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RESUMEN

La presente investigacion se realizo la caracterizacion fisico quimica de
la cascara de granada, ademas se evalué la influencia del pH y la temperatura
sobre la producciéon de acido elagico en cultivo en fermentacién en estado
liquido, usando la cepa de Aspergillus niger GH1 y el extracto de cascara de
granada como fuente de elagitaninos, se evaluaron tres rangos de pH (3.5, 4.5
y 5.5) y dos temperaturas (30 y 35 °C), con un nivel de inoculo de 1x10°,
agitacion de 200 rpm. Los resultados obtenidos en cuanto a la caracterizacion
fisico quimica muestran que de acuerdo con la literatura este material tiene las
caracteristicas para ser empleado como sustrato para la fermentacién, en
cuanto a la concentracion de azlcares totales (28 gL™), elagitaninos totales
(20.3 gL™), ademas de otros componentes de importancia. Los resultados de la
fermentacion en medio liquido muestran que las mejores condiciones para la
produccion de acido elagico son a pH de 3.5 y 30 °C con una concentracién de
197.4 mgL™", también a estas condiciones se obtuvo la mayor expresion de la
enzima elagitanasa (141.2 UL™), la cual esta relacionada con la liberacion del

acido elagico.

PALABRAS CLAVE: pH, Temperatura, fermentacion liquida, cido elagico.



1 INTRODUCCION

El &cido elagico es una molécula de naturaleza fendlica que puede estar
presente en forma libre en algunas especies vegetales como producto del
metabolismo de las mismas, o bien puede encontrarse a partir de sus
precursores, los elagitaninos. El subgrupo de los elagitaninos pertenece a un
gran grupo de compuestos polifendlicos conocidos como taninos, que también
provienen del metabolismo secundario de los vegetales. Los elagitaninos
poseen en su estructura un grupo conocido como HHDP (6°6 dicarbonil 3°3,
4’4, 5°5 hexahidroxidifénico o bien, acido hexahidroxidifénico), el cual es
caracteristico de los elagitaninos, y que cuando se encuentran en presencia de
acidos o bases fuertes se hidroliza y se libera el acido HHDP de los
elagitaninos, el cual, sufre una reaccion de lactonizacion espontanea que da

origen a la molécula conocida como acido elagico.

El acido elagico es una molécula muy estable, tiene un punto de fusion

de 362 °C (Bala y col., 2005), por su naturaleza fendlica tiende a reaccionar



formando complejos con otras moléculas como proteinas, alcaloides y
polisacaridos. En vista de éstas propiedades que posee el acido elagico con el
paso del tiempo se han realizado distintos trabajos de investigacion sobre la
produccion de acido elagico por procesos biotecnoldgicos trabajos como el

reportado por Huang y colaboradores en el 2005, Vattem y Shetty en el 2003.

Se ha encontrado que el acido elagico posee actividad contra agentes
nocivos para la salud, como lo son los radicales libres, que son los
responsables de procesos como la oxidacion que promueve el envejecimiento
de las células del organismo, la presencia de radicales libres también
representa un riesgo en la formacion de tumores vy distintas formas de cancer,
el acido elagico se ha reportado como un producto efectivo en contra de estos

agentes (Feldman y col., 1999; Ito y col., 1999; Martens-Talcott y col., 2003).

Las propiedades del acido elagico también son aprovechadas en la
industria de los alimentos, elaborando bebidas nutracéuticas, suplementos
alimenticios con propiedades benéficas, sin embargo, la aplicacion para la
conservacion de alimentos es de gran impacto para la industria de alimentos
perecederos empleandolo como un agente inhibidor de microorganismos
(Saucedo-Pompa, 2009), y su actividad antioxidante que incrementan la vida

util del alimento.

El acido elagico puede estar presente en los llamados alimentos
naturales como lo son algunos frutos como las nueces, las frutas de bayas
como la frambuesa, la zarzamora, mora, el arandano entre otros algunos
productos alimenticios (Kaponen, 2007). Por lo que el consumo de este tipo de
alimentos en nuestros dias cobra cada vez mas importancia por los beneficios
que brindan los componentes naturales que poseen, como el acido elagico
(Clifford y Scalbert 2000).

En vista de lo anterior, la presente investigacion busca determinar el
efecto de dos factores importantes en el proceso de produccion de &acido

elagico como son el pH y la temperatura de cultivo, cabe mencionar que es el

3



primer reporte sobre la produccion de acido elagico en cultivo en medio liquido

usando extracto de cascara de granada.

Con relacion a la cascara de granada se ha reportado que contiene un
85% de elagitaninos en la fraccién polifendlica (Seeram y col., 2004), la
cascara de granada es un residuo agroindustrial de la industria procesadora de
concentrado de jugos para la elaboracion de bebidas refrescantes y alcohdlicas
a base de granada, este residuo es subutilizado, sin embargo, debido a la
concentracion de elagitaninos presentes en la cascara representa un material
de alto valor agregado, ademas, el Estado de Coahuila de Zaragoza es el

quinto productor de granada a nivel nacional, segun el SIACON en 2007.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general:

» Determinar el efecto del pH y la temperatura sobre la produccion de
acido elagico por Aspergillus niger GH1, en cultivo en medio liquido

usando extracto de cascara de granada (punica granatum).

1.2.2 Objetivos especificos:
» Determinar la cantidad de acido elagico presente en la cascara de

granada (punica granatum).

» Realizar un analisis proximal de los componentes de la cascara de

granada (punica granatum).

» Evaluar el efecto del pH sobre la produccién de acido elagico en
cultivo en medio liquido usando extracto de cascara de granada y la
cepa de Aspergillus niger GH1.

» Evaluar el efecto de la temperatura sobre la produccion de acido
elagico en cultivo en medio liquido usando extracto de cascara de

granada y la cepa de Aspergillus niger GH1.



1.3 Justificacion

Se han realizado diferentes investigaciones sobre la produccion de acido
elagico tanto en cultivo en medio solido como en cultivo en medio liquido, sin
embargo, los rendimientos comparados con los métodos quimicos estan por
debajo de las expectativas de industriales, por lo tanto es necesario evaluar
diferentes parametros como el pH y la temperatura para iniciar la optimizacion

del proceso biotecnolégico para produccidon de acido elagico.

El establecimiento de mejores condiciones de proceso impactara de
forma positiva en el proceso de obtencién de acido elagico, beneficios que
pueden ser en costos de produccidn, tiempo de produccion y sobre todo el

rendimiento final incrementando la produccion de acido elagico.

Otro factor de impacto es la utilizacion de un residuo agroindustrial, el
cual se desecha y genera contaminacion ambiental, al usarlo para la
produccion de acido elagico dandole valor agregado a este subproducto,

ademas que se contribuye con el medio ambiente.



El establecimiento de las condiciones de produccion biotecnoldgica de
acido elagico representa un desarrollo cientifico y tecnologico importante para
la industria y la sociedad, que a su vez, puede representar la generacion de
empleos para las diferentes localidades productoras de granada y generar el
incremento de los cultivos de granado, proporcionando asi un desarrollo

sustentable de esta especie vegetal y la produccion de acido elagico.

1.4 Hipotesis
El pH y temperatura son factores determinantes en la produccion de

acido elagico en cultivo en medio liquido.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de los taninos

Los taninos son definidos como compuestos polifendlicos, solubles en agua,
de pesos moleculares que van de los 500 Da a los 20,000 Da (Khanbabaee y
Van Ree, 2001), en la naturaleza se encuentran ampliamente distribuidos en
plantas, frutos, hojas, tallos, corteza, raices y tronco (Haslam, 1989). Este tipo
de compuestos son considerados metabolitos secundarios de las plantas,
debido a que no estan involucrados en procesos del metabolismo primario
(Bhat y col., 1998).

Dentro de la célula vegetal, los taninos se encuentran en las vacuolas
(Carretero, 2000), la acumulacion de este tipo de compuestos particularmente
en hojas, corteza y tronco le confiere proteccién a las partes susceptibles de
ser atacadas por \virus, inactivacion de enzimas secretadas por

microorganismos Y la resistencia a ser atacadas por insectos (White, 1957).

Ademas les confiere proteccion contra rumiantes debido a la capacidad de

los taninos de interaccionar con las proteinas, esto provoca un sabor



astringente y desagradable para los a animales, ademas de que las moléculas
que son susceptibles a ser degradados por los microorganismos como
polisacaridos y proteinas son altamente resistentes a la degradacién después

de unirse a los taninos (Goldstein y Swain, 1963).

Los taninos se encuentran abundantemente en nuestra dieta y existe
evidencia de que juegan un papel muy importante en la prevencion de
enfermedades degenerativas como el cancer y enfermedades cardiovasculares
por su actividad antioxidante (Manach, 2005). La actividad antioxidante de los
compuestos polifendlicos se debe principalmente a sus propiedades redox, que
juegan un papel importante en la absorcion y neutralizacion de radicales libres
(Osawa, 2000).

2.2 Clasificacion de los taninos

Existen diversas formas de clasificar a los taninos, la mas empleada es la
que los agrupa con base en su estructura quimica, algunos autores mencionan
dos grandes grupos, los taninos hidrolizables (TH) y los taninos condensados
(TC) (Seeram y col., 2005). Aunque otros manejan la clasificacion en cuatro
grupos: galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y taninos condensados
(Khanbabaee y Van Ree, 2000). En este documento se manejara esta ultima

clasificacion.

2.2.1 Galotaninos

Son ésteres de poligaloil glucosa (acido galico), compuestos que
consisten de una molécula central de glucosa, la cual es rodeada por algunas
unidades de 4acido galico, puede haber en su estructura catequinas o
terpenoides. De la hidrédlisis de los galotaninos se obtiene acido galico mas
azucar (Mueller-Harvey, 2001). Deben ser por lo menos tres grupos galoilos en
la molécula de glucosa para ser considerado tanino, el mas comun es la

pentagaloil glucosa (PGG) (Aguilera-Carbé, 2009)

2.2.2 Taninos complejos



Son aquellos en los cuales los grupos de catequina estan unidas por un

enlace glicosidico a grupos de galotaninos o elagitaninos.

2.2.3 Taninos condensados

Son conocidos como proantocianidinas poliméricas, estan compuestos
de unidades flavonoides: Flavon-3-ol (catequina) y Flavon-3,4-diol
(leucoantocianidinas) y no poseen residuos de azucar (Belmares-Cerda y col.,
2004). Forman complejos con lignina y otros componentes de la pared celular,
ademas de que los oligdbmeros y polimeros de unidades de flavonoides, ligadas
por enlaces carbono-carbono no son suceptibles a la formacién de enlaces

después de la hidrdlisis (Garro y col., 1997).

2.2.4 Elagitaninos

Son taninos derivados del pentagaloil-glucosa por reacciones de
oxidacion entre las unidades de acido galico (Mueller-Harvey, 2001). Por
hidrélisis se genera acido hexahidroxifénico el cual espontaneamente se
deshidrata a la forma lactona conocida como acido elagico (Belmares-Cerda y
col.,, 2004) y el glucésido correspondiente. La principal caracteristica de los
elagitaninos es el grupo hexahidroxidifenilo (HHDP). Existen mas de 500

elagitaninos reportados en la literatura (Feldman y col 1999).

2.3 Importancia de los taninos

A través del tiempo las plantas con alto contenido de polifenoles han
sido utilizadas para diferentes propésitos, los cuales incluyen la rama de la
medicina, nutricion, saborizantes, fragancias entre otros (Edelmann, y col.,
2002). Por esto la importancia de los taninos recae en aspectos muy

importantes como los siguientes:

2.3.1 Importancia biolégica

Los taninos funcionan como repelentes naturales contra predadores y
microorganismos, que ayudan de esta manera a proteger a la planta, gracias a
su propiedad para combinarse con proteinas y otros polimeros. Presentan un
efecto toxico contra patégenos potenciales en ciertos tejidos de la planta,

produciendo resistencia al ataque de virus y microorganismos, polimerizandose
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en forma de barrera protectora insoluble, previniendo a las plantas de ataques
microbianos. Gracias a su propiedad astringente destruye los tejidos del
paladar a través de la precipitacion de proteinas salivales (Edelmann, y col.,
2002). Limitan la disponibilidad de nutrientes para los animales, inhiben la
accion de algunas enzimas y en general reducen la energia metabolizable
(Méndez y col, 1984).

En frutos no maduros los taninos promueven la astringencia, pero al
madurar se polimerizan y se elimina el sabor astringente, es decir, un

mecanismo de defensa contra insectos nocivos (Olivares, 1983).

2.3.2 Importancia industrial

Por sus propiedades intrinsecas los taninos se utilizan como tintes (café,
amarillo y rojo), en la fabricacion de pegamentos, para controlar los lodos en
los pozos de perforacidon petrolera y principalmente para curtir pieles de
animales (FAO, 1953). En la industria farmacéutica, se utilizan para la
produccion de antioxidantes de gran interés, como lo es el acido galico y el

acido elagico.

2.3 Fuentes de obtencion de taninos

La principal fuente de obtencion de taninos radica en el reino vegetal ya
que estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en los
vegetales, principalmente en las hojas, tallos, raices, cortezas, ramas y frutos

de plantas (Khanbabaee y Van Ree, 2001). En el siguiente cuadro (1) se
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muestra el porcentaje de distribucién de los taninos en algunas familias del

reino vegetal (Swain, 1979).

Cuadro 1. Distribucion de los taninos en el reino vegetal.

Grupo % taninos %taninos
condensados. hidrolizables
(galotaninos y

elagitaninos)

Psilopsida 0 0
Lycopsida 0 0
Sphenopsida 28 0
Helechos 92 0
Angiospermas 54 13
Dicotiledoneae 62 18
Monocotiledoneae 29 0

Fuente: Swain, 1979.

Varias familias de plantas tienen capacidad para sintetizar diferentes
tipos de taninos, aunque una planta especifica puede especializarse en una
forma particular, por ejemplo, Ericaceae.-Calluna sp. Erica sp y Rhodendron sp
son ricas en proantocianidinas. Aceraceae.- tiene bajo nivel de
proantocianidinas combinado con diferentes patrones de taninos hidrolizables.
Artostsphylos.-uva-ursi.- tienen minima capacidad para sintesis de

proantocianidinas que combina con un alto nivel de metabolismo (Swain, 1979).

La cantidad de taninos puede variar en las distintas porciones de la
planta, por ejemplo, Rhus coriaria 27% en hojas, 6% en corteza y 4% en la
madera. Schinopsis lorentell 70% en la madera, 7% en la corteza y 2.5% en la

savia (Haslam, 1966).

En algunas plantas se producen abundantes taninos en los follajes, en
semillas en germinacion, yemas en crecimiento y durante el desarrollo del fruto,

correspondiendo todo ello a sitios de intenso metabolismo. En otras plantas la
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abundancia de taninos se presenta en la corteza y madera de dicotiledoneas, y
en este caso la mayor concentracion aparece en células muertas o viejas
(probablemente aqui exista una intima relacién en la biosintesis de la lignina y
de otros compuestos del grupo de los flavonoides como lo son los taninos)
(Haslam, 1966).

La extraccion de taninos a partir de hojas y frutos nos proporcionan
taninos hidrolizables, mientras que las cortezas y maderas nos proveen taninos

condensados (Olivares, 1983).

2.5 Fuentes de obtencién de elagitaninos y acido elagico

La principal fuente de obtencion de elagitaninos y acido elagico es la
vegetal, principalmente en las hojas, ramas, raices, tallos, frutos y cortezas,
como por ejemplo el roble y el castano (Lei, 2001). Se sabe también que los
arboles arbustivos o arboles de bayas son también una fuente importante de
elagitaninos y acido elagico, como por ejemplo, el arandano, la frambuesa y la
granada (Clifford y Scalbert, 2000. Vattem y Shetty, 2003. Seeram, 2005). En el
siguiente cuadro (2), se presentan algunas de las principales fuentes de

obtencion de elagitaninos y acido elagico.

Cuadro 2. Fuentes vegetales de elagitaninos y acido elagico.
Nombre cientifico Nombre comun | Acido elagico (mgg™)

Quercus robus vy Roble 19.0-63.0

alba

Juglans regia Nuez americana 28.9

Castanea sativa Castara 89.0

Fragaria ananassa Fresa 0.4-0.6

Rubus idaeus Arandano 1.2-1.5

Rubus occidentalis Zarzamora 1.5-2.0

B ertholletia excelsa Nuez de Brasil 0.59

Carya illinoinensis Nuez comun 0.33

Punica granatum Granada 0.78

Fuentes: Bianco y col; 1998., Clifford y Scalbert, 2000 y
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Seeram, 2005)

El contenido de elagitaninos se mide con base a la cantidad e acido
elagico presente, después de una hidrolisis. Puesto que las plantas contienen
cierta concentracion de acido elagico libre, de forma natural, este debe ser
medio antes y después de la hidrélisis de modo que para obtener la cantidad
real de elagitaninos presentes se resta el acido elagico liberado (inicial) al
acido elagico total (final) presente en la planta. Se debe tener en cuenta que
ciertos procesos alimenticios pueden liberar acido elagico (Clifford y Scalbert,
2000).

Las fresas, zarzamoras y frambuesas son mayormente responsables de
las ingesta de elagitaninos en la dieta estadounidense. En la pulpa de las
fresas se reporta un contenido total de acido elagico de 0.4-0.6 mgg™ de fruta
en peso seco, de los elagitaninos presentes en las fresas se ha identificado
solamente a casuarictin.

En frambuesas y zarzamoras el contenido total de de acido elagico llega
a1.2-1.5y 1.5-20 mgg' de fruta en peso seco respectivamente del cual el
88% esta contenido en las semillas. Por otro lado en el jugo de frambuesa se
encontraron 68 mg de acido elagico por litro de producto. El elagitanino
mayoritario en estas muestras corresponde a sanguiin. H-6, ademas se
encontraron los elagitaninos casuarictin, pontentillin y pedunculagin (Daniel y
col., 1989).

Tanto en la pulpa con en la cascara del mango se encuentra un total de
30-160 mg de taninos por fruta, de los cuales la mayoria son galotaninos y
algunos elagitaninos que no han sido bien reportados (Subranianyam y col.,
1979).

Se identificé también acido elagico en nueces como la avellana y nuez
pecanera, 0.59 y 0.33 mgg"' en peso seco respectivamente (Daniel y col.,
1989). En especias como el clavo se ha encontrado la presencia de eugenin,
elagitanino que ha sido aislado y completamente caracterizado (Nonaka y col.,
1980). El té es particularmente rico en flavonoides pero contiene elagitaninos
como el 1-O-galoil-4,6-(S)-hexahidroxidifenil-B-D-glucosa el cual ha sido
reportado tanto en el té de hojas frescas asi como en el té procesado (Nonaka
y col., 1984).
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Los elagitaninos pueden estar presentes en bebidas de las frutas que los
contienen, dependiendo del tratamiento al cual se someten. En el jugo y vino
de la uva muscadina el contenido de acido elagico llega a 30 mgL™ pudiendo
alcanzar hasta los 55 mgL’ a través del periodo de afiejamiento. Este
contenido varia de acuerdo al método de procesamiento y la variedad e la fruta
(Lin y Vine, 1990; Auw y col., 1996). Sanguiin H-6 pedunculagin y otros dos
elagitaninos que aun no han sido identificados, fueron encontrados en las hojas

de un arbol de nuez del género Juglans (Jin y col., 1998).

Se han encontrado elagitaninos en cascaras, hojas y corteza de la
granada, de los cuales se desconoce su presencia en la porcion comestible de
la planta, hasta el momento. Se han realizado analisis por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en ingles) al extracto de
polifenoles totales de cascara de granada, (Punica granatum) (PTP). Los
resultados muestran a punicalagin como el componente mayoritario el cual esta
presente en una 80-85% (p/p), ademas encontraron acido elagico (1.3% p/p) y
cantidades no cuantificadas de punicalin y glucésidos de acido elagico (Seeram
y col., 2005).

En el 2007 Ascacion-Valdes cuantifico el contenido de acido elagico en
cascara de granada. Detecté concentraciones de 501.9 mg para la cascara de
granada en estadio intermedio y 531.5 mg para la cascara de granada en
estadio verde por gramo de material vegetal seco. Para estas determinaciones
utilizd la técnica de metanolisis realizada a 80 °C, empleando acido clorhidrico
metandlico y una mezcla de acido sulfurico y metanol para llevar a cabo la

hidrolisis del material, respectivamente.

En el siguiente cuadro (3) se muestran algunas fuentes de obtencion de

elagitaninos.

Cuadro 3. Otras fuentes potenciales de obtencién de
elagitaninos.

Material vegetal. Nombre comun

Pistacio vera Pistache
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Mangifera indica Mango
Corylus avellana Avellana
Psidium guava Guayaba
Pimenta officinalis Pimiento
Prunas pérsica Durazno
Camelia sinensis Manzanilla
Vitis vinifera Uva

Ribes grosularia Grosella
Fuente: Clifford y Scalbert, 2000.

2.6 Biosintesis de elagitaninos y acido elagico

Los taninos hidrolizables son tradicionalmente divididos en galotaninos y
elagitaninos. Es generalmente aceptado que ambos grupos se derivan de un
precursor en comun 1,2,3,4,5,6-penta-O-galoil-B-D-glucopiranosa (penta galoil
glucosa, PPG), por formacion oxidativa de uno o varios enlaces difenilo entre
dos o0 mas residuos galoilo (Haslam, 1989). Niemetz y Gross en 2003
mencionan que el acoplamiento oxidativo lo lleva acabo una enzima lacasa (EC
1.10.3.2) de la familia de las fenol oxidasas, para formar el enlace C-C entre los

galoilos de la PPG dando lugar al grupo HHDP de los elagitaninos.

La primer prueba experimental fue presentada por Niemetz (2000), quien
reporto que extractos libres de células de Tellina grandiflora, una planta
herbacea perenne que crece y florece en primavera, fueron capaces de oxidar

a la PGG formando elagitaninos monomeéricos.

2.6.1 Elagitaninos

La caracteristica de los elagitaninos son las unidades HHDP que se
acoplan en las posiciones 4-6 o la posicion 2-3 de la unidad D-glucopiranosa, y
tienen la conformacion (S), mientras que el acoplamiento en las posiciones 3-6
conduce unicamente a la formacion (R) de las unidades HHDP (Figura 1). Los

acoplamientos en 1-6 son raros en la naturaleza (Lei, 2002).
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Los elagitaninos se pueden clasificar de acuerdo al numero de grupos

HHDP en la molécula debido a que, los mondmeros de elagitaninos pueden ser

oxidados en las plantas y formar dimeros, trimeros y tetrameros, oligdbmeros y

polimeros, con pesos moleculares de 4000 a 20000 Da (Carretero, 2000;
Khanbabaee y Van Ree, 2001).

Cuando los elagitaninos son expuestos a acido o bases, los enlaces

éster son hidrolizados y el grupo HHDP se libera, para tener estabilidad la

molécula se lactoniza de manera espontanea, para formar al acido elagico.
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Figura 1. Algunos posibles acoplamientos de la D-glucopiranosa en 'C, o *C;
con la conformacion de unidades HHDP en (S)- o (R)-.(Khanbabaee y Van

Ree, 2001).

2.6.2 Acido eléagico
El  acido

elagico

por

Su

nomenclatura

tetrahidroxichromeno[5,4,3-cde]chromeno-5,10-diona. Es

IUPAC

una

2,3,7,8-

molécula

termodinamicamente estable, su punto de fusion es de 362° C, tiene un peso
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molecular de 302.2 gmol, ademas es insoluble en agua y ligeramente soluble
en solventes organicos, esta propiedad se debe a que el anillo aromatico le
confiere propiedades lipofilicas y los 4 grupos hidroxilo y las dos lactonas le
confieren propiedades hidrofilicas, ya que funcionan con aceptores de
electrones y formando puentes de hidrogeno ver en la figura 2 (Bala, y col.,
2005).

0]
N0 OH
HO O

o)

Figura 2. Estructura del acido elagico.

Los elagitaninos y acido elagico han sido empleados de manera
artesanal o medicina rural, para aliviar enfermedades, gastrointestinales,
ulceras gastricas, quemaduras, infecciones bucales al ser ingeridos en
infusiones de plantas que los contienen, esto generé que los investigadores
desarrollaran técnicas de aislamiento y caracterizacién de los principios activos
de las mismas, descubriendo que los elagitaninos y el acido elagico son los
responsables de estos beneficios en la salud. Su alta actividad antioxidante los
llevé a ser considerados moléculas que pueden prevenir o disminuir
enfermedades degenerativas como el cancer (Ito y col. 1999; Clifford y
Scalbert, 2000; Seeram y col. 2005), asi como inhibir la replicacion de los virus,
tales como el virus de inmunodeficiencia humana y el del papiloma humano
(HIV 'y HPV por sus siglas en ingles) (Ruibal, 2003).

2.7 Propiedades del acido elagico
La propiedad astringente de los elagitaninos y el acido elagico los ha
identificado como ingredientes utiles en la medicina tradicional, asi como

también en la preparacion de alimentos, maduracion de frutas, preparacion de
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bebidas como el té (Carretero, 2000) y el vino tinto a los que les da su

propiedad astringente y color y aroma caracteristicos (Doussot, y col., 2000).

2.7.1 Propiedades industriales

Dentro de la industria de bebidas los elagitaninos y el acido elagico, se
emplean para la clarificacion de las bebidas, precipitando sustancias que
forman coloides como, carbohidratos de alto peso molecular y proteinas, sobre
todo en la industria cervecera. Otra aplicacién es la fabricacién de cremas y
lociones aclaradoras de piel, el poder antioxidante del acido elagico empleado
como elagatos para disminuir la generacién de melanina. Otra importante
aplicacién se desarrolla en la industria de tratamiento de aguas residuales en
donde se emplea para la precipitacion de metales y la reduccion de los mismos

en el agua tratada (cuadro 4).

Cuadro 4. Aplicaciones industriales de los elagitaninos.

Aplicacion Referencia

Color y sabor en bebidas destiladas y | Doussot, y col. 2000; Lee y col, 2002

fermentadas.
Precipitacion de metales. Przewloka y Shearer, 2002.
Crema para aclarar la piel. Patente espariola, 1998.

Ademas de las anteriores aplicaciones, el acido elagico ha sido
empleado recientemente para la elaboracion de recubrimientos combinado
entre la matriz de cera de candelilla, obteniendo resultados muy interesantes
sobre el incremento de vida de anaquel de frutas a temperatura ambiente y en

refrigeracion a escala laboratorio. (Saucedo-Pompa, y col. 2009)

2.7.2 Aplicaciones médicas
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El acido elagico ha ganado gran relevancia desde finales de la década
del siglo pasado hasta la fecha, debido a su actividad biolégica, como se ha
mencionado a la largo del texto la capacidad de los taninos y sobre todo del
acido elagico de reaccionar con otras moléculas le confieren poder antioxidante
(Ani, 2006,). A continuacion se hace referencia a las actividades en las cuales

actua el acido elagico

2.7.3 Actividad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar, inhibir o
prevenir la oxidacion de compuestos oxidables, atrapando radicales libres y
disminuyendo el estrés oxidativo (Ani, 2006). EI mecanismo del AE, en

particular, es muy complicado ya que interactua en diversos mecanismos.

Experimentos in-vivo indican que el AE posee gran actividad contra
especies fisioldgicas reactivas (ROOe, OHs, Cu* y 0O,), por lo tanto
representa una forma natural de eliminar radicales del cuerpo humano (Gamal-
Eldeen, 2001).

Jugos comerciales de granada muestran una actividad antioxidante tres
veces mayor que el vino tinto. El principal compuesto antioxidante en el jugo de
granada son taninos hidrolizables, pero antocianidinas y derivados del AE
contenidos en el jugo contribuyen a la capacidad antioxidante total (Gil y col.,
2000).

Por su parte, el cognac exhibe propiedades antioxidantes relacionadas
con compuestos no flavonoides, en particular elagitaninos y acido elagico, los
cuales son extraidos de las barricas durante el primer afio de afiejamiento (Da
Porto y col., 2000).

2.7.4 Actividad anti-lipoxidacion o disminucién de LDL

La propiedad antioxidante previene la formacién de colesterol malo
denominado LDL (por sus siglas en ingles low density lipoproteins). Se han
realizado estudios sobre esta propiedad, evaluaron los polifenoles totales de

nuez en donde demostraron que el acido elagico en sinergismo con otros
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polifenoles reducen los niveles de LDL (Anderson y col. 2001), previniendo

riesgos de problemas cardiacos y obstruccion de venas.

2.7.5 Actividad anti-mutagénicay anti-carcinogénica

La reaccion coordinada entre el acido elagico y un tipico carcinogénico
benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE), prueba al acido elagico como un
agente quimioprotector contra canceres causados por aromaticos policiclicos

(PAHSs) (Huentz, P. y col. 2005), inhibiendo la mutacién de células sanas.

El acido elagico redujo la multiplicidad de tumores en colon de raton y la
incidencia de carcinoma en vejiga de ratdén, cuando fue administrado via oral en
la dieta (Kelloff, G. y col. 1994). El acido elagico es conocido por su accion de
modular la activacion de carcinogénesis 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 detoxificacidn carcinogénica. El acido elagico a
concentraciones entre 1-100 uM/L, mostro una fuerte actividad anti-proliferativa

contra células cancerigenas de colon, pulmén y préstata (Loss, J. y col. 2004).

Se han reportado investigaciones sobre la inhibicion de la proliferacion
de células malignas de cancer de piel (melanoma), cancer de mama, de
estomago, eso6fago, higado y otros (lto y col. 1999; Clidford y Scalbert, 2000;
Seeram y col. 2005;)

2.7.6 Actividad anti-microbiana

El acido elagico ha probado ser un potente antimicrobiano, se han
realizado trabajos experimentales contra patégenos como Staphilococcus
aureus en donde no permitio la coagulacion del plasma en las cajas de Petri en
un tiempo de incubacion de 24 a 37°C, inhibiendo el crecimiento del
microorganismo (Akiyama, y col. 2001). En otro estudio los precursores del
acido elagico (Punicalagina), obtenidos de cascara de granada (Punica
granatum L.), mostraron actividad antibacterial contra 18 cepas patégenas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (por sus siglas en ingles
MRSA), con una concentracién minima inhibitoria (MIC) de 61.5 pgmL™.
(Machado y col, 2002).
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2.7.7 Actividad antiviral

El acido elagico y los elagitaninos son estudiados ampliamente por su
capacidad de inhibir la replicacion del virus de inmunodeficiencia adquirida
(VIH), de la planta Phyllantus amarus fueron extraidos y purificados dos
elagitaninos, la geranina y la corilagina, estas moléculas fueron 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 ug/mL), la reversa transcriptasa (8.17- 2.53 ug/mL) y
proteasa (21.80-6.28 ug/mL) valores para geranina y corilagina
respectivamente. Esta investigacion fue llevada a cabo in vitro e in vivo, con
voluntarios, la administracion fue oral y la potente actividad anti-VIH en sangre
fue demostrada, obteniendo una reduccion del 5% al 30% de la replicacién del
VIH. Este estudio soporta la conclusién de que los elagitaninos tienen un efecto
inhibitorio sobre el VHI no solo in vitro sino in vivo también. (Notka y col. 2004)
Y disminuye la propagacion del virus VIH en el cuerpo de personas infectadas
(Ruibal, 2003).

2.7.8 Actividad gastroprotectiva

La activacion de células pancreaticas es el primer paso en el desarrollo
de la fibrosis pancreatica, el AE ha demostrado inhibir esta activacion
(Masamune y col., 2005). El efecto gastroprotectivo de los extractos de
Quercus suber y Quercus coccifera y algunos taninos como pedunculagin,
castalagin, phillyraeoidin A y acutissimin B, purificados de los extractos, fueron
probados en ratones usando el modelo de ulcera gastrica inducida por etanol.
Ambos extractos probaron la formacién de las ulceras, lo mismo sucede con los
taninos purificados utilizados, dentro de los cuales destaca el elagitanino

castalgin como el mas potente (Khennouf y col., 2003).
2.7.9 Reduccién de los niveles de glucosa
Algunos precursores del acido elagico (lagerstroemina, flosina B y

reginina A) fueron aislados de una planta filipina (Lagerstroemia speciosa),
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empleada por los nativos para controlar la diabetes mellitus, estos compuestos
aislados incrementaron el transporte de glucosa en adipositos de rata pudiendo
reducir los niveles de glucosa en la sangre, sin embargo, es necesario el
estudio detallado de este fendmeno debido a que no esta dilucidado el
mecanismo de estimulacién del transporte de glucosa por estas moléculas
(Hayashi y col. 2002).

2.8 Biodegradacion de elagitaninos

Existen estudios que hablan sobre la biodegradacion de elagitaninos, la
mayoria de ellos se refiere a un conjunto de moléculas que puede ser degradas
por enzimas producidas por hongos, entre estas moléculas degradadas se
incluye a los elagitaninos. En cuanto a biodegradacion de elagitaninos como

tal, los investigadores han atribuido el poder hidrolitico a varias enzimas.

Yoshida y colaboradores trabajaron en 1999 con extractos de hojas de
Tibouchina multiflora, una planta rica en taninos, dilucidando a dos taninos
oligoméricos a los cuales nombraron nobotnanin O Y P. El primero corresponde
a un polvo blanco amorfo y el segundo de color ligeramente café. Sometieron a
estos dos compuestos a una hidrdlisis enzimatica utilizando la enzima tanasa
sintetizada por Aspergillus niger y monitorearon el curso de la reaccién por
HPLC. Observaron la formacién de acido galico y otros compuestos conforme a
la desaparicién del material inicial. Entendiéndose asi que la tanasa solo fue
capaz de hidrolizar los enlaces de los grupos galoil y no de los grupos HHDP,
por lo tanto solo se observa la formacion del acido galico y no de acido elagico ,

producto comun resultante de la hidrdlisis de elagitaninos.

En la industria del arandano, al procesar su jugo se crea en gran
cantidad de pomaza como residuo, en el 2003 Vattem y Shetty bio-procesaron
este residuo mediante una fermentacién en medio sélido usando un hongo
grado alimenticio, Lentinus edodes. Entre sus resultados reportan que durante
el curso de la fermentacion se detecto un incremento de el contenido fendlico
asi como en la actividad antioxidante, estos aumentos los correlacionaron con
el incremento en la actividad B-glucosidasa ya que observaron un

comportamiento similar en los picos, lo cual condujo a los investigadores a
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atribuir una posible intervencion de la enzima B-glucosidasa sobre la liberacion

de los fenoles de la pomaza de arandano.

Hasta ese momento no existian reportes de una enzima, nueva o
especifica, responsable de la hidrdlisis de elagitaninos en particular. Fue mas
tarde en ese mismo afio que el grupo de investigadores dirigidos por el Dr.
Huang, reportaron a la enzima valonea-tanin-hidrolasa, producida por
Aspergillus niger SHL, como la enzima responsable de hidrolizar
especificamente los enlaces ésteres presentes en la valonia, un elagitanino
extraido del roble. Cabe mencionar que en su estudio esencialmente, se midio
la actividad tanasa como tal, por lo tanto no se le puede atribuir a esta nueva

enzima el poder hidrolitico especifico sobre elagitaninos (Huang y col., 2005).

Shi y colaboradores en el (2005) también trabajaron sobre Ia
biodegradacion de elagitaninos usando a la valonia. Evaluaron los extractos
fermentados de los microorganismos Aspergillus niger y Candida utilis.
Atribuyeron la acumulacion de acido elagico a la habilidad degradadora de
taninos de valonia por la tanasa de Aspergillus niger y tanto a tanasa como a
polifenoloxidasa en el caso de Candida utilis, una vez mas, los autores solo
correlacionaron las senales de acumulacion de acido elagico contra actividad
tanasa, en las cuales se observdé un comportamiento similar, siendo esto base
insuficiente para atribuir este poder degradante a tanasa o a polifenoloxidasa.
Incluso los autores remarcaron la necesidad de estudios posteriores enfocados

a las rutas de biodegradacion, pues nada estaba dicho aun.

El terreno de la biodegradacion de elagitaninos era aun desconocido,
muchas deducciones habian sido hechas y la mas importante era que estas
moléculas eran degradadas por una enzima diferente a la tanasa y diferente a
la polifenoloxidasa. Saavedra y colaboradores (2005) expresaron la importancia
de invertir sobre esta linea, debido a que los beneficios redituarian en bio-
procesos mejorados para la obtencion de acido elagico, ya que los presentes al

momento no eran adecuados por su alto costo y bajo rendimiento.
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La investigacion llevada a cabo por Lee y Talcott en el 2004, evalud el
efecto de la B-glucosidasa y la tanasa sobre un extracto correspondiente a
elagitaninos de uva muscadina. En cuanto a la B-glucosidasa encontraron que
esta era capaz de mediar la liberacién del acido elagico presente en los
elagitaninos, en cambio la tanasa solo mediaba la liberacion de acido galico
presente, por lo que solo hidrolizaba parcialmente a estas moléculas.
Concluyendo asi que la tanasa no era la enzima responsable de la hidrdlisis de
elagitaninos para producir acido elagico pero tampoco se le atribuyé este poder

a la B-glucosidasa

El trabajo publicado por Aguilera-Carb6 y colaboradores (2007), reporta
la produccién de acido elagico mediante un cultivo en medio solido usando
espuma de poliuretano (PUF) como soporte y un extracto acuoso de cascara
de granada (punica granatum) como unica fuente de carbono y energia. En
este estudio los autores reportaron a Asperguillus niger GH1 como un
microorganismo capaz de consumir elagitaninos y producir acido elagico. Los
autores atribuyeron esta biodegradacién a una nueva tanasa, distinta a una
tanin-acil-hidrolasa. Ademas, evidenciaron la factibilidad de producir,

biotecnolégicamente, acido elagico.

Mas tarde Huang (2007), evalu6 como afectan ciertos parametros a lo
que llamoé actividad elagitanin-acil-hidrolasa, asi nuevamente atribuye la
hidrdlisis de elagitaninos a una nueva enzima a la cual le asign6é ese nombre.
Sin embargo el extracto enzimatico usado no fue sometido a un protocolo de
purificacion y tampoco aislaron la proteina responsable de esta actividad
hidrolitica, por lo cual la existencia de una elagitanin-acil-hidrolasa no era

hasta el momento concluyente.

Hernandez-Rivera (2008), someti6 un extracto enzimatico purificado
producido por Aspergillus niger GH1 en cultivo en medio sdlido a electroforesis
en geles de poliacrilamida, de esta manera logré evidenciar la existencia de
una banda de alrededor de los 200 Kilodaltones (KDa), potencialmente

responsable de la hidrdlisis del grupo HHDP de elagitaninos.
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Es aun necesario un estudio para confirmar las diferencias entre tanin-
acil-hidrolasa para demostrar las diferencias cataliticas entre ambas enzimas y
entender los procesos de biodegradacion de galotaninos y elagitaninos
(Aguilera-Carbo y col., 2008).

2.9 Procesos de extraccion de elagitaninos

Los métodos usados en la extraccion de elagitaninos deben ser
planeados tomando en cuenta que los pasos utilizados en la extraccién pueden
afectar dichos resultados. El solvente y el método de homogenizacion afectan
tanto a la recuperacion y a la extraccion. Los elagitaninos pueden ser extraidos
de muestras de plantas frescas, congeladas, secas o liofilizadas (Hagerman,
2002). Basicamente la extraccion de elagitaninos se lleva a cabo con procesos
en los cuales se involucran distintos solventes polares como el etanol, metanal,
la acetona, entre otros, y el agua, todo esto en diferentes proporciones. En
algunos casos se utiliza también la adicion de acidos a algunos de los
solventes mencionados para llevar a cabo la extraccion de estas sustancias.
Generalmente se emplean estas sustancias en la extraccion de elagitaninos
aprovechando sus caracteristicas quimicas, como la polaridad que poseen
entre otras. En la siguiente tabla se muestran algunas de las sustancias

empleadas en la extraccion de elagitaninos.

Cuadro 5. Sustancias para la extraccion de elagitaninos.

Sustancias empleadas en la | Referencia.
extraccion.

Agua a régimen de contracorriente. Ruibal, 2003.
Agua (30%) y acetona (70%). Terril y col. 1994.
Agua (20%) y etanol (80%). El-Toumy, 2002.
Acetato de etilo. Maata y col. 2004.
Agua (25%) y metanol (75%) Hakkinen, 2000.
Agua y metanol (proporcion 1:1). Cadahia, 2001.
Agua (30%) y metanol (70%). Bianco y col. 1998.
Metanol (50%). Mueller-Harvey, 2001.
Metanol y acido clorhidrico (0.1%). Mullen, 2002

2.10 Sistemas de Cultivo
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Existen diferentes sistemas de cultivo para la produccién de metabolitos
secundarios entre otros, como enzimas, acidos organicos etc. Los principales

sistemas empleados se describen a continuacion.

2.10.1 Cultivo en medio Liquido (FL)

En el cultivo liquido (CL) o fermentacion sumergida (FSm) ocurre en un
medio homogéneo, que facilita el control de la fermentacion. Ademas, los
productos metabdlicos y el calor se dispersan facilmente, por lo que, no son un
factor limitante para el crecimiento del microorganismo. La barrera principal de
transferencia de O, en la FL, es su baja solubilidad en el agua vy, al hacerse
mayor la capa de agua que debe cruzar aumenta la dificultad para que llegue a
la célula. Gran parte del gasto energético que debe realizarse en la FL esta
relacionado con la necesidad de satisfacer la demanda de oxigeno en el
crecimiento de los microorganismos. Esto es muy claro en el caso de
Aspergillus niger, que es un organismo aerobico estricto y necesita una al tasa
de transferencia de oxigeno para mantener su crecimiento y producir muchos

de los metabolitos de interés (Righelato, 1975, Solomon y col, 1975).

El tipo de recipiente usado y el tipo de agitacion dependen de la
naturaleza de la fermentaciéon que se esté investigando. Los cultivos agitados
usualmente son aplicados a procesos aerobios los cuales tienden a ser de dos
tipos:

1.- Aquellos en los cuales se necesita una gran cantidad de oxigeno para
producir una gran cantidad de células, esto es comun en el caso de organismos
filamentosos.

2.- Aquellos en los cuales las condiciones de aerobiosis son requeridas pero la
cantidad de oxigeno necesitada es mucho menor, esto ocurre frecuentemente

con las bacterias.

Para el primer tipo, pequenos volumenes dan buenas tasas de transferencia de
oxigeno, para el segundo tipo, volumenes mayores de medio pueden ser

usados con una tasa menor de agitacion (Aguilar, 1998).

2.10.2 Cultivo en estado sélido (FS)
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Hesseltine (1972) empleo el término de fermentacion en estado solido a
todas las fermentaciones donde el sustrato no es liquido. Posteriormente,
Raimbault (1980) propuso un termino mas preciso: "Las fermentaciones en las
cuales el sustrato no esta ni disuelto ni en suspension en un gran volumen de
agua". No obstante, Moo-Young y col. (1983), propusieron un término a todos
los procesos que utilizan materiales insolubles en agua para el crecimiento de
microorganismos en ausencia de agua libre; autores como Mudgett (1986) y
Durand y col. (1988), han planteado una definicion mas general: "Es un método
de cultivo de microorganismos sobre y/o dentro de particulas solidas". El liquido
ligado a las particulas solidas debe estar en una cantidad que asegure la
actividad del agua adecuada para el crecimiento y el metabolismo de los
microorganismos, pero sin exceder el maximo poder de retencion de este

liquido en la matriz solida.

La definicion mas general y reciente fue formulada por Viniegra-Gonzalez
(2002), donde se plantea que "es un proceso microbiolégico que ocurre
comunmente en la superficie de materiales sélidos que tienen la propiedad de
absorber y contener agua, con o sin nutrientes solubles". Esta definicion abarca
a procesos donde el soporte solido es inerte y los sustratos que utiliza el
microorganismo pueden ser sustancias solubles en agua, como el proceso de
bioconversion de etanol y el crecimiento de Candida utilis sobre amberlita
(Christen y col., 1993).

2.11 Efectos de la temperatura

La temperatura afecta al crecimiento de manera notable, principalmente
porque los microorganismos de una especie dada sélo pueden crecer en un
rango restringido de temperaturas. Los psicrofilos presentan un rango de 5° a
15 °C, los mesofilos de 25° a 40 °C y los termdfilos de 45° a 60 °C pero se han
reportado de hasta 90 °C. Los organismos termdfilos tienen un gran potencial
de utilizacion pues la alta temperatura permite una mejor transferencia de calor,
velocidades de reaccion mayores y menor posibilidad de contaminacion. La
mayor parte de los microorganismos que se usan actualmente pertenecen al

grupo de los mesdfilos. (Quintero Ramirez, 1990).
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2.12 Efectos del pH

El pH, medida de concentraciones de iones hidrogeno, tiene también un
marcado efecto en la velocidad de crecimiento y en el rendimiento. El pH para
una especie presenta generalmente un maximo denominado pH 6ptimo. En
bacterias el pH optimo varia entre 6.0 y 8.0; en levaduras entre 4.0 y 6.0 y en
mohos entre 3.0 y 7.0. Un cambio en el valor del pH del medio puede afectar su
composicion y la naturaleza de la superficie microbiana al disociarse acidos y
bases. Este ultimo puede afectar la floculacion de la biomasa (Quintero
Ramirez, 1990).

2.13 Métodos de cuantificacion de acido eldgico

Existes diferentes metodologias para la cuantificacién de acido elagico,
las cuales se basan desde la formacion de compuestos coloridos, pasando por
la capacidad de absorcion de los mismos a diferentes longitudes de onda,
sefales caracteristicas se sus grupos funcionales, tipos de carbonos e
hidrogenos de la molécula y finalmente por su masa molecular y los pesos de

sus fragmentos.

A continuacion se describen algunas técnicas para la cuantificacion de

acido elagico.

2.13.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos

La cuantificacion e identificacion de componentes polifendlicos ha
despertado un gran interés por su importancia, lo que ha hecho que cada dia
sean mas los datos que se pueden encontrar en la bibliografia cientifica sobre
el perfil fendlico de vegetales. Ademas, la gran diversidad de compuestos
fendlicos dispersos en los tejidos vegetales, asi como sus diferentes
estructuras quimicas, ha traido consigo la necesidad de desarrollar un gran
numero de técnicas analiticas para su identificacion y cuantificacién. Las
primeras técnicas desarrolladas fueron técnicas espectrofotométricas, que si
bien tienen interés desde el punto de vista del control de calidad, no aportan la
suficiente informacién desde un punto de vista nutricional, por lo que ha sido

necesario recurrir a técnicas mas precisas, como las cromatograficas, que
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permitan la identificacion individualizada de cada uno de los polifenoles de

interés nutricional.

2.13.2 Técnicas espectrofotométricas

Existen diferentes métodos espectrofotométricos que han sido
desarrollados para la determinacion de acido elagico en materiales vegetales.
Dichos métodos registran la presencia del acido elagico mediante la reaccion
que se lleva a cabo entre las sustancias empleadas en el método y el acido
elagico, en donde los carbonos menos sustituidos de la molécula son
susceptibles al ataque nucleofilico. Cuando dicha reaccion se lleva a cabo se
forma un cromoforo que puede ser registrado mediante un espectrofotometro.
Se pueden mencionar métodos como el de Wilson y Hagerman (1990) en el

cual se emplea nitritito de sodio.

2.13.3 Técnicas cromatograficas

Los métodos mas empleados para la cuantificacion de acido elagico son
los cromatograficos dentro de los cuales podemos mencionar la cromatografia
en capa fina y la cromatografia liquida de alta resolucion.
La cromatografia en capa fina es una prueba que mas bien puede emplearse
para comprobar la presencia de los compuestos que se pretendan evaluar, es
decir, que se puede emplear como una prueba cualitativa para determinar la

presencia del acido elagico empleando diferentes fases méviles (Lei, 2001).

La cromatografia liquida de alta resolucién es la técnica mas empleada
en la cuantificacion de acido elagico (Scalbert 1990, Bianco 1998, Hakkinen
2000). La importancia de ésta técnica radica en la definicion de las condiciones
que se usaran para la separaciéon de los compuestos, condiciones como la
definicion de las fases moéviles a emplear o si se usaran condiciones de
gradientes o isocraticas etc. Es por esto que en los distintos trabajos
reportados en donde se empled ésta técnica no se establecen condiciones

exactas para la cuantificacion de acido elagico.

Actualmente, la utilizacion de HPLC con deteccién por photo diodo array

y acoplado a un detector de masa se ha empleado para la cuantificacion de
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flavonoles, flavonas y flavononas en alimentos. En esta técnica, las areas del
pico de cada uno de los compuestos a investigar se emplean para la
cuantificacion, mientras que el detector de masas se utiliza para incrementar la

especificidad del método.
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2.14 Generalidades del material vegetal empleado
En la presente investigacion se empleo como material vegetal la granada

(Punica granatum), la cual se hace una breve resefia.

2.14.1 Granada (Punica granatum)

El granado es uno de los frutales mas antiguos cultivados en la
peninsula ibérica. Es un arbol pequefio perteneciente a la familia de las
Punicaceas cuyo pericarpio es de color amarillo rojizo, de pulpa acida y una
gran cantidad de semillas (Favadi, 2005). Es bien conocido que posee
actividades farmacolégicas como antimicrobiana, antiviral, anticancerigeno y
potente antioxidante (Seeram y col; 2005) ya que la cascara de granada es una
fuente rica en polifenoles, tales como acido elagico, quercetina y punicalagin
(Ghasemian y col; 2006). La figura 3 presenta algunas estructuras quimicas de

los elagitaninos de granada.

La presencia de estos polifenoles en la cascara de granada pueden ser
los responsables de la actividad antimutagénica de extractos de cascara (Gil y
col; 2000). Se ha reportado que el jugo de granada contiene capacidad

antioxidante, debido a la presencia de elagitaninos (Seeram y col; 2005).

La granada posee un alto contenido en potasio, necesario para la
regulacion del sistema nervioso principal. Estudios recientes han descubierto
que este poder actua mas sobre las mujeres que sobre los hombres. En el

cuadro 6 se muestra la caracterizacion fisicoquimica de la granada (cascara).
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Cuadro 6. Caracterizacién fisicoquimica de la cascara de
granada.
Componente Cantidad por 100 g de
muestra. (g).
Materia seca total. 94.45 £1.25
Humedad. 55+1.25
Cenizas. 3.59+£0.08
Grasa cruda. 3.57 £ 0.38
Proteina total. 4.26 £0.17
Fibra cruda. 19.90 = 1.61
Azucares totales. 17.75 £ 0.61
Azucares reductores. 4.34 £ 0.01
Fenoles hidrolizables totales. 6.11+£1.83
Fuente: Robledo-Olivo, A.
2007.

2.14.2 Usos tradicionales de la granada (Punica granatum)

En casi todo el pais su principal aplicacion es para problemas
estomacales como diarrea y disenteria, mediante el uso del fruto y la cascara o
las hojas, corteza, flores y brotes; el tratamiento mas recomendado es ingerir el
cocimiento de una o mas partes de la planta, o bien, mezclar la coccién con

guayaba, hierbabuena, lima, tamarindo y otras, para tomarse tres veces al dia.

Otros padecimientos tratados son los parasitos intestinales como
lombrices y solitarias, para lo cual se toma la coccién concentrada a base de la
corteza, raiz, hojas o la cascara del fruto, mezclada con un poco de epazote, y
el liquido obtenido se bebe en ayunas durante tres dias. Se dice, ademas, que

la granada trata el empacho, vomito, bilis, infeccién intestinal y fuegos bucales.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion del material vegetal

La cascara de granada (Punica granatum) en polvo fue proporcionada
por el Departamento de Investigacion en Alimentos de la Universidad
Auténoma de Coahuila y fue recolectada de en los municipios de Saltillo,
Arteaga y Parras de la Fuente, las caracteristicas del polvo fueron: Humedad <
al 5%, tamano de particula de 600 micras, color naranja. EI material se
almaceno en bolsas de polietileno en un lugar seco y ausente de luz antes de

Su uso.

3.1.1 Preparacion del extracto de cascara de granada

Para la preparacion del extracto se sigui¢ la metodologia reportada por
Seeram y col (2005), para ello se prepardé una solucion con la cascara de
granada seca con agua en una relacion 1:5 (m/v), se colocé en agitacién
constante por 5 horas, transcurrido el tiempo el extracto se filtré a través de tela
de manta, seguido de filtraciéon por papel whatman No. 41 vy filiro del numero 4,

el extracto se mantuvo en refrigeracion.

3.2 Caracterizacion Fisico-Quimica (analisis proximal)

La caracterizacion fisico-quimica de la cascara de granada (punica
granatum) consistié en la determinacion, por triplicado, de materia seca total,
humedad, cenizas, proteina cruda, grasa, fibra, de proteina, extracto etéreo,
fibra, cenizas y humedad mediante los procedimientos descritos en la AOAC de
1980.

3.2.1 Determinacion de materia seca total

En la determinacion de materia seca total, se pesé 1 gramo de muestra
en un crisol de porcelana (el cual, previamente, se colocoé en una estufa a una
temperatura de 100°C hasta obtener un peso constante), posteriormente, se
sometid a una temperatura de 80°C por 24 horas, se enfrié en un desecador y
se registro el peso.

La materia seca total fue calculada mediante la siguiente férmula:

% materia seca total= peso de crisol con muestra seca-peso de crisol solo X 100

gramos de muestra
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3.2.2 Humedad

La humedad se determiné por diferencia de 100 y los resultados
obtenidos en el analisis de materia seca total.
%H =100 - %MST

3.2.3 Proteina cruda
La determinacion de proteina se realizd por el método Kjeldhal en el cual

se colocé 1 gramo de muestra en un matraz Kjeldhal, 5 perlas de vidrio, 1
cucharada de catalizador selenio y 30 ml de acido sulfurico concentrado. Los
matraces se colocaron en el digestor Kjeldhal a una temperatura de 100 °C
hasta obtener una mezcla color verde. Una vez frias las mezclas, enseguida,
se adicionaron 300 ml de agua destilada, 110 ml de hidroxido de sodio y 5
granallas de zinc. En un matraz Erlenmeyer de 500 ml. Agregar 50 ml de acido
borico al 4% y 6 gotas de indicador mixto (rojo de metilo), posteriormente se
obtuvieron 250 ml de destilado de cada muestra en un matraz erlenmeyer de

500 ml de capacidad y se titularon con acido sulfurico 0.099 Normal (N).

El nitrogeno obtenido se calculé mediante la formula:
Realizar calculos

%n= (ml gastados de la muestra — ml blanco) (normalidad del acido) (0.014)
(100) /gr de muestra

Valor del blanco: 0.5ml
Finalmente, el por ciento de proteina cruda se calculé multiplicando el
porcentaje de nitrégeno por 6.25 factor.

%P = (%N) (6.25) nota: 6.25 factor y es diferente en cada alimento.

3.2.4 Lipidos (Extracto etéreo)

En la determinacién de lipidos, se pesaron 5 gramos de muestra,
colocados en un dedal de celulosa e introducido a un sifon y unidos a un
matraz bola fondo plano (previamente sometido a peso constante con 5-6
perlas de ebullicién y adicionado con 150 ml de hexano). Enseguida, se insertd
la parte superior del sifon a un refrigerante y la muestra se reflujo por 12 horas
a una temperatura de 80°C. Después de este tiempo, se evapord el hexano

contenido en el matraz, enseguida se introdujo en una estufa a una
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temperatura de 105°C por 24 horas, se enfrié en un desecador silica-gel y se

registro el peso.

El por ciento de grasa obtenido fue calculado mediante la siguiente formula:

% grasa= peso de matraz con grasa-peso de matraz solo X 100

gramos de muestra

3.2.5 Fibra cruda

El analisis de fibra cruda consistié en 2 fases: En la primera fase, se
colocaron 2 gramos de muestra desgrasada en un vaso de Berzelius y 100 ml
de acido sulfurico 0.255 N. éste se sometid a ebullicion por 30 minutos vy
después se lavé con 100 ml de agua destilada caliente. La segunda fase, se
midié 100 ml de NaOH 0.313 N y se coloco en el mismo vaso, enseguida, se
calenté a ebullicion por 30 minutos y se lavé con 100 ml de agua destilada
caliente. La fibra obtenida se coloco en un crisol de porcelana y se introdujo en
una estufa a una temperatura de 105 ° C por 24 horas. Después de este tiempo
se registrd el peso, del crisol y finalmente la muestra se calciné a 600°C por 5
horas en una mufla marca Termolyne 200.

El por ciento de fibra se calculé mediante la siguiente formula:

% FC= peso de crisol con muestra seca-peso de crisol con cenizas X 100

gramos de muestra

3.2.6 Cenizas

En la determinacion de cenizas, se pesé 1 gramo de muestra en un
crisol de porcelana (previamente sometido a peso constante) en seguida se
introdujo en un mufla marca Termolyne 200 a una temperatura de 6002C por 2
horas.

El porcentaje de cenizas en la muestra se calculé mediante la siguiente
formula:

% cenizas= peso de crisol con ceniza-peso de crisol solo X 100

gramos de muestra
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3.3 Propagacion y conteo de esporas
El microorganismo empleado para la presente investigacion fue la cepa
de Aspergillus niger GH1 (aislada por Cruz-Hernandez en el 2002)

perteneciente a la coleccion del DIA-UAdeC.

Se propag6 en medio Agar Dextrosa y Papa (PDA). En 30 ml de PDA
(contenidos en matraces erlenmeyer de 250 ml), se inocularon esporas de
Aspergillus niger GH1, estos se incubaron a 30 °C por 5 dias y las esporas
producidas se cosecharon con una solucién de Tween 80 al 0.01% y se

contaron en una camara de Neubauer.

De la suspension de esporas obtenida se realizdé una dilucién 1:20 (se lleva al
vortex), para facilitar el conteo. A una camara de Neubauer limpia, se le afade
una pequena gota de la dilucién, enfoca en el objetivo de 10 y se localiza la
cuadricula, posteriormente se lleva al objetivo 40 y se cuentan 13 cuadros de
los 25 existentes.

La ecuacién para obtener el numero total de esporas es la siguiente:

Suma de cuadros = (total de esporas) (25) (1x10*) (20)= espora por ml
13

3.3.1 Condiciones de cultivo liquido

La fermentacion se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con
50 mL de extracto de cascara de granada, el cual contenia sales del medio
Pontecorvo el cual tiene la siguiente composicién: NaNO; 6 g/L™!, KH,PO4 1.52
g/, KCl 0.52 g/L™", MgSO4 7 H,0 0.52 g/L™', ZnSO,4 0.001 g/L', metales
traza 1 ml (NaB4O7 10 H,O 100 mg, MnCl; 4 H,O 50 mg, Na;MoO,4 2 H,O 50
mg, CuSO4 5H,0 250 mg). Y se inoculé con 1x 10° esporas de Aspergillus
niger GH1 por mL de medio d cultivo. Los matraces se llevaron a incubacién a
30 °C por 72 horas realizando diferentes parametros (pH, biomasa azucares
totales, fenoles hidrolizables totales, acumulacién de acido elagico y actividad

enzimatica elagitanasa) cada 12 horas.
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3.3.2 Recuperacién del extracto enzimatico

El material fermentado se recupero mediante el filtrado realizando este
en bomba de vacio, se coloco un papel filtro whattman del numero 41 en el
fondo de un embudo, recibiendo el extracto libre de sélidos en el papel filtro el
cual a este se le conoce como biomasa, y en el matraz erlenmeyer recibiendo
el extracto liquido fermentado. Los extractos recuperados se usaron para
realizar las siguientes determinaciones: pH, biomasa, azucares totales, fenoles
hidrolizables totales, proteinas, acumulacién de acido elagico y actividad

enzimatica degradante de elagitaninos.

3.4 Técnicas analiticas
3.4.1 Determinacion de biomasa

La separacion del micelio y sélidos suspendidos del medio liquido, se
llevd a cabo mediante la filtracion del extracto fermentado en papel filtro
Whatman 41, utilizando una bomba de vacio. Del liquido filtrado se guardo en
frascos de plastico con un vol. De 50 mL y se almacend a -40 °C para después
hacer las determinacion de, azucares totales, fenoles hidrolizables totales,

cuantificacion de acido elagico y ensayo enzimatico posteriormente.

La biomasa sobrante de la filtracién contenida en el papel filtro se secd
en una estufa a 60°C durante 24 horas. Posteriormente el papel filtro con
biomasa se coloco en un desecador durante 20 min. Para ser pesado
posteriormente. Al peso obtenido se le resto el peso del papel seco sin biomasa

para obtener el peso seco de la biomasa.

3.4.2 Determinacion de azucares totales

El contenido de azucares totales se evalué espectrofotométricamente
con el método de Fenol Sulfurico (Dubois y col., 1956), se preparé una curva
patrén de azucares totales, con un estandar de glucosa a una concentracion de
0-200 ppm; se coloco en tubos de ensaye 250 uL de muestra (dilucién 1:100)
con 250 pL de fenol al 5%, se colocd en baiio de hielo los tubos con muestra y
se afado 1 ml de acido sulfurico concentrado lentamente por las paredes del

tubo y se pusieron los tubos a un bafio en ebullicion durante 5 minutos, se
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enfri6 las muestras a temperatura ambiente y se leyeron en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 488 nm.

3.4.3 Determinacion de fenoles hidrolizables totales.

Se llevo a cabo cuantificacion de fenoles hidrolizables totales (Makkar,
1993), se preparo una curva patron con una solucion de estandar de acido
galico de 0-500 ppm; se colocaron en tubos de ensaye 200 pyL de muestra
(dilucién 1:100) se le anadio a los tubos 200 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu,
se agitaron los tubos y se dejaron reposar por 5 minutos, seguido de la adicion
de 200 pL de carbonato de sodio, se dejaron reposar por 1 minuto y se leyeron

las muestras en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 750 nm.

3.4.4 Cuantificacion de acido elagico

Para este ensayo se tomo 1.5 mL del sustrato filtrado de cascara de
granada y se centrifugo a 6000 RPM por 30 minutos, se retiro el sobrenadante
y al precipitado se le adiciono 1.5 mL de etanol, se sometieron a vibracion
sénica por 20 minutos. Las muestras se filtraron por membranas de 0.45 umy
se inyectaron en el cromatografo de liquidos de alta resoluciéon (HPLC)
utilizando el método de Amakura (2000). Las condiciones de corrida fueron las
siguientes: Columna: Optisil ODS 5 mm, 250 mm, 4.6 mm, temperatura de 30
°C, fase movil: (A) Acetonitrilo (B) Acido acético 0.3%, flujo de 1.0 mL/min,
volumen de inyeccion de 10 uL, longitud de onda de 254 nm y un tiempo de

retencion de 14 minutos.

3.4.5 Actividad enzimética degradante de elagitaninos

Se colocd en tubos eppendorf 1.0mL de una solucién de 1mgml™ de

polifenoles totales de punica, se agregaron 50uL del extracto enzimatico

obtenido en cada fraccién. Los tubos se llevaron a incubar durante 10 minutos

a 60°C. Transcurrido este tiempo se afadieron 200uL de HCI 1.5 M para

detener la reaccion. Posteriormente se procede a realizar el protocolo de
recuperacion de acido elagico, las muestras se centrifugaron a 6000rpm
durante 30 min y después de descartar el sobrenadante se agregd 1.5mL de

etanol para solubilizar el acido elagico, las muestras se sometieron a vibracién
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sonica durante 20 minutos y posteriormente las muestras se filtraron por
membranas de 0.45 pm para luego ser analizadas por HPLC mediante el
método reportado por Amakura en el 2000, la curva de calibracion se realizé
con un estandar de acido elagico en concentraciones desde 0 a 500ppm

En el cuadro 7 se presenta la forma en que se realizé la actividad

enzimatica degradante de elagitaninos.

Cuadro 7 Condiciones para la determinacién de la actividad

enzimatica degradante de elagitaninos

Muestra Control

Sustrato PTP 1 mL (1mg/mL™").  [Sustrato PTP 1 mL (1mg/mL™").

Extracto enzimatico 50 pL. Incubacion a 60 °C por 10 min.

Incubacion a 60 °C por 10 min ~ |HCI 2 M, 200 pL.

HCI 2 M 200 pL. Extracto enzimatico 50 L.

g_ {Vol —ensayo} 1molAE {106,umoIAE}{ 1 }_{ umol }_{U}
L~ | vol-EE 302.09 1mol 120 LE min L

A partir de este ultimo paso se siguio el procedimiento para determinar el

acido elagico mencionado con anterioridad.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta seccidn se presentan los resultados y discusiones de la

caracterizacion fisico-quimica, el pH, consumo de azucares totales, fenoles

hidrolizables totales, produccion de acido elagico y de la enzima elagitanasa

usando el extracto de cascara de granada como sustrato en CML.

4.1 Caracterizacion fisico quimica de la céscara de granada (Punica

granatum)

La caracterizacion fisico-quimica del polvo de cascara de granada

(analisis bromatoldgico) muestra que es un residuo con buenas caracteristicas

para ser utilizado como soporte y sustrato en CML, representada en el cuadro

(8).

Cuadro 8. Caracterizacion fisicoquimica de la cascara de granada.

Componente Cantidad por 100 g de muestra. (g).
Materia seca total. 90.74 £ 0.90
Humedad. 9.26 £ 0.90
Cenizas. 3.42 £ 0.09
Grasa cruda. 0.88 £ 0.04
Proteina total. 4.00+ 0.19
Fibra cruda. 14.30 + 1.89
Azucares totales. 16.40 £ 0.07
Azucares reductores. 6.78 £ 0.84
Fenoles hidrolizables totales. 3.47 £0.18
Pectina 4.53 +0.27

Los resultados obtenidos en nuestra caracterizacion, concuerdan con la de

otros trabajos realizados, (Seeram y col, 2005; Robledo-Olivo, 2007). Donde

obtienen cantidades exactas comparadas con la de nuestra caracterizacion.
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4.2 Resultados en graficas de pH, biomasa, azucares totales, fenoles
hidrolizables totales, acido eldgico y actividad enzimética elagitanasa a
pH3.5,45y55a30°C

——3.5 —{1+4.5 =D

pH's 3.5,45y5.5

a 12 24 ] 45 &0 72

Tiempo (h)

Figura 3. Curva cinética del potencial hidrogeno a diferentes pH 3.5, 45y
5.5a 30 °C.

—=—pH 3.5 ——=—-pH4.5 —~—pH 5.5
1.8

1.6

1.4

1.2

= _*
o5 R
0.4 / /
0.2 & M

Biomasa gl

Tiempo (h})

Figura 4. Curva cinética de produccién de biomasa en funcion del tiempo,
apH3.5,45y55a30°C.
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Figura 5. Consumo de azUcares totales por A. niger GH1 durante la
fermentacién apH 3.5,4.5y5.5a 30 °C
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Figura 6. Consumo de polifenoles totales por A. niger GH1 durante la
fermentacién apH 3.5,4.5y 5.5a 30 °C
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Figura 7. Liberacion de acido elagico y actividad enziméatica por A. niger
GH1 durante la fermentacién a pH 3.5,4.5y 5.5a 30 °C

4.3 Resultados en graficas de pH, biomasa, azucares totales, fenoles

hidrolizables totales, acido eldgico y actividad enzimética elagitanasa a
pH 3.5,4.5y 5.5a35°C
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0] 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)

Figura 8. Curva cinética del potencial hidrogeno a diferentes pH 3.5,4.5y
55a35°C
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Figura 9. Curva cinética de producciéon de biomasa en funcién del tiempo,
apH35,45y55a35°C
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Figura 10. Consumo de azUcares totales por A. niger GH1 durante la
fermentacién apH de 35,45y 5.5a35°C
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Figura 11. Consumo de polifenoles totales por A. niger GH1 durante la
fermentacion apH de 3.5,45y 5.5a35°C
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Figura 12. Liberacion de acido eldgico y actividad enziméatica durante la
fermentacién por A. niger GH1, pH 3.5,45y 5.5a35°C
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En esta siguiente seccion se describe la comparacion de los resultados
obtenidos y las discusiones sobre cada experimento de la presente
investigacion. En primera instancia se presenta resultados del experimento a

30 °C y posteriormente los obtenidos a 35 °C ambos a pH de 3.5, 4.5y 5.5.

4.4 Evolucion del pH en cultivo en medio liquido, 30y 35 °C

En la figura 3, se muestra los cambios del pH en funcién del tiempo de
cultivo. Se observa que no existe una variacion significativa de los valores
originales sobre todo a pH de 3.5 que se mantiene durante todo el experimento,
en el caso de pH 4.5, se observa un ligero incremento a las 48 h de cultivo sin
embargo, esta desciende a los niveles originales, para el pH de 5.5 se aprecia
un decremento de los valores originales descendiendo al final del cultivo a pH
de 5.0, sin embargo, no se considera significativo, debido a que, en los
sistemas de fermentacion el potencial hidrégeno se encuentra en funcion de las
reacciones enzimaticas y los productos generados, cuando la tendencia es
hacia el incremento el pH se asocia a la produccion compuestos alcalinos, y en
el caso contrario a la liberaciéon de moléculas acidas, ademas el pH es un factor
muy importante, para que se lleven las reacciones enzimaticas, en caso de una
variacion drastica, se pueden ver afectadas la estructura y actividad catalitica
de las diferentes actividades enzimaticas.

En la figura 8, se muestra la evolucion del pH en funcién del tiempo de
cultivo. Se observa que no existe una variacion significativa de los valores a pH
de 3.5 que este se mantiene durante todo el experimento, en el caso del pH
4.5, se observa un ligero incremento a las 24 h de cultivo sin embargo, esta
desciende a los niveles originales, para el pH de 5.5 se aprecia un decremento

de los valores originales descendiendo al final del cultivo a pH de 5.0.

Los resultados concuerdan con los reportados por Robledo-Olivo en
2007 para la produccién de acido elagico en cultivo en medio sélido empleando
el polvo de cascara de granada al igual que Aguilera-Carb6 en 2009, En donde

se monitoreo el pH del cultivo sin obtener variaciones significativas.
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4.4.1 Produccion de Biomasa, apH 3.5,4.5,55a30y 35°C

Los resultados de la determinacion de la produccion de biomasa se
observan tendencias de curvas tipicas de crecimiento de microorganismos con
una fase de adaptacion (fase lag) de 24 h, después se presenta una etapa de
crecimiento exponencial manteniéndose hasta las 72 h en todos los pH
evaluados (figura 4), y se relaciona con el consumo de los sustratos,
principalmente a los polifenoles lo cual se vera mas adelante.

Los resultados de la determinacion de la produccion de biomasa se
observan tendencias de curvas tipicas de crecimiento de microorganismos con
una fase de adaptacion (fase lag) de 24 h a pH de 3.5 y 4.5, después se
presenta una etapa de crecimiento exponencial manteniéndose hasta las 72 h
en ambos pH, a acepcién del pH 5.5 donde este no presento fase lag
solamente la fase exponencial pudo ser notable (figura 9), y se relaciona con el

consumo de los sustratos.

4.4.2 Consumo de sustrato como azucares totales a pH 3.5,4.5,55a30y
35°C

La primera fuente de sustrato disponible en el medio de cultivo son los
azucares disueltos, provenientes del extracto de granada, Robledo-Olivo en
2007 y Favadi y col. (2005) mencionan que azucares como glucosa y fructosa

en granada son de facil asimilacién por el microorganismo.

En la figura 5, se muestra el consumo de los azucares totales a los pH
evaluados, 3.5, 4.5y 5.5, Se observé que al inicio de la fermentacién con un pH
de 3.5, se obtuvo una concentracién inicial de 28 gL” es decir la mayor
concentracion de azucares con respecto a los demas que parten de una
concentracion inicial de 19 gL™. La tendencia al consumo fue una disminucién
a las 12 horas con un consumo del 15 % a pH 3.5. A las 24 horas se tiene un
consumo de 24.9%, en las siguientes horas es notorio el consumo de azucares
final de 67 %. Para los pH 4.5 y 5.5 a las 12 horas presentan un consumo del
7.2 %, a las 24 horas presentan un consumo del 11 %, en las siguientes se
mantiene el rango sin consumo aparente hasta las 60 horas disminuye hasta
un 29 %, y finaliza con un consumo de azucares con un 54.8 %; no hay un

consumo total a cualquiera de los evaluado.
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En la figura 10, se muestra el consumo de los azucares totales a los pH
evaluados, 3.5, 4.5 y 5.5, Se observo que al inicio de la fermentacion, los tres
pH parten de una concentracién inicial de 19 gL' es decir la mayor
concentracion. Por otra parte la tendencia al consumo de azucares se hiso
poco notorio con una disminucion a las 12 h del 3% para cada pH, respecto al
pH 3.5y 5.5 a las 48 h se tiene un consumo del 6 %, en las siguientes horas
es poco el consumo de azucares final del 7 %. Por otra parte el pH 4.5 a las
48 h presenta un consumo del 7 % y finaliza con un consumo del 20%, no hay

un consumo total a cualquiera de los pH evaluados.

La disminucién de los azucares en ambas figuras, esta asociada a las
necesidades metabdlicas del microorganismo, principalmente la obtencion de
energia para su crecimiento. Por otra parte lo reportado por Hernandez-Rivera,
2008 para extracto de cascara de granada de tamafio de 600 um donde no
presento un consumo total de azucares totales, ya que se puede deber a que la
cascara de granada no solamente contiene azucares, también contiene

compuestos fendlicos los cuales pueden ser usados como fuente de carbono.

En la presente investigacion se puede deber a que las muestras
obtenidas para dicho fin en el primer caso se empleo polvo de cascara de
granada proporcionada por el departamento de alimentos con las
caracteristicas mencionadas, después de que se termino el material se
emplearon cascaras secas las cuales fueron reducidas en un molino diferente
obteniendo un tamafo de particula menor a 1 mm y no fueron tamizadas, lo
cual pudo afectar la extraccidn de la concentracion de estos compuestos, sin
embargo, no fue una limitante para la utilizacion de los azucares por el

microorganismo empleado

Existe la posibilidad de que este microorganismo A. niger GH1, al poseer
una maquinaria enzimatica es eficiente para la degradacién de polifenoles
(Cruz- Hernandez y col., 2005 reporta que esta cepa puede desarrollarse a
altas concentraciones de acido tanico) sea mas facil degradar estos

compuestos que algunos polisacaridos que posee la cascara de granada.
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4.4.3 Consumo de fenoles hidrolizables totales a pH 3.5, 4.5 ,5.5a 30y 35
°C

Los polifenoles hidrolizables en algunos casos, son empleados como
fuente de carbono y energia por los microorganismos, en este caso particular
como ya se menciono la cepa de A. niger GH1, tiene la capacidad de crecer en

concentraciones altas de estos compuestos.

En la figura 6, se muestra el consumo de polifenoles en funcion del
tiempo para cada pH evaluado pH 3.5, 4.5 y 5.5, a la temperatura de 30 °C. Se
observa un consumo de polifenoles totales, la concentracién inicial a un pH de
3.5 fue de 20.3 gL' presentando un consumo de los mismos en forma
constante para finalizar con un consumo del 54.9%. Con respecto al pH 4.5 fue
muy similar el comportamiento que el pH 3.5, solo que la concentracion inicial
de este de polifenoles totales es de 19.4 gL™, esto difiere de la adaptacion del
hongo con respecto a su metabolismo de un pH acido 3.5 a pH ligeramente
alcalino 4.5, y en consecuencia se observo una tasa de consumo ligeramente
menor que el pH de 3.5 finalizando con un consumo del 49.3%. En cuanto al
pH 5.5 en este si existe diferencia significa con respecto a los antes
mencionados anteriormente, ya que parte de una concentracidon inicial de
polifenoles totales de 14.4 gL', teniendo a las 12 horas de fermentacion un
consumo de 19.4%, a las 24 horas presenta un consumo del 27.4%, y a las 36
horas presenta un consumo del 30.4%, se mantiene el rango para finalizar con
un consumo del 6.8%. Esto muestra que el microorganismo fue capaz de
degradar los polifenoles presentes en el extracto sin embargo, el consumo fue
de alrededor del 50 % para pH de 3.5y 4.5y solo un 30 % para pH de 5.5.

En la figura 11, se muestra el consumo de polifenoles en funcién del
tiempo para cada pH evaluado pH 3.5, 4.5y 5.5, con respecto a la temperatura
de 35 °C. En los que se observa el consumo de polifenoles totales, la
concentracion inicial a un pH de 3.5 fue de 17.4 gL presentando un
comportamiento diferente a los azucares, presentando un consumo de los
mismos a las 12 horas de fermentacién un 23%, se mantiene en consumo
constante para finalizar con un consumo del 44.3%. Con respecto al pH 4.5

muestra un comportamiento diferente al pH 3.5, la concentracion inicial de este
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de polifenoles totales es de 15.1 gL', observandose una tasa de consumo
ligeramente menor que el pH de 3.5 finalizando con un consumo del 45.5%.
Por otra parte al pH 5.5 en este si existe diferencia con respecto a los antes
mencionados anteriormente, ya que parte de una concentracién inicial de
polifenoles totales de 13.2 gL, teniendo a las 12 horas de fermentacion un
6.9%, a las 24 horas presenta una concentracion del 27.4%, viendo el consumo
de continuamente azucares hasta finalizar con un 44%. Esto muestra que a
esta temperatura y cada pH, el microorganismo fue capaz de degradar los
polifenoles presentes en el extracto sin embargo, el consumo fue de alrededor
del 70 % para pH de 3.5y 5.5 y solo un 60 % para pH de 4.5.

El consumo de fenoles hidrolizables totales, se debe a que los
polifenoles de mayor peso molecular son degradados a moléculas de menor
tamano (Monomeros o diméros). Los polifenoles hidrolizables de cascara de
granada reportados en la literatura son los elagitaninos, tales como punicalagin,
punicalin, acido galaelagico y glicosidos de &acido elagico (El-Toumy vy
Rauwalda 2002; Machado y col., 2002; Seeram y col., 2005).

4.4.4 Acumulacion de &cido eldgico y actividad elagitanasa a pH 3.5, 4.5,
55a30y35°C

En la figura (7) se muestra la liberacién de acido elagico y actividad
enzimatica, a diferentes pH 3.5, 4.5y 5.5 a 30 °C. Durante la fermentacién a pH
de 3.5 se observa la mayor acumulacion de acido elagico a las 48 h de 197.4
mgL™", a un pH de 4.5 se obtuvo una acumulacion de 61.7 mgL™ también a las
48 h, en cuanto al pH de 5.5 se obtuvo una acumulaciéon de acido elagico de
76.2 mgL™", a las 24 h. Los resultados obtenidos comparados con actividad
enzimatica elagitanasa solo se relacionan de manera directa a pH de 3.5,
obteniéndose la mayor acumulacién de &cido elagico (197.4 mgL™) con la
mayor actividad enzimatica (141.2 UL™") a las 48 h, en el caso del pH de 4.5 no
hay una correlacion directa ya que la acumulacién de acido elagico (61.7 mgL”
') se da a las 48 h de cultivo y la actividad enzimatica (121 UL™") a las 60 h de
cultivo, en cuanto a la actividad enzimatica a un pH de 5.5 no existe relacién
directa con la acumulacién de acido elagico (76.2 mgL™") y la produccion de la

enzima elagitanasa (57.4 UL™).
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En la figura (12) se muestra la liberaciéon de acido elagico y actividad
enzimatica, a diferentes pH 3.5, 4.5y 5.5 a 35 °C. Durante la fermentacién a pH
de 3.5 se observa la mayor acumulacion de acido elagico a las 48 h de 100.8
mgL™, a un pH de 4.5 se obtuvo una acumulacion de 86.5 mgL™' también a las
48 h, en cuanto al pH de 5.5 se obtuvo una acumulacion de acido elagico de
7.6 mgL™, alas 24 h posterior a ella no presento liberacién de acido elagico. La
disminucién de la concentracion del acido elagico después de las 48 h a pH
3.5, 45y 5.5 de cultivo, posiblemente se deba a que el acido elagico forme
complejos con otros compuestos del soporte e inclusive con las enzimas
presentes en el cultivo o bien la degradacion del acido elagico en acido galico
via enzimatica, por las enzimas polifenol oxidasa y peroxidasa (Mingshu y col.,
2007; Aguilera-Carbo, y col., 2007).

Los resultados obtenidos a pH 3.5 comparados con actividad enzimatica
elagitanasa no hay una correlacion directa con el acido elagico teniendo a las
12 h (0.7 mgL™ ) respecto a la actividad que se obtiene la mayor actividad
enzimatica (12.2 UL™") a las 12 h, posteriormente a las demas horas no se
presento actividad, en el pH 4.5 no se presento la presencia de actividad, en
cuanto al pH 5.5 este presenta actividad enzimatica a las 36 h (14.4 UL™),
donde presenta mayor actividad enzimatica es a las 60 h (50.6 UL™) de igual
forma no existe correlacion directa con la acumulacién de acido elagico siendo

este a las 12 h la mayor liberacién (12.1 mgL™).

Cabe mencionar que este es el primer trabajo en cultivo en medio liquido
donde se evalua la influencia del pH y la temperatura sobre la acumulaciéon de
acido elagico y la enzima elagitanasa. Existen otros trabajos en literatura donde
se han utilizando otros materiales vegetales, Huang y colaboradores en el
2004, quienes emplearon elagitaninos de frutos de roble y Aspergillus niger
SHLG6; en donde obtuvieron la acumulacion de acido elagico del 16.3%, en un
tiempo de fermentacion de 60 horas. En la presente investigacion a las 48 h de
fermentacion se logro una produccion del 1.2 % a 30 °C y 0.62% a 35 °C, con
respecto a los elagitaninos presentes en el extracto de cascara de granada, lo

que representa en primera instancia 13.5 y segunda instancia 26.2 veces
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menos que el grupo de investigacién de Huang, y a un pH de 3.5 aun que no es
muy clara la forma en que manejan sus resultados. Ademas menciona que es
muy importante la concentracién del sustrato, el pH, las fuentes de carbono y
de nitrégeno durante la fermentacion en medio liquido y estos son parametros

relevantes para la produccion de la enzima y del acido elagico.

En el 2005 Shi y colaboradores obtienen un rendimiento del 12.1% vy
8.9% respectivamente de acido elagico en una fermentacion en estado liquido
utilizando un medio de cultivo que contenia taninos de valonia con Aspergillus
niger y Candida utilis. Donde las mejores condiciones de temperatura eran de
28 °C y valores de pH preferidos de los medios de fermentacion eran de 4.5-5.0
para A. niger, mientras que para C. utilis eran valores de 4.8-5.2. Mientras en
cultivo en medio solido, Hernandez-Rivera en el 2008 evalué la produccién,
purificacion y caracterizacion de la enzima de Aspergillus niger GH1 con
capacidad degradante de elagitaninos en cascara de granada donde a las 48 h
de fermentacién se obtuvo una acumulacion de &cido elagico de 371 mgL™,

casi dos veces mas que en la presente investigacion.

Vattem y Shetty en el 2002 en su trabajo de investigacion utilizaron un
sistema de fermentacion en estado solido con Rhizopus oligosporus y pomaza
de arandano como medio de cultivo; utilizando como fuente de nitrégeno
NH4sNO3; y una proteina hidrolizada de pescado denominada (FPH); los
extractos fenolicos se hicieron con etanol y agua, a cada tratamiento se le
analizé, la capacidad antioxidante del compuesto fendlico y la cuantificacion de
acido elagico por HPLC, donde reportaron una acumulacion de acido elagico
de 325 pgg-1 de pomaza de arandano en el extracto con agua en un tiempo de
96 horas.

Mientras que en el 2003 estos mismos investigadores con las mismas
condiciones de trabajo, solamente cambiaron el microorganismo por Lentinus
edodes en la fermentacién en medio solido donde reportaron una acumulacién
de acido elagico de 350 ugg-1 de pomaza de arandano a las 120 h de

fermentacion.
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5 CONCLUSIONES

% Se logro la caracterizacion fisicoquimica de la cascara de granada, la
cual contiene las macromoléculas necesarias para la fermentacion y la

obtencidn de acido elagico.

%+ Se evidencio la importancia que tienen los factores como el pH y la
temperatura sobre la acumulacion de acido elagico y la expresion de la

enzima elagitanasa.

« En la presente investigacion se lograron titulos de produccidén de acido

elagico de 197.4 mgL™ a las 48 horas de fermentacion.

s Se obtuvieron valores de produccién de actividad enzimatica
elagitanasa de 141.2 UL™ a las 48 horas de fermentacion.

+ De acuerdo a los resultados obtenidos, las mejores condiciones de
ensayo para la acumulacién de acido elagico y expresion de la enzima

es alas 48 h, a un pH de 3.5 y una temperatura de 30 °C
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6 PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

» Es importante seguir evaluando otros parametros para obtener las
mejores condiciones de acumulacion de acido elagico, por lo que este
trabajo solo sienta el precedente obtener las mejores condiciones de

produccion de esta importante molécula.

» Es necesario evaluar otros factores, en los cuales pueda asociarse a la
actividad enzimatica y acumulacion de acido elagico, como son la
concentracion de sales, sustrato, iones metalicos o bien moléculas que

actuen como inhibidores de la actividad.

» Como se podra notar, en este campo de la investigacion se requiere de
profundizar ya que representa una gran oportunidad desarrollo, donde si
bien las investigaciones son incipientes, en los siguientes afos

esperaremos un mayor numero de trabajos relacionados con el tema.
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