.46 ( ™). 1 62 ( ); 1.78 ( ); 1.94 (
); 2.1 ( ); 2.26 ( );2.42 ( ); 2.58 ( ); 2.74 (W ); 2 o (W)

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente se considerd que la mejor combinacion
de levaduras es D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C. utilis (1x10°), C. parapsilosis (4x10°), lo cual se
puede comparar con los resultados de optimizacion obtenidos por el programa Statgraphics®, el
cual indica que para tener una produccién de 2.40 mg/mL se deben de combinar D. hansenii ISA
1510 (1.904604x10°), C. utilis (1.27188x10°%), C. parapsilosis (2.823516x10°), indicando que el
disefio de mezclas utilizado cubre el punto éptimo para la produccién de acido elagico.
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Capitulo IV Conclusiones y recomendaciones

La busqueda de alternativas para obtener nuevos compuestos que puedan ser benéficos para
la salud ha sido encaminada hacia las fuentes vegetales, lo cual ha dado la posibilidad de estudiar
las frutas endémicas del estado de Michoacan, destacando la Fresa y la Zarzamora, dandoles un
valor agregado. La principal importancia de esta investigacion radica en dar a conocer resultados
que puedan avalar la composicion de las frutillas, principalmente de los compuestos fitoquimicos,
los cuales presentan actividad bactericida ante microorganismos como E. coli y S. aureus, asi como
actividad antioxidante pudiendo atrapar los radicales libres de ABTS"y DPPH. Ademas, de estas
importantes propiedades mencionadas, se determiné la cantidad de fenoles y flavonoides totales,
encontrando que el solvente que obtuvo mayor extraccion fue la acetona, concluyendo que la
extraccion realizada contiene compuestos de caracter polar. Por otra parte, se pudo determinar
antocianinas, la cuales son mayoritarias en Zarzamora, ademas de elagitaninos, los cuales se
encuentran principalmente en Fresa, recordando la importancia de los elagitaninos, que fueron
utilizados en una etapa posterior de la investigacién para la produccion de acido elagico.

Las siete levaduras no-convencionales evaluadas presentan actividad enzimatica de tanasa
inducida extracelular, de las cuales destacan D. hansenii ISA1510 y P. pastoris. EI método de
deteccidn de tanasa mas propicio para esta investigacion es la técnica con rodamina, por la
estabilidad del complejo formado, lo cual da mayor precision de los datos obtenidos. La
actividad pB-glucosidasa fue extracelular y se presentd en las levaduras del género Candida y Pichia
principalmente, siendo los medios con glucosa y sacarosa los de mayor capacidad para inducir la
actividad, la cual present6 valores maximos con las cepas P. pastoris en el medio suministrado con
glucosa, C. utilis en el medio con sacarosa y C. utilis en celulosa. Para la investigacion de
elagitanasa se observé que los medios con elagitaninos provenientes de Fresa se hidrolizaron en
mayor cantidad para obtener acido elagico, se observé que las cepas P. pastoris y D. hansenii
ISA1510 son las que mejor adaptacion y desarrollo tuvieron en los medios de Fresa y Zarzamora,
sin emabargo, la enzima elagitanasa no ha sido elucidada de manera concreta por lo que los
resultados presentados en esta investigacion le confieren un caracter de estimacion, sin embargo
no es una parte que pueda concluirse satisfactoriamente, ya que no se tiene el control de la enzima.

La frutilla que mejores resultados genero fue la Fresa, ya que se determind con anterioridad

su mayor contenido de elagitaninos respecto a Zarzamora, lo cual se vio reflejado en el momento
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de las fermentaciones obteniendo mayor cantidad de acido elagico, asi como, mayor estabilidad
del producto.

De acuerdo con las pruebas de competencia se observé que la cepa P. pastoris no es
adecuada para consorcios microbianos, mientras que D. hansenii PYC ISA 1510, C. utilis, P.
kluyveri, I. terricola y C. parapsilosis tienen mayor afinidad por el sustrato comparando con las
otras levaduras del experimento teniendo un crecimiento y replicacion méas acelerados comparados
con el de las otras levaduras y asi obtuvieron el mejor crecimiento. La cinética que consta de la
mezcla de las levaduras C. utilis, C. parapsilosis y D. hansenii ISA 1510, fue la seleccionada para
las cinéticas de biorreactor principalmente por la concentracion de acido elagico sintetizado y por
la estabilidad de la actividad enzimética de B-Glugosidasa y Tanasa.

De manera general se puede concluir que si es factible utilizar levaduras no-convencionales
para la produccion de acido elagico, ya que son capaces de generar enzimas que puedan degradar
los elagitaninos, encontrando las condiciones adecuadas para la produccion del compuesto que son
D. hansenii ISA 1510 (1x10°), C. utilis (1x10°), C. parapsilosis (4x10°).
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Resumen
Esta investigacién se basa en el estudio de la degradacion enzimaética de los elagitaninos, los cuales forman

parte de la estructura de la Fresa y la Zarzamora. La degradacion es llevada a cabo por las enzimas tanasa y
B-glucosidasa provenientes de levaduras no-convencionales, cuya influencia individual y en consorcio
mixto se evaludé mediante un disefio de experimentos de mezclas, con el objetivo de determinar la frutilla
gue genera mayor produccién de acido elagico, asi como las mejores concentraciones celulares adecuadas
en consorcio mixto y/o individual. La experimentacion se llevd a cabo de la evaluacion del crecimiento
celular, pH, azucares reductores, proteina, determinacion de actividades enziméticas y elagitaninos, a nivel
bioarreactor, ademas de medir como variable de respuesta del disefio el acido elagico en HPLC. Se observo
que los medios de fermentacion que contenian Fresa son los més adecuados para el proceso, obteniendo
0.73 mg/mL de &cido eldgico, como valor maximo con cuatro horas de fermentacion, mientras que
para las corridas de Zarzamora se obtuvieron 0.20 mg/mL de acido elagico como concentracién
inicial. Al observar los puntos puros, D. hansenii PYC ISA 1510 y P. pastoris, presentan una
degradacion del compuesto, sin embargo, C. utilis tiene un comportamiento estable, llegando a
producir la méaxima cantidad de &cido elagico de todo el disefio experimental, sin embargo P.
pastoris, presenta los valores mas bajos de todo el proceso lo cual se ve reflejado en el analisis del

cultivo mixto, el cual no tiene una influencia significativa sobre la respuesta.

Palabras clave: acido elagico, cultivo puro y mixto, biorreactor, disefio de mezclas.
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Resumen

En la actualidad, gran cantidad de biomoléculas se asocian con propiedades “especiales”,
algunas Utiles para combatir ciertas enfermedades degenerativas. El &cido elagico y los
elagitaninos han logrado gran relevancia debido a la reduccion o prevencién de enfermedades
tales como cancer, enfermedades cardiacas, hipertension, disminucion de colesterol, inhibicién
de bacterias, parasitos y virus, como el VIH y Papiloma. Esto ha propiciado su interés comercial
para su consumo como complemento o incluso como medicamento, por lo que la demanda ha
ido en aumento en los Ultimos afios. La forma tradicional de obtencidon de acido elagico es a
través de procesos que involucran sustancias altamente contaminantes como acidos y
alcalis y que ademas requieren gran cantidad de energia calorifica; esto ha propiciado la
busqueda del desarrollo de procesos biolégicos que permitan obtener &cido eldgico. Las
recientes investigaciones sobre estos procesos se han dirigido hacia fuentes naturales ricas en
compuestos fendlicos, como son los elagitaninos, que puedan ser degradados por enzimas
provenientes de especies de hongos filamentosos o de hongos levaduriformes, siendo estos
ultimos la alternativa més novedosa en los Ultimos afios. Debido a esto, se presenta la siguiente
revision para dar una perspectiva general de los Ultimos avances para la obtencion de
acido elagico mediante fermentaciones con levaduras no-convencionales, utilizando como
sustrato productos endémicos de la region. Para llegar a este punto es necesario hacer un repaso
desde los fundamentos de compuestos fitoquimicos, clasificacion, biosintesis y extraccién de los
compuestos de interés, posteriormente se destacaran sus principales aplicaciones en el area
médica, concluyendo con la revisién de las levaduras no-convencionales como posibles
productoras de enzimas.

Palabras clave: acido elagico, elagitaninos, fuentes naturales, hongos.
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Comparative analysis of enzymatic activity of tannase in non-conventional yeasts to
produce ellagic acid
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Abstract

Non-conventional yeasts represent an alternative for microorganisms that are capable to produce the enzyme Tannase
(EC 3.1.1.20), which has many applications is the food and pharmaceutical industry as it stands out for its ability to produce
ellagic acid out of the enzymatic hydrolysis of ellagitannins. Ellagic acid has been studied in the medical area for its action against
various diseases, as is the case of cancer or heart problems. The investigation was conducted to evaluate seven unconventional
yeasts - Debaryomyces hansenii PYC ISA 1510, Debaryomyces hansenii PYC 2968, Candida parapsilosis, Candida utilis, Pichia
pastoris, Pichia kluyveri, Issatchenkia terricola - as producers of the enzyme Tannase. This was done in mediums of fermentation
with tannic acid (1-3%) and YPD without tannic acid, to determine the activity of the enzyme by two spectrophotometric
methods, the first being with rhodamine and the second with methyl gallate, to detect the presence of gallic acid as a product
of the hydrolysis of tannic acid. The main results showed that the evaluated non-conventional yeasts all presented activity with
the Tannase enzyme, obtaining better detection results with the rhodamine technique for the stability of the formed complex,
which gives more precision of the obtained data.

Keywords: non-conventional yeasts; enzymatic activity; tannase; ellagic acid; hydrolysis.

Practical Application: The spectrophotometric determination of strains of non-conventional yeasts capable of producing
tannase enzyme allow their use in new biotechnological processes.

1 Introduction managed to express the tannase gene from A. oryzae in
a strain of Saccharomyces cerevisiae. Zhong et al.
(2004) cloned and expressed the tannase gene from
A. oryzae in the yeast Pichia pastoris, and Shi et al.
(2005) found tannase activity in the C. utilis strain. This
investigation seeksto expand the information about the
production of tannase in non-conventional yeast strains
that have not been reported in the literature, pointing
out that these strains have not been genetically
modified.

Ellagic acid is a polyphenolic compound obtained by
the degradation of ellagitannins present in various fruits and
plants, which has a lot of applications in various areas such
as nutraceutical, pharmaceutical, cosmetic and food industry
(Vazquez-Flores et al., 2012). A large amount of investigation
has been carried out to produce ellagic acid where three main
factors have been considered, degrading enzymes of ellagitannins
such as tannase (EC 3.1.1.20) and B-glucosidase (EC 3.2.1.21),
filamentous fungi of the genus Aspergillus that are the principal
producing organisms of these enzymes, and different vegetal The yeasts that are detected with the highest enzymatic activity,
sources rich in ellagitannins. The use of fungi entails an increase  will be used to produce ellagic acid by means of a fermentation
in the amount of substrate required for their growthand alonger  process. Using the enzymatic function of hydrolysis of the tannase,
time for fermentation, which in turn has animpacton theenergy  on the ester bonds that bind the hexahydroxydiphenic acid
costs. For these disadvantages, the investigation is developing  mqecules (HHDP) with the glucose molecule, to then undergo

alterpatlv;si tro 'Tp:ﬁvﬁl s%dtpnr)cgss, utshlngnr;orr;con}/?gpcr)natll aspontaneous lactonization of the HHDP molecule, to product
yeasts as microorganisms fhat produce the enzymes of INterest, - i ract s obtained. Tannase is known as an enzyme that

reducing fermentation time, costs of maintenance, and adaptation . . . o
g P hydrolyses the tannic acid ester to give gallic acid and glucose.

of microorganisms. X
] o ) ) On the presence of tannase, the ester linkages between the HHDP
The investigations that have been carried outon the production  anq glucose groups that make up the ellagitannins in strawberry

of tannase in yeasts are very scarce. Aoki et al. (19?6) _began and blackberry should be broken. The non-conventional yeasts
reporting the production, purification and characterization of are an option to produce ellagic acid through the enzymatic

the enzyme tanasa of a Candida yeast sp. K-1. Albertse (2002) L . S
] ) ) ] activity for tannase. On the present investigation, presence
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Abstract

Characterize the content of phytochemical compounds present in samples of extracts of strawberry (Fragaria sp.) and blackberry
(Rubus sp.). The extraction of said compounds was carried out with solutions of polar solvents, such as acetone, ethanol and
methanol, using an experimental design with three factors! state of maturity, resting time and temperature. The characterization
of these fruits is the beginning of the utilization mainly of ellagitannins to produce ellagic acid. Total phytochemical content was
determined by spectrophotometric techniques, for phenolic content it was used Folin-Ciocalteu, for flavonoids it was determined
with aluminium chloride, the antioxidant activity was evaluated by the methods of DPPH and ABTS®, the bactericidal effect of
the extracts was shown for strains of E. coli and S. aureus. The determination of ellagitannins was performed by spectrometry.
The influence of the state of maturity on the response variable was evaluated; it was observed that concentration of phytochemicals
increases proportionally to maturity stage. The antioxidant activity was evaluated, determining that extracts obtained exhibit
94% - 95% inhibition. The determination of ellagitannins, finding that the highest concentration of ellagitannins was found in
a state of green maturity, for strawberries as well as blackberries.

Keywords: ellagitannins; strawberries; blackberries; phytochemicals.
Practical application: Phytochemical characterization of strawberry and blackberry endemic to the state of Michoacan,

highlighting the obtaining of ellagitannins for use in processes of obtaining ellagic acid.

1 Introduction

Polyphenols are a large group of substances with different
chemical structures and activities, which are important constituents
of plants and give them many beneficial effects. Especially these
components can exert antioxidant effect, such as the sequestration of
free radicals, donating hydrogen molecules, clearing of superoxide
molecules, chelating transition metals. These properties are
attributed mainly to the hydroxyl group present in its structural
ring; tannins are distributed in roots, stems, bark, trunk, leaves,
flowers, fruits and seeds. Tannins are soluble in water, exhibit
high molecular weights from 500 Da to 3000 Da, and possess
sufficient hydroxyl groups attached to phenolic structures that
confer them the characteristic of forming complexes with proteins,
minerals and other macromolecules. There exist two groups
of tanninsl condensed and hydrolysable tannins, hydrolysable
tannins, such as gallotannins or ellagitannins, come from the
esterification of non-flavonoid polyphenolic compounds, such
asgallic or ellagic acid, respectively (Vazquez-Flores etal., 2012).

Ellagitannins are a large group of polyphenolic compounds
widely distributed in plants (Seeram et al., 2005), their
structure exhibit great variability since there are multiple
places where the unit of ellagic acid can be linked with
the glucose molecule (Batra & Saxena, 2005). The study,
application and interest in obtaining these compounds lies
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in the therapeutic effects that are primary in its
hydrolysed form, ellagic acid (Huang et al., 2008),
which has many important applications, such as
antioxidant, antimicrobial, antiviral and antitumor
(Seeram et al., 2005). However, the application of
ellagic acid has not been exploited due to its high
cost of production, both with chemical methods
using acid hydrolysis, as well as with
biotechnological processes, using high cost
enzymes and vegetable matter to extract the scarcely
available ellagitannins in the region.

In this work, the study of strawberries and
blackberries, endemic to the State of Michoacan,
was carried out. These two berries are among the
fruits with the highest levels of antioxidants,
adjudged to the content of vitamin C, anthocyanins and
ellagitannins. Additionally, the anthocyanins, which
are pigments that give red or purple colour to fruits,
have been attributed benefits against coronary heart
disease and certain types of cancer (Middleton et al.,
2000). Considering these aspects, we can conclude
that strawberries and blackberries function as a
source of potentially healthy phytochemical
compounds
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