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RESUMEN

Debido a los estudios cientificos que enfatizan las propiedades funcionales, la
granada (Punica granatum L.) variedad wonderful se ha convertido en un producto
atractivo para el consumidor, ya que hoy se presenta la tendencia al consumo de
alimentos naturales. La caracterizacion es un factor esencial para determinar de que
esta compuesto muestro material vegetal ya que al presentar los compuestos
fendlicos forman uno de los grupos de micronutrientes presentes en el reino vegetal,
siendo muy fundamental en la dieta humana. En este trabajo se realizo la
caracterizacion fisico quimica de la cascara de granada, obteniendo como resultado
un valor considerado, por ello se aprovechd las propiedades que posee y
seguidamente se aplicé en fermentacion en estado liquido utilizando una cepa
aislada de la manzana, siendo este microorganismo muy favorable en la
degradacion de compuestos fendlicos, por este medio se determiné el contenido de
azucares totales, azucares reductores y fenoles hidrolizables totales, permitiendo

dar informacion sobre los compuestos presentes.

A partir con lo anterior, se obtuvo una ecuacién que permitio modelar el crecimiento
del hongo donde se identificé una pronta adaptacion del microrganismo a la fuente
de carbono y nitrégeno. En ultima etapa, aunque no se logro identificar el hongo, si
se pudo extraer el ADN vy realizar su amplificacion, para una posterior

secuenciacion.



ABSTRACT

Due to scientific studies that emphasize the functional properties, the pomegranate
(Punica granatum L.) wonderful variety has become an attractive product for the
consumer, since today there is a tendency to consume natural foods. The
characterization is an essential factor to determine which is composed of our plant
material because when presenting the phenolic compounds form one of the
micronutrient groups present in the plant kingdom, being very fundamental in the
human diet. In this work, the physical and chemical characterization of the
pomegranate shell was carried out, obtaining a considered value as a result, for this
reason it took advantage of the properties it possesses and then it was applied in
liquid state fermentation using an isolated apple strain, this microorganism being
very favorable in the degradation of phenolic compounds, by this means the content
of total sugars, reducing sugars and total hydrolysable phenols was determined,

allowing to give information about the present compounds.

Based on the above, an equation was obtained that allowed us to model the growth
of the fungus where an early adaptation of the microorganism to the source of carbon
and nitrogen was identified. In the last stage, although it was not possible to identify
the fungus, if it was possible to extract the DNA and carry out its amplification, for

later sequencing.



2 INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes
estructuras quimicas y actividad. Englobando mas de 8,000 compuestos distintos,
su forma mas frecuente es la de polimeros o lignina insoluble (Martinez, et al., 2000;
Hernadndez, 2015). La distribucion de compuestos fendlicos en los tejidos y células
vegetales varia considerablemente de acuerdo con el tipo de compuesto quimico
que se trate, situAndose en el interior de las células o en la pared celular (Martinez,
et al., 2000; Hernandez, 2015).

Sus principales funciones en las células vegetales son las de actuar como
metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como
agentes protectores frente a la accion de patdégenos, siendo secretados como
mecanismo de defensa (Martinez, et al., 2000; Hernandez, 2015).

En la actualidad este grupo de compuestos fotoquimicos presentan un gran interés
nutricional por su contribuciéon al mantenimiento de la salud humana. Asi, muchas
de las propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen vegetal,
asociadas principalmente a la actividad antioxidante y las propiedades anti nutritivas
de estos compuestos, estan relacionadas con la presencia y con el contenido de
compuestos fenolicos (Martinez, et al., 2000; Hernandez, 2015).

Los antioxidantes son conocidos como moléculas que actian antes o durante una
reaccion en cadena de los radicales libres; ya sea en la etapa de iniciacion,
propagacion, terminacién, descomposicién o en la subsecuente oxidacién de los
productos (Cardoso et al., 2005; Hernandez, 2015). Por otro lado, los prooxidantes
son especies altamente reactivas de radicales libres o especies reactivas de
oxigeno que estan presentes en los sistemas bioldgicos; provienen de una amplia
variedad de fuentes (Hernandez, 2015) y se encuentra tanto en los alimentos como
en los sistemas bioldgicos.

En los alimentos el proceso de auto-oxidacion y generacion de la rancidez es
causado por radicales libres como consecuencia de la peroxidacion lipidica y en los
sistemas vivos los radicales libres atacan moléculas biologias claves, produciendo
muchas enfermedades degenerativas. Un desequilibrio entre prooxidantes y
antioxidantes en el organismo genera el fenomeno llamado estrés oxidativo, el cual
es la clave en el desarrollo de enfermedades cronicas tales como céancer,
arteriosclerosis, artritis reumatoide, algunas formas de anemia, diabetes, entre otras
(Hernandez, 2015).



En los ultimos afios el interés por los antioxidantes naturales se ha incrementado
dramaticamente, debido principalmente a tres razones: (1) la baja seguridad que
ofrece el consumo de antioxidante sintéticos, (2) la eficacia antioxidante de una
variedad de agentes fotoquimicos, y (3) la idea generalizada de que el consumo de
ciertos agentes fotoquimicos pueden afectar de manera positiva la patologia de las
enfermedades crénicas y el proceso de envejecimiento; ademas, la creencia de que
los compuestos naturales son innatamente mas seguros que los compuestos
sintéticos y por consiguiente son comercialmente mas aceptados (Dorman et al.,
2004).

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fotoquimico
pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos
fenolicos, flavones, flavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas, los
cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar como donadores de
hidrogenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades
degenerativas (Marwah et al., 2007).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un punto
de vista tecnoldgico y nutricional. Asi, los compuestos fendlicos intervienen como
antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencién y preparaciéon de
alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una reduccion en la
utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se obtienen alimentos mas
saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los alimentos
funcionales (Hernandez., 2015). Desde un punto de vista nutricional, esta actividad
antioxidante se asocia con su papel protector en las enfermedades cardiovasculares
y en el cancer, asi como en procesos de envejecimiento por lo que esta siendo
intensamente estudiado mediante ensayos “in vivo” e “in vitro” (Hernandez., 2015).



3 JUSTIFICACION

Los compuestos fendlicos poseen importantes bioactividades, tales como: actividad
antioxidante, propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, anti cancer, antivirales y
presentan proteccion contra enfermedades degenerativas (Hernandez., 2015).

La relacion entre radicales libres, antioxidantes y otros cofactores es importante en
la conservacién de la salud, el envejecimiento y los problemas relacionados con la
edad. Los radicales libres inducen el estrés oxidativo, que es equilibrado por
antioxidantes endogenos, mediante la ayuda de cofactores y por la ingesta de
antioxidantes exégenos (Rahman K. 2007).

Actualmente existe un interés por el estudio de alimentos con un alto contenido de
antioxidantes naturales, como son los compuestos fendlicos los cuales estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y cuyo consumo se ha asociado con una
disminucién en la aparicion de enfermedades cardiovasculares, asi como el cancer
y otras enfermedades cronico-degenerativas que actualmente estan en crecimiento.

La industria alimentaria genera una gran cantidad de residuos organicos los cuales
son tratados de manera inadecuada, por lo que se convierten en un problema de
contaminacion importante, sobre todo de aguas y suelos. Las tendencias en la
generacion de tecnologias verdes y tecnologias limpias en pro del cuidado y
proteccion del medio ambiente han iniciado con integracion en la cadena productiva,
de tal forma que a dichos residuos se les dé un tratamiento y a la vez un valor
agregado.

Las tecnologias actuales apuntan al aprovechamiento de estos coproductos
mediante la extraccion de distintos ingredientes que pueden aplicarse en la industria
alimentaria y agricola. Asi frutas y vegetales son algunos de los productos cuyos
restos contienen sustancias de interés en la produccion alimentaria.

De esta manera, esta investigacion busca biodegradar los fenoles hidrolizables
presentes en la cascara del fruto del granado, con la finalidad de obtener un extracto
rico en compuestos fendlicos monoméricos de importancia agroalimentaria.



4 HIPOTESIS

El aislamiento de un hongo de la manzana sera capaz de degradar los fenoles
hidrolizables presentes en la de cdscara del fruto del granado

5 OBJETIVOS

5.1 General

Estudiar la degradacion de fenoles hidrolizables presentes en la cascara del fruto
del granado mediante fermentacion en medio liquido.

5.2 Especificos

e Efectuar un andlisis proximal de los residuos del procesamiento del jugo de
granada.

e Estudiar la cinética de degradacion de fenoles hidrolizables por fermentacion
en medio liquido, utilizando un hongo aislado del fruto de manzana.

e Modelar la produccion de biomasa y el consumo de sustrato de la
degradacion de residuos de granada.

¢ Identificar genéticamente el hongo aislado del fruto de manzana.



6 MARCO TEORICO

El valor econémico de las frutas y hortalizas frescas esta en constante crecimiento,
debido al incremento en la demanda de los consumidores, quienes han mostrado
mayor interés en su dieta diaria, y porque estos productos han sido reconocidos
como alimentos saludables (Pretell-Vasquez, C., et al., 2016). Entre las frutas que
estan ganando mundialmente popularidad en los dltimos afios encontramos a la
granada debido a su elevado valor nutricional y terapéutico (Pretell-Vasquez, C., et
al., 2016). Estos efectos benéficos a la salud son atribuidos en parte a la presencia
de antioxidantes que actuan como receptores de radicales libres (Pretell, et al.,
2016).

Los paises reconocidos como los mayores productores son India, Iran, China.
Turquia y Estados Unidos. Se produce granada de diferentes variedades; sin
embargo, el comercio mundial de granada esta basado en la variedad Wonderful
(Diaz, 2014).

En México, el estado de Guanajuato, el municipio mas importante para la produccion
de granada es Apaseo el Alto, el cual posee el 90% de las huertas de granada,
debido a las caracteristicas geograficas del municipio (Diaz, 2014).

6.1 Granada

La granada pertenece a la Familia Punicaceae y se corresponde con la especie
Punica granatum L. Es un fruto muy atractivo e interesante (Figura 1) ya que posee
un elevado numero de propiedades beneficiosas para la salud ademas de un
excelente sabor (Vergara, 2014).

El fruto, la granada, es una baya denominada balausta de forma redonda, que tiene
un color que varia de amarillo a rojo-purpura. Poseen un diametro de 5-12 cmy su
cubierta es lisa y de textura correosa. Son esféricas, algo aplanadas y con un céliz
persistente, que puede tener una longitud de 1-6 cm. Las numerosas semillas estan
rodeadas de una pulpa, la parte comestible, de color rosada a rojo-purpura, jugosa
y acida. La pulpa es algo astringente y las semillas son angulares y duras por dentro.
La capa externa de la testa esta cubierta por una capa delgada o pulpa jugosa, roja,
rosa o blanco amarillenta, astringente y acida (Vergara, 2014).
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Figura 1: Fruto de granada en seccion transversal.

Fuente: Cervantes, 2016.

6.1.1 Caracteristicas nutricionales de la granada

La importancia actual de este fruto consiste en las propiedades que se han
reportado en estudios recientes, revelando la presencia de componentes
antioxidantes en el tallo, hojas, flores, cascara, jugo y semillas (Lopez, et al., 2010).
Estos componentes le asignan propiedades antiinflamatorias, antitumorales y
anticancerigenas, entre otras, avalados por investigaciones in vitro, asi como in vivo.
Debido a las propiedades y su potencial como fuente de antioxidantes del fruto
(Lépez, et al., 2010).

6.1.2 Variedades

Las variedades de granado en Espafia se catalogan, de acuerdo a la clasificacion,
en variedades dulces (0.15-0.48% acido citrico), agridulces (0.54-0.91%) vy
variedades agrias (2.34-2.69 % acido citrico), cervantes, (2015).

Variedades del fruto segun Taipe, J. (2012).
a) Wonderful-California
b) Mollar De Elche
c) Acco& Shani
d) Emeq
e) Kamel
f) Purple



6.1.3 Caracteristicas de la variedad Wonderful

Es la variedad mas cultivada mundialmente y se empieza a recolectar a finales de
septiembre hasta febrero. Es de fruto grande, de un color externo rojo profundo. Las
semillas son pequefias y medianamente duras, relativamente 4cidas. Es la variedad
de granado mas cultivada en California e Israel. Ademas, presenta un contenido en
sélidos solubles de entre 13-18 °Brix y una acidez de 2-3 g acido citrico/L (Vergara,
2014).

6.1.4 Informacion nutrimental

La granada es un fruto, al cual se le atribuyen excelentes propiedades sensoriales
y antioxidantes, ademas de destacada actividad bioldgica con efecto antibacteriano,
antiviral, anticancerigeno, antimutagénico, entre otros, por lo que es ampliamente
usada en la medicina popular para el tratamiento de enfermedades de diferente
caracter (Carrefio, et al., 2015).

La granada se consume fresca, es dulce, con ligera acidez y agradable. La parte
comestible corresponde a un 50% del peso total del fruto, 40% corresponde a los
arilos y 10% semillas. Los arilos contienen 85% de agua, 10% de azlcares totales
(fructosa y glucosa) y 1.5% de pectina, acidos organicos (acido ascorbico, citrico,
malico), vitaminas, minerales y compuestos bioactivos o fitoquimicos. Estos ultimos
son los responsables de la excelente actividad biolégica (Carrefio, et al., 2015).

El granado es un frutal con agradables propiedades sensoriales y es una excelente
fuente de vitamina C y E (Carreio-Raga J. et al.,, 2015). Estas bondadosas
caracteristicas han permitido la apertura de un nuevo mercado en la produccién de
diversos productos a partir del frutal como: jugos, néctares, tés, suplementos
alimenticios, vinos, licores, pildoras, cremas faciales y aceites corporales (Carrefio,
et al., 2015).

6.1.5 Composicion fitoquimica

Uno de los aspectos que ha cobrado importancia en los ultimos afios es el contenido
de sustancias antioxidantes tales como fenoles, polifenoles y antocianinas de la
granada. En recientes investigaciones, a estos componentes se les han atribuido
propiedades nutracéuticas y farmacologicas (Lopez, et al., 2010).

La granada puede ser considerada como un alimento funcional porque tiene
compuestos valiosos (polifenoles) en diferentes partes de la fruta que muestran
efectos funcionales y medicinales.



Actualmente existen varios estudios que indican que la cascara y el albedo de la
granada presenta una gran cantidad de compuestos fendlicos, especificamente
taninos hidrolizables, los cuales presentan diversas propiedades benéficas. Es por
ello por lo que los extractos elaborados a partir del fruto entero, es decir, en los que
se incluyen ademas de los arilos, la cascara y el albedo, presentan un mayor
contenido de fenoles solubles totales, flavonoides y taninos hidrolizables, asi como
una mayor capacidad antioxidante (Diaz, 2014).

Se ha demostrado que los taninos hidrolizables de la granada pueden actuar como
antioxidantes, agentes antitumorales o antihepatotoxicos, y mejorar la salud
cardiovascular. Asi  mismo, presentan propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antivirales, antidiabéticas, y pueden mejorar la salud oral y de la
piel, de la misma manera también ayudan a prevenir ciertas enfermedades (Diaz,
2014).

6.1.6 Fenoles

Los compuestos fendlicos se refieren a todas aquellas sustancias que poseen varios
grupos fenol unido a estructuras aromaticas (Figura 2). Los compuestos fendlicos
abarcan los flavonoides, acidos fendlicos, taninos y los menos frecuentes estilbenos
y lignanos.
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Figura 2: Grupos que componen los polifenoles
Santos, 2001

Los flavonoides: flavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas, isoflavonas, y

antocianos.

Acidos fenolicos: derivados del acido benzoico tales como &cido galico, y derivados
del &cido cindmico, tales como acido cumarico, cafeico y ferulico.




Los taninos es un grupo importante de polifenoles, éstas se subdividen en dos
grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados.

El incremento de la actividad antioxidante de dichos extractos ha sido
correlacionado de taninos hidrolizables, debido a que la cascara de la fruta es una
rica fuente de elagitaninos (ETS), los cuales presentan el 80-85 % de los fenoles
solubles totales en la cascara (Diaz, 2014).

Diversos estudios realizados sobre la composicion quimica de la granada y mas
recientemente acerca de sus efectos sobre la salud, podemos considerar a la
granada como un alimento funcional (Vasquez, 2015).

6.1.7 Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

A lo largo de los afios, algunos beneficios han sido atribuidos a los compuestos
fendlicos, y un gran nimero de estudios han sugerido que el consumo de frutas y
verduras pueden reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y de cancer,
potencialmente a través de la actividad bioldgica de los compuestos fendlicos, asi
como de las vitaminas como antioxidantes (Proteggente et al. 2002). Por lo que los
polifenoles pueden prevenir a la oxidacion lipidica, la mutacion del DNA y el dafio
del tejido.

Un antioxidante es un compuesto quimico que hallAndose presente a bajas
concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la
oxidacion de dicho sustrato. Igualmente se define como compuestos que protegen
el sistema celular de efectos potencialmente perjudiciales en los procesos que
puedan causar una oxidacion excesiva (Posada et al., 2003; Porras et al., 2009).

Los alimentos de origen vegetal, poseen una gran diversidad de compuestos
fenolicos, que pueden significar una fuente natural de antioxidantes como los
flavonoides, otros como las antocianinas que mejoran las caracteristicas en los
alimentos procesados y los taninos que contribuyen a mejorar los padecimientos de
origen cardiovascular. La importancia de consumir estos productos como parte de
la dieta, beneficiara a la poblacion debido a los antioxidantes que poseen los grupos
fenolicos.

6.2 Microorganismos y los alimentos

Los microorganismos son formas de vida muy pequefias que sélo pueden ser
observados a través del microscopio. En este grupo estan incluidas las bacterias,
los virus, los mohos y las levaduras. Algunos microorganismos pueden causar el
deterioro de los alimentos entre los cuales se encuentran los microorganismos
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patdgenos, que a su vez pueden ocasionar enfermedades debido al consumo de
alimentos contaminados. Adicionalmente, existen ciertos microorganismos
patébgenos que no causan un deterioro visible en el alimento. Sin embargo, por otro
lado, existen también algunos microorganismos que son beneficiosos y que pueden
ser usados en el procesamiento de los alimentos con la finalidad de prolongar su
tiempo de vida o de cambiar las propiedades de los mismos (por ejemplo, para la
fermentacion llevada a cabo para la elaboracion de las salchichas, el yogur y los
quesos).

Los microorganismos son capaces de realizar una extensa gama de reacciones
metabdlicas y adaptarse a muchos ambientes diferentes (Santos, 2014).

6.3 Hongos

Los hongos forman dos grupos: los hongos filamentosos multicelulares, o hifas, y
las levaduras unicelulares. EI comportamiento Unico y distintivo de la organizacion
celular de los hongos filamentosos presenta retos especiales al describir su forma 'y
funcién. El citoplasma dentro de los filamentos tubulares se puede mover en
respuesta a las condiciones ambientales, campos eléctricos, superficies y gravedad.
Esta inusual formacién celular distingue a los hongos filamentosos de entre el resto
de los organismos del suelo y les permite formar redes de hifas que son
predominantemente benéficas para la mayoria de las plantas.

6.3.1 Morfologia

Los hongos forman un grupo de organismos heterogéneos en el &mbito morfologico.
Unos son unicelulares y estan constituidos por células aisladas, ovales,
denominadas levaduras. Otros son pluricelulares y estan constituidos por células
alargadas, cilindricas, de 3 a 12 um de diametro, dispuestas linealmente formando
unas estructuras filamentosas denominadas hifas, que pueden alcanzar varios
centimetros de longitud.

En algunos hongos filamentosos las hifas se entrecruzan desordenadamente
formando matas con aspecto algodonoso de diversos colores que pueden verse
enmoheciendo alimentos, paredes humedas y otros lugares en la naturaleza en
cuanto alcanzan su tamafio macroscoépico.

Los hongos filamentosos se dividen en inferiores o superiores, por las
caracteristicas de las hifas anchas o finas respectivamente.
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El micelio se divide en dos partes, la que penetra en los sustratos nutritivos,
denominada micelio vegetativo, y la que se dispone en la superficie y contiene las
estructuras reproductoras, que constituye el micelio aéreo o reproductor.

6.3.2 Metabolismo

Los hongos poseen un metabolismo heterétrofo semejante al de otras células
eucariotas. Los nutrientes complejos se digieren mediante exoenzimas liberadas al
medio, siendo posteriormente absorbidos.

La glucolisis, seguida de la respiracion aerobia o ciclo de Krebs constituyen la via
habitual para la obtencién de energia a partir de la glucosa. La mayoria de los
hongos son aerobios estrictos y otros son aerobios facultativos.

Un numero limitado de hongos son Gnicamente fermentadores y son aerotolerantes.

Los hongos, como las bacterias, pueden cultivarse en medios artificiales, tienen
requerimientos simples y toleran variaciones de pH y osmolaridad.

6.3.3 Reproduccion

Muchos mohos pueden reproducirse también a través de esporas sexuales,
generadas por meiosis, o division reductora, de un nucleo diploide (meiosporas). En
la meiosis, el nimero de cromosomas se divide por la mitad. Las esporas sexuales
contienen s6lo un cromosoma de cada par homologo. La condicion diploide se
restablece cuando dos estructuras haploides se unen, completando el ciclo vital.
Los mohos a los que no se les conoce ciclo sexual, se consideran hongos
imperfectos (Santos, 2014).

Los mohos con estructuras reproductoras sexuales (teleomorfos) corresponden a

tres grupos: ascomicetos, basidiomicetos y zigomicetos. Los ascomicetos producen
Sus esporas en ascos, que generalmente se forman dentro de un complejo cuerpo
fructifero, el ascoma. De forma similar, los basidiomicetos desarrollan sus esporas
sexuales externamente, en los basidios que se hallan en un complejo cuerpo
fructifero: el basidioma. Pero este grupo también comprende a los carbones y las
royas, organismos de interés agronOmico por ser parasitos vegetales. Los
zigomicetos producen zigosporas a veces visibles a ojo desnudo. En condiciones
naturales, los mohos se reproducen en la mayoria de los casos asexualmente, las
estructuras reproductoras sexuales so6lo aparecen ocasionalmente en
circunstancias favorables (Santos, 2014).
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6.4 Fermentacion

El proceso conocido como fermentacion implica el empleo de microorganismos para
llevar a cabo transformaciones de la materia organica, catalizadas por enzimas. Los
productos comerciales importantes de las fermentaciones industriales pertenecen a
cuatro categorias principales: células microbianas, moléculas grandes como
enzimas Yy polisacaridos, productos basicos y metabolitos secundarios que no son
necesarios para el crecimiento celular. Las células utilizadas para obtener estos
productos tienen una gran variedad de propiedades bioquimicas y fisiologicas. La
produccion comercial de productos de fermentacion ha empleado principalmente
diversas especies de bacterias, levaduras y hongos.

Para que un proceso de fermentacion se desarrolle adecuadamente se debe
establecer inicialmente el medio 6ptimo para el crecimiento de los microorganismos.
Esto incluye la determinacion de pardmetros como pH, temperatura, oxigeno
disuelto y nutriente, entre otros, con el fin de que el microorganismo ya sea hongo,
bacteria o levadura, desarrolle apropiadamente su metabolismo y obtener de esta
manera la base para un producto de interés industrial comercial.

En cualquier proceso de fermentacion que sea objeto de estudio se deben evaluar
una serie de variables para conocer, controlar y manipular el curso de la
fermentacion; estas variables se suelen dividir entre las que se pueden medir
continuamente (temperatura, velocidad de agitacion, presion, formacién de espuma,
oxigeno disuelto y pH principalmente) y las que tipicamente se miden a ciertos
intervalos de tiempo (formacién de biomasa y de producto y consumo de sustrato
basicamente).

Los microorganismos implicados en los procesos de fermentacion son
principalmente quimiorganotrofos, es decir, que pueden obtener su energia y su
fuente de carbono por la oxidacion de compuestos organicos. Los hongos mas
importantes implicados en las fermentaciones industriales se clasifican en dos
grupos: los zygomicotina, con hifas aceptadas como géneros Mucor y Rhizopus y
los de deuteromicotina, septados u hongos imperfectos, por ejemplo, los géneros
Trichoderma, Aspergillus, Penicillus y Fusarium. En general, la producciéon masiva
de microorganismos biocontroladores puede llevarse a cabo mediante dos técnicas
fermentacién liquida o sumergida y fermentacion solida o en superficie (Santos,
2014).

6.4.1 Fermentacioén en medio liquido

El cultivo sumergido, también llamado fermentacién liquida, es el que se refiere a
un sistema en el cual los sustratos estan disueltos o suspendidos en un medio
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acuoso y son agitados para conservar la homogeneidad del sistema, como se
observa en la figura 3.

La fermentacion liquida es definida como la técnica de crecimiento de
microorganismos en un medio liquido, donde todos los nutrientes se encuentran
disueltos en el medio de cultivo y el proceso se lleva a cabo bajo condiciones
fisicoquimicas controladas, este es el método mas usado por la industria
biotecnolégica. En comparacion con la fermentacion sélida, presenta las siguientes
ventajas: se obtiene un producto mas homogéneo, es mas sencillo el control de los
factores de fermentacion como temperatura, aireacion, agitacion y pH, presenta
mejor distribucion de oxigeno y del calor suministrado al sistema, y se puede llevar
a cabo la medicion directa de la biomasa. La fermentacion sumergida se realiza
principalmente usando tres métodos de eliminacion de sustrato: fermentacion en
lote, fermentacion en lote alimentado y fermentacion en medio continuo (Cruz,
2007).

Figura 3: Fermentacion liquido en Incubadora Shaker, INNOVA 44

Una vez que el proceso de fermentacién liquida ha alcanzado nivel de produccion
optima, la retirada del agua es un factor principal en el coste de recuperacion de
bioproducto y el procesamiento posterior.

6.5 Biologia molecular

La Biologia molecular, se ocupa del estudio de las bases moleculares de la vida; es
decir, relaciona las estructuras de las biomoléculas con las funciones especificas
que desempeiian en la célula y en el organismo.

La biologia molecular concierne principalmente al entendimiento de las
interacciones de los diferentes sistemas de la célula, lo que incluye muchisimas
relaciones, entre ellas las del ADN con el ARN, la sintesis de proteinas, el
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metabolismo, y el cdbmo todas esas interacciones son reguladas para conseguir un
correcto funcionamiento de la célula.

6.5.1 Identificacién molecular de hongos filamentosos

Taxonomicamente existen miles de especies de hongos. Por tal motivo es necesaria
su identificacion no solo morfolégica si no también molecular y una forma de
identificar estas especies es por medio de la técnica de ADN recombinante como la
reaccion en cadena (PCR) (Carranza, 2006).

Son numerosas las técnicas moleculares que se han utilizado para el estudio de los
hongos; desde la cuantificaciéon del contenido guanina/citosina del ADN nuclear
hasta la hibridacion ADN-ADN, técnicas clasicas que se han aplicado para
determinar diferencias entre especies fungicas e incluso para su identificacion. No
obstante, en los Ultimos afios para tal finalidad destacan los métodos
electroforéticos y de secuenciacién, especialmente el andlisis comparativo de
secuencias nucleotidicas de un determinado gen o fragmento del mismo
(Wengenack y Binnicker, 2009).

6.5.2 Extraccion de ADN

La extraccion y purificacion del ADN son la base de cualquier protocolo en
laboratorios de biologia molecular y depende de la naturaleza del material inicial
(micelio, esporocarpio, espora). Este procedimiento primero consiste en romper las
células fungicas, la segunda etapa remueve las proteinas celulares por precipitacion
dejando el ADN en solucién, finalmente, el ADN gendmico es concentrado y
desalado por precipitacion con isopropanol (Carranza, 2006).

6.5.3 Determinacion de pureza y cuantificacion de ADN

La pureza del ADN es un factor muy importante para los subsecuentes analisis
moleculares. Existen en general métodos diferentes para medir la cantidad de
acidos nucleicos en solucion entre los cuales podemos mencionar el método de
absorbancia y el de fluorescencia, la eleccién de estos esta en funcion del método
de extraccion del acido nucleico (Carranza, 2006).

6.5.4 Espectrofotometria

La capacidad que tiene el ADN de absorber luz a una determinada longitud de onda
(260 nm) permite el calculo de la concentracion de acido nucleico en la muestra.

Las proteinas tienen un maximo de absorcion a 280, asi las lecturas a esta longitud
pueden mostrar si existe algun contaminante proteico. El célculo de una relacion
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entre las lecturas a 260 y 280 nm es una manera comun para hacer un estimado de
la pureza o evaluar la contaminacion de una preparacion de ADN con proteinas del
acido nucleico, esta relacion debe estar entre los valores 1.8 y 2.0 (Carranza, 2006).

6.5.5 Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es un modo conveniente de cuantificar el ADN y analizar su
estado fisico al mismo tiempo, se puede visualizar si existen contaminantes que
pueden estar presentes en la muestra de ADN o si esta degradado (santos, 2014).

La electroforesis es la aplicacion de las técnicas de separacion de macromoléculas
en un campo eléctrico en funcién de su tamafio y carga eléctrica superficial.
Aquellas particulas cargadas positivamente migran hacia el catodo y las cargas
negativas hacia el anodo (Sambrook y Russell, 2001).

6.5.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El impacto de la PCR en la biologia molecular ha sido muy grande. Este es un
método para obtener multiples copias de fragmentos de ADN, utiliza una enzima
polimerasa estable al calor y ciclos de calentamiento y enfriamiento para seleccionar
y separar, sucesivamente las hebras de ADN vy utilizar los fragmentos asi obtenidos
como plantillas para la formacion de nuevo ADN completo (Carranza, 2006).

La reaccion es muy sencilla, necesita cantidades de ADN muy pequefias, algunos
reactivos, una fuente de calor y unas pequefias cadenas de nucleétidos que acttan
como cebadores o primers (Sambrook y Russell, 2001).
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7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 Ubicacion

Las pruebas experimentales se realizaron en el laboratorio de fermentaciones, del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, y en el laboratorio de fisiologia
vegetal del Departamento de Horticultura, ambos de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro.

Materia Prima: la cascara de granada de la variedad Wonderful, se obtuvo del
proceso de elaboracion de jugos de la empresa “El Baluarte”.

7.2 Pretratamiento de las muestras para analisis

La cascara obtenida fue sometida a un proceso de deshidratacion a una
temperatura de 70°C durante 48 horas. Después se pulverizo en una licuadora
manual y se tamizé en mallas No. 10, 18 y 30, para separar las particulas de acuerdo
con su tamario.

Las muestras se conservaron en bolsas de plastico con cierres herméticos evitando
gue absorban humedad, en un sitio exclusivamente para materiales vegetales en el
laboratorio de fermentaciones a una temperatura ambiente 20°C.

7.3 Caracterizacion fisicoquimica de los residuos de granada
(PuUnica granatum L.)

Una vez deshidratada la muestra, se realizé un andlisis proximal en cual consistié
en la determinacion por triplicado de: materia seca total, humedad, ceniza, grasa,
proteina, fibra cruda y pH, mediante los procedimientos descritos. También se
determind los azlcares totales, azucares reductores y el contenido de fenoles
hidrolizables totales.

7.3.1 Determinacion de materia seca total

En la determinacion de materia seca total, se pes6 1 gramo de polvo de granada,
programando la Termobalanza PRECISA XM50 a 120°C durante 60 minutos. Se
colocé el polvo en la charola de la termobalanza y se esperd a que el peso de la
muestra sea constante. Con ello se obtuvo la materia seca total, y de esta forma se
obtendra la humedad de acuerdo con la diferencia de peso perdido de la muestra.

La materia seca total obtenida fue calculada mediante la férmula:

% materia seca total = (1 gr=100%) de muestra — % de peso perdido
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7.3.2 Humedad

La humedad se determiné por diferencia de 100 y los resultados obtenidos en el
analisis de materia seca total.

% humedad = (1 gr=100%) de muestra - % materia seca total

7.3.3 Ceniza

En la determinacion de ceniza se peso 2 gramos de polvo de granada en un crisol
de porcelana (previamente se sometio a peso constante) en la estufa (SINCE 1889,
YAMATO modelo DKN602C) a una temperatura de 105°C por 24 horas. Dentro de
una campana de extraccion se carboniz6 la muestra con una parrilla eléctrica a
250°C por una hora, posteriormente se introdujo en una mufla FELISA a 500°C por
5 horas.

El porcentaje de ceniza de la muestra se calcul6 mediante la expresion:

. crisol con ceniza —crisol solo
% ceniza = x 100
gramos de muestra

7.3.4 Grasa

Se pesaron 5 gramos de muestra y se envolvié en un papel filtro. Se introdujo a un
sifon y se unié a un matraz bola fondo plano (previamente sometido a peso
constante y adicionando 150 ml de hexano). Enseguida se inserto la parte superior
del sifén a un refrigerante y la muestra se reflujo durante 4 horas a una temperatura
de 80°C. Después de este tiempo, se evaporo el hexano contenido en el matraz.
Enseguida se sometio el matraz con la muestra obtenida al horno a 70°C por 2 horas
para mantener el material seco. Después se transfirio a un desecador, para
posteriormente tomar el peso en una balanza.

El porciento de grasa obtenida fue calculado mediante la expresion:

peso matraz con grasa—peso matraz solo

% grasa = x 100

gramos de muestra

7.3.5 Proteina

Para determinar proteina se realizo por el método Kjeldahl donde se pes6 0.1 gramo
de polvo de granada realizando un pequeiio doblado en un papel filtro e introducir
en el matraz fondo redondo de cuello largo. Afadir 4ml de solucion digestora con
mucho cuidado, sometiendo la muestra en el digestor Kjeldahl a una temperatura
de 100°c, girar la muestra constantemente evitando evaporar la solucién digestora,
conforme el tiempo, se observa que la muestra toma un tono verde cristalino.
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Después pasar muestra en Micro-Kjeldahl (destilacion) se agrega la mitad de la
muestra NaoH al 50% y esperar el destilado sumergiendo el frasco de recepcién
que contiene 30ml acido borico al 2%, previamente contenido 2 gotas de indicador
de proteina, una vez observado el cambio de color a verde cristalino y obteniendo
60ml de muestra se pasard a titular con acido sulftrico al 0.026 N.

El nitrégeno obtenido se calculé6 mediante la férmula:

e ml H2S04 gastados x N H2S04)—(ml gastados blanco x N blanco
% nitrégeno = & g )-(mlg ) %100

gramos de muestra

Finalmente, el porciento de proteina se calcul6 multiplicando el porcentaje de
nitrdgeno por el factor 6.25 indicado por la AOAC (1980).

7.3.6 Fibra cruda

El analisis de fibra cruda consiste en el pesado previo de la bolsa (polimero) donde
se coloc6 1 gramo de muestra sellando perfectamente. Después se sumergio en
éter de petrdleo cubriendo correctamente por 10 minutos. Se sec6 pasandolo en la
campana. Luego se acomodé las muestras en tubos blancos y se meti6 en el equipo
(ANKOM 200, FIBER ANALYZER), programando una agitacion de 100°C por 40
minutos afiadiendo 2 litros de acido sulfurico al 0.255N. Se realizaron dos lavados
con agua destilada caliente por 5 minutos esto para retirar el residuo. De la misma
manera se lavo con NaOH 0.313N a 100°C por 40 minutos, haciendo tres lavados
con agua destilada caliente por 5 minutos. Al terminar lo anterior, la muestra se
sumergio en acetona cubriendo la muestra por completo durante 10 minutos para
retirar cualquier exceso de grasa. Después se llevd a la campana retirando la
humedad en un tiempo de 10 a 20 minutos. La muestra se colocO en una estufa
YAMATO SINCE 1889 DKN602C a una temperatura de 105°C por 72 horas. Se
trasladd la muestra en un crisol (a peso constante) y dentro de un desecador para
registrar los pesos. Finalmente, la muestra se calcino a 500°C por 5 horas en la
mufla FELISA, después se tomo el peso de la ceniza.

El % de fibra se calculd mediante la férmula:

peso crisol muestra seca—peso crisol con ceniza

% fibra = x 100

gramos de muestra

7.3.7 Azucares Totales

Se realiz6 una curva patrén por el método propuesto por Dubois et al en 1956,
mediante glucosa al 0.1%, Tabla 1. Se determinG0 mediante un espectrofotometro
(UVIVIS Spectrophotometer, VELAB) a 480 nm. El andlisis de las muestras se
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realizd por triplicado. Se pesé 0.25g de la muestra de granada en la balanza
analitica (PIONEER, OHAUS). Se prepar6 una dilucion de 0.250:25 en un vaso de
precipitado de 250 mly en una probeta de 25 ml de agua destilada. Se realiz6 una
homogenizacion con la ayuda de un agitador magnético en una parrilla eléctrica
(CIMAREC, Thermo SCIENTIFIC) durante 10 minutos para que la muestra se pueda
diluir. Se tomd6 250ul de la dilucidn con una puntilla, con la ayuda de una micropipeta
automatica (GLASSCO) y se coloco en cada uno de los tubos de cuarzo. Después
se afiadié 250ul de fenol al 5% de concentracidn, se realizé una agitacion y se dejo
en bafio de agua fria durante 5 minutos. Luego se afiadié 1 ml de Acido Sulfdrico,
se agito cuidadosamente dejando a ebullicibn durante 5 minutos. Se enfri6 a
temperatura ambiente por 5 minutos. Seguidamente se procedid a leer la
absorbancia en el espectrofotometro realizando una lectura a 480 nm.

Tabla 1: Datos para la preparacion de curva patrén

0 250 250 1000
50 200 250 1000
100 150 250 1000
150 100 250 1000
200 50 250 1000
250 0 250 1000

7.3.8 Azucares Reductores

Se realiz6 una curva patrén tabla 2, por el método propuesto por Miller para
determinar azucares reductores mediante glucosa al 0.1%. Se determindé mediante
espectrofotometria (UV/VIS Spectrophotometer, VELAB) a 540 nm. El andlisis de
las muestras se realiz6 por triplicado. Se pes6 0.25 g de muestra de granada en la
balanza analitica (PIONEER, OHAUS). Se prepar6 una diluciéon de 0.250:25 en un
vaso precipitado de 250 ml y en una probeta de 25 ml de agua destilada. Se realiz6
una homogenizacién con la ayuda de un agitador magnético, en una parrilla
(CIMAREC, Thermo SCIENTIFIC) durante 10 minutos para que la muestra se pueda
diluir. Se tom6 1 ml de la mezcla de reaccion y se coloc6 en cada uno de los tubos
de cuarzo. Después se afadio 1ml de reactivo DNS, se sometié a bafio maria
durante 5 minutos a 90°C. Pasado el tiempo se coloco en bafio de agua fria por 5
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minutos para detener la reaccion. Finalmente se afiadio 5ml de agua destilada, se
homogenizo y se dej6 5 minutos a temperatura ambiente. Se procedio a leer la
absorbancia en el espectrofotémetro a 540 nm.

Tabla 2: Datos para elaboracion de curva patron

0 1000
200 800
400 600
600 400
800 200
1000 0

7.4 Cepa del género Aspergillus

El microorganismo Aspergillus se obtuvo de la coleccion del Departamento de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la UAAAN. Se prepar6 agar papa dextrosa
(PDA Bioxon), siguiendo las instrucciones del recipiente. Se esterilizo en una
autoclave automética a 121°C durante 15 minutos. Se llevd a una temperatura de
45°C y se vacio en cajas Petri. Después de enfriar, se sembré el hongo por estriado
y se incubo a una temperatura de 30°C durante 6 dias.

7.4.1 ldentificacion macroscopica y microscépica del hongo

El hongo se identificé de acuerdo a su caracteristica, presenta: tonalidad negra, con
textura, globosa, con cabeza conidial y abundante.

El hongo se observé mediante la técnica de azul de algoddn que a continuacion se
muestra en la figura 4:
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Figura 4: Identificacion: A) Macroscoépica y B) Microscépica de hongo filamentoso.

7.4.2 Tincion con lactofenol (azul de algodén)

Para identificar el hongo, se realizd una tincion primero se coloc6 una gota de azul
de algodon en un portaobjeto y se tomé una muestra del hongo con la ayuda de un
asa previamente quemado al rojo vivo para evitar contaminacién del cultivo, se
colocé sobre la gota de lactofenol seguido del cubreobjetos.

Posteriormente se procedié a observar en el microscopio (LABOMET CxL) con el
objetivo 40x y capturando la fotografia.

7.4.3 Recuento de Esporas

Se basa en el recuento directo del numero de células en un volumen determinado,
prefijado en la camara de recuento, mediante su observacién al microscopio. El
método no permite distinguir entre células viables y no viables.

En la caja Petri se afladié 20 ml de Tween 80 al 0.1% previamente esterilizada a
121°C durante 15 minutos al medio con el hongo Aspergillus niger. Se tom6 100 ul
de la suspension de esporas y se diluyo en 20 ml de agua destilada. Con una
micropipeta se llené la camara de Neubauer con la suspension de esporas después
cubriéndola con un cubreobjetos. Enseguida se observé en el microscopio utilizando
el aumento 40x.

Las esporas presentes se contaron en los cuadros elegidos (formando una z). Se
contaron en total 13 cuadros, cinco en cada linea (cinco arriba y cinco abajo) y tres
de la diagonal que cruza el centro uniendo las lineas, figura 5.
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Figura 5: Suspension de esporas en la camara de Neubauer y diagrama para el conteo
de esporas

Se establecié un calculo para determinar el nimero de esporas por ml y el niumero
total de esporas, utilizando la siguiente férmula:

Esporas / mL = promedio x 250,000 x factor de dilucién (200)

7.5 Medio de cultivo y proceso fermentativo

Se prepararon 2 Litros de medio de cultivo, donde se afiadi6 todos los componentes
(Tabla 3). Se disolvieron las sales en agua destilada y se esterilizo en autoclave
Tetrarium BKQ-B50II A 121°C durante 15 minutos.

Tabla 3: Medio de cultivo

KH2PO4 4.38
Urea 8.76
MgSO47H20 0.88
CaClz Anhidro 0.09
MnCl2+4H.0 0.02
Na:Mo00O42H,0 0.01
FeS047H0 0.12
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En los matraces Erlenmeyer de 250 ml, se agregaron 1.25 g de polvo de céscara
de granada. Una vez enfriado el medio de fermentacién se afiadieron 50 ml en cada
uno de los matraces. El medio de cultivo se inoculo con la suspension de esporas a
una concentracion de 1x10° esporas/ml de medio de cultivo, de acuerdo con el
calculo realizado anteriormente. Se colocaron en incubacion a 30°C y 175 rpm. La
produccion de compuestos fendlicos se realizd por triplicado. La degradacion se
monitored desde 0 horas hasta las 240 horas, teniendo en total 33 matraces. Se
evalu6 cada 24 horas hasta las 240 horas tomando un matraz en cada tiempo de
muestreo. A cada una de las muestras se le determind la cantidad de fenoles
hidrolizables totales, azUcares totales, azlUcares reductores, temperatura, pH y
biomasa generada.

7.6 Recuperacion de biomasa

Para la determinacion de biomasa en la fermentacion liquida, se realiz6 por
diferencia de peso entre la muestra fresca y la muestra seca. Esto se llevo a cabo
filtrando las muestras cada 24 horas con una bomba de vacio (millipore), matraz
Kitazato, un embudo de porcelana a diferentes tiempos por triplicado y un papel filtro
FAGA-LAB previamente pesado.

Las muestras se llevaron a la Estufa (RIOSSA E-71) a una temperatura de 70°C
hasta obtener un peso constante, realizando el pesado en la balanza analitica
(OHAUS PIONEER, PA214). Se realiz6 el registro de diferencia entre el peso del
papel solo y el peso del papel con muestra a peso constante, segun la formula abajo
mencionada y reportando la biomasa como g/ml.

Biomasa = peso de papel con muestra seca- peso del papel sin muestra.

7.7 Cuantificacion de fenoles hidrolizables totales

El contenido de polifenoles hidrolizables totales sera determinado por medio de un
método espectrofotométrico con el reactivo de Folin Ciocalteu. Este método esta
basado en la presencia de los acidos fosfomolibdico y fosfotingstico en el reactivo,
los cuales se reducen al oxidar a los fenoles debido a la transferencia de electrones
a pH basico. Esta reaccién da lugar a la formacion de compuestos cromogenos
como oxido de molibdeno y de tungsteno de coloracién azul-verde. La concentracion
producida es proporcional a la concentracion de polifenoles presentes en la
muestra.
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7.7.1 Fenoles Hidrolizables Totales

El contenido de polifenoles se determinG por medio de un método
espectrofotométrico con el reactivo de Folin Ciocalteu. Se pes6 0.25¢g de polvo de
granada diluyendo en 25ml de agua destilada. El analisis de la muestra se realiz6
por triplicado, teniendo como estandar el acido galico al 1% (Tabla 4). Esta reaccion
consistié en adicionar 800 ul de la muestra en un tubo de ensaye. Después se
afadi6 800 ul del reactivo Folin Ciocalteu, realizando agitacion para que las
muestras pudieran mezclarse dejandolos reaccionar por 5 minutos. Enseguida se le
agregaron 800 ul de carbonato de sodio anhidrido 0.01M realizando una agitacién
y dejandolo con un nuevo periodo de reposo de 5 minutos. Finalmente se tom6 1ml
de la muestra y se realizé una dilucién con agua destilada y enseguida se realizo la
lectura en un espectrofotometro a una absorbancia de 790nm.

Tabla 4: Datos para elaboracién de curva patron (Ac. galico)

0 800 800 800 5
200 600 800 800 5
400 400 800 800 5
600 200 800 800 5
800 0 800 800 5

7.7.2 Parametros cinéticos asociados al crecimiento microbiano

Dentro de los pardmetros cinéticos se encuentran la velocidad especifica de
crecimiento (pn) que se obtiene por medio de la linearizacion de la gréfica de
crecimiento y la obtencion de la pendiente de la recta resultante por medio de
regresion por minimos cuadrados.

Se calculo el rendimiento de biomasa (Yxs) que es la cantidad de biomasa
producida por gramo de sustrato utilizado.
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X, =X
YX/S: SZ Sl
17 Y2

Donde:

X1 = Concentracion inicial de biomasa, X2 = Concentracion maxima de biomasa,
S1 = Concentracion inicial de sustrato, S2 = Concentracion de sustrato en el valor

maximo de biomasa.
7.8 Identificaciéon molecular de la cepa seleccionada

La identificacion molecular de la cepa se llevo a cabo mediante la amplificacion y
secuenciacion del gen 18S ADNr

Para lo cual se propagaron las cepas en medio de Czapek-Dox (Tabla 5) con
glucosa al 30 % por 4 dias para la mayor produccion de biomasa, la cual fue filtrada
para la posterior extraccion del ADN.

Tabla 5: Composicion del medio Czapek-Dox

KH2PO,4 3.04
MgSO, 1.52

KCI 1.52
NaNO; 0.32
Glucosa 30.00

La biomasa fue transferida a un mortero con pistilo estéril y se le agrego nitrégeno
liguido para macerar la muestra y obtener un polvo blanco y fino. El polvo se
transfirié a un tubo cénico (Falcén) de 50 mL estéril y se le agregaron dos volumenes
de buffer de extraccion TES (Trizma base 0.01M, EDTA 0.05 M, SDS 0.5 M). Se dio
una ligera agitacion y se dejé incubar a -20°C durante 10 minutos utilizando el
congelador (PANASONIC MPR-414F). Posteriormente la muestra fue distribuida
(1.5 ml) en tubos conicos (Eppendorf) de 2.0 mL estériles, adicionandoles 200 pL
de acetato de potasio y 150 pL cloruro de sodio 5 M, se incubo la muestra en el
congelador a -20°C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugd a
13,500 rpm por 20 minutos a 4°C; se recuperoé el sobrenadante y se transfirié a un
tubo nuevo estéril. Se adicion6 0.5 veces del volumen inicial de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugo a 13,500 rpm por 10 min a 4°C.
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Nuevamente se recuperO el sobrenadante y se transfirid a un tubo estéril y se
agrego 0.1 veces de acetato de amonio 7.5 M y 2 veces de etanol frio al 70%. Se
incubd en el congelador a -20°C durante toda la noche.

Posteriormente, se centrifugo a 13,500 rpm por 10 minutos a 4°C, se decantd y se
agrego 500 pL de etanol y se dejé evaporar. Después, se agregaron 50 pL de buffer
TE 0.1X para disolver la pastilla.

7.8.1 Cuantificacion de ADN

Para cuantificar el ADN se utilizé un espectrofotdmetro marca Thermo Scientific con
el método para medir acidos nucleicos, se midié el blanco (agua milli-Q) y
posteriormente las muestras. Para medir la muestra se agregaron 2 ul de muestra
y 198 ul de agua milli-Q, y se tomaron los datos de absorbancia a una longitud de
onda (A) de 260 nm, 280 nm, y el valor R. Se realiz0 la tabla 6 de la siguiente manera:

Tabla 6: Absorbancia a A 260 y A 280.

Caddigo de la muestra  Abs  Abs  =A260/A280 =(A260)(100)(50) =(ug/ml)(0.05)

7.8.2 CALIDAD DEL ADN: Electroforesis horizontal de agarosa al 1%

En un vaso de precipitado se disolvieron 1.5 g de agarosa en 150 mL de buffer TBE
0.5x (43.6 g Trizma base, 14.8 g acetato de sodio, 6.7 g EDTA 0.5M, para 1 litro),
mediante una parrilla de calentamiento (300°C) hasta que la mezcla se torn6
transparente. Se dejo enfriar la agarosa hasta una temperatura de 45°C, se agregé
10 pl de bromuro de etidio. La solucion se vertié en un portagel al cual se le agreg6
un peine, evitando dejar burbujas en el gel. Se dejé solidificar el gel de 15 a 20
minutos y se removio el peine. Sobre una tira de parafilm se coloco 3 pl de azul de
bromofenol, se colocaron 10 pl del ADN, se mezcl6 succionando y expulsando de 5
a 10 veces. La mezcla se coloco en un pozo del gel, se coloco en la camara de
electroforesis horizontal y se agregd un volumen de buffer TBE 0.5x hasta cubrir
completamente el gel. Las muestras se fraccionaron a 90-95 volts por 45 minutos
mediante una fuente de poder de 200 volts. Se visualiz6 la banda correspondiente
al ADN de cada muestra mediante un fotodocumentador.
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Figura 6: Agarosa al 1% vertiéndose en un portagel.

Figura 7: Tira de parafilm con azul de bromofenol mas muestra.

7.8.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez que se obtuvo buena cantidad y calidad del ADN de cada muestra, se llevo
a cabo amplificacion del gen 18S ADNr empleando los iniciadores PN3 (5'-
CCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC -3) y PN10 (5'-
TCCGCTTATTGATATGCTTAAG -3)).

Se etiguetaron microtubos de 0.2 ml para las muestras. Se sacaron las muestras y
reactivos del refrigerador y congelador, se colocaron en bafio de hielo 8 minutos
para que se descongelaran gradualmente. Después se sometieron a un pequefio
paso de homogenizacién (vortex por 5 segundos). Se realiz6 el coctel colocando en
un tubo de 0.6 ml los reactivos que se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7: Composicién del coctel empleado para la reaccion en cadena de la polimerasa.

Agua destilada desionizada estéril 18 pl
Buffer para PCR 10x 2.5 ul
MgCI2 (25 mM) 1.5 ul
dNTPS (25 mM) 0.2 pl
Iniciador 5°-3" (15 pM) 0.83 pl
Iniciador 3"-57(15 pM) 0.83 pl
Enzima Tag-Polimerasa (5 U/ml) 0.2 ul
TOTAL 24 l

Se mezclaron los reactivos con la micropipeta, el tubo se deposité en un recipiente
con hielo. Posteriormente se depositaron 24 ul del coctel en un tubo de 0.2 pl, luego
se adiciond 1 pl del ADN de la muestra 'y se mezclaron con la micropipeta. Los tubos
se introdujeron al Termociclador marca Labnet, donde las condiciones de PCR
fueron las siguientes: 10 minutos a 95°C, 30 ciclos (30 segundos a 95°C, 30
segundos de la TM del iniciador, 1 minuto a 72°C) y 10 minutos a 72°C. Una vez
terminado el tiempo de corrida las muestras se guardaron a -20°C en el congelador.

Figura 8: Termociclador

Una vez obtenido el producto de la PCR, se realiz6 una electroforesis horizontal
para verificar la presencia del amplificado de cada muestra, y comprobar con un
marcador molecular el amplificado de 600 pares de bases de cada banda.
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7.8.4 Electroforesis horizontal de agarosa al 3%

En un vaso de precipitado se disolvieron 1.5 g de agarosa en 150 ml de buffer TAE
0.5x (Trizma base, acido bodrico, EDTA 0.5M), mediante una parrilla de
calentamiento (300°C) hasta que la mezcla se tornd transparente. Se dejo enfriar la
agarosa hasta una temperatura de 45°C, se agreg6 10 ul de bromuro de etidio. La
solucion se verti6 en un portagel al cual se le agregé un peine, evitando dejar
burbujas en el gel. Se dejo solidificar el gel de 15 a 20 minutos y se removio el peine.
Sobre una tira de parafilm se coloco (3 pl) azul de bromofenol, se colocaron 10 pl
del ADN, se mezcl6 succionando y expulsando de 5 a 10 veces. La mezcla se coloco
en un pozo del gel, se colocé en la cAmara de electroforesis y se agregd un volumen
de buffer TBE 0.5x hasta cubrir completamente el gel. Las muestras se fraccionaron
a 90-95 volts por 45 minutos. En el Transiluminador de luz UV, se visualiz6 la banda
correspondiente a cada gen.

Los productos de PCR obtenidos se mandaron a secuenciar a la empresa Macrogen
USA. Para la secuenciacién del amplificado se utilizaron los iniciadores 518F
(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y 800R (TACCAGGGTATCTAATCC).

La busqueda de homologia de secuencias se llevo a cabo empleando la herramienta
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) de la base de datos del NCBI (National
Center of Biotechnology Information).
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Analisis proximal del residuo

En la Tabla 8, se presentan los resultados de la caracterizacion de la cascara de
granada deshidratada. La importancia del analisis proximal del residuo radica en el
conocimiento del material como fuente de energia y proteinas, para poder llevar a
cabo el proceso de fermentacion por un microorganismo.

Tabla 8: Contenido Fisico-Quimico de cascara de granada.

Materia seca total % 92.10 £ 0.014
Humedad % 7.90 £ 0.014
Ceniza % 2.45 £ 0.0022
Grasa % 0.62 £ 0.004
Proteina % 15.24 £ 0.32
Fibra cruda % 67.16 £ 0.014

*Los resultados del analisis son representados como el promedio de tres repeticiones de
la muestra

Los resultados obtenidos en nuestra caracterizacion, concuerda con la de otros
trabajos realizados, (Castillo-Sanchez, 2010; De la Cruz et al., 2013; Buenrostro, et
al., 2017), nuestros resultados se mantienen dentro de rango, en excepciéon de la
proteinay fibra cruda, estos se encuentran por encima. Nuestro resultado nos indica
que el polvo de cascara de granada, muestra que es un residuo con buenas
caracteristicas para ser utilizado como sustrato en la fermentacion en medio liquido,
atribuyendo todos los nutrientes necesarios para que el microrganismo realice una
adecuada funcion.

El resultado de ceniza es de 2.45%, esto es similar a lo que ha reportado los autores
mencionados con anterioridad. En nuestra materia estan presentes los minerales,
que son elementos inorganicos y muchos de ellos son fundamentales para la
actividad del microrganismo en la fermentacion.

El resultado de proteina es de 15.24%, (Aguilar, et al., 2008) reporta 6.10% de
proteina después de fermentacion a 96h, nuestro resultado se encuentra por arriba
del resultado del autor citado, encontrando un alto contenido de proteina. Este
porcentaje nos indica el contenido de nitrdgeno, el microrganismo le sirve para
realizar sus funciones llevando a cabo su proceso de fermentacion. Este nutriente
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es indispensable para realizar la actividad del microorganismo asi generando mas
células y produciendo compuestos. Si la cascara de granada presenta baja cantidad
de nitr6geno, la muestra estara deficiente y no se llevara adecuadamente el proceso
de fermentacién. Es muy importante tener presente un alto contenido de proteina
porque es indispensable llevar una actividad adecuada del microorganismo.

El valor que se obtuvo para la fibra cruda fue de 67.16%, un valor alto en cascara
de granada, de acuerdo con De la Cruz, et al., (2013) reporta 17.75%, encontrando
por arriba nuestro resultado, la fibra se encuentra presente en la muestra con un
contenido adecuado para realizar su funcion. La fibra nos representa la cantidad de
celulosa, hemicelulosa y lignina, estos carbohidratos presentan alto peso molecular
atribuyendo una gran cantidad de compuestos fendlicos, por ello la cascara de
granada representa una excelente fuente para obtener sustancias fenélicas de alto
valor agregado.

Se ha reportado que los compuestos asociados a la fibra de cascara de granada
corresponden a taninos hidrolizables como punicalagina, punicalina, pedunculagina,
entre otros compuestos fendlicos como &cido elagico, acido galico, rutina y
guercetina (Middha y col., 2013). Los taninos hidrolizables han atraido gran interés
debido a sus propiedades anticancerigenas, antivirales, antioxidantes,
antiinflamatorias, etc. (Althunibat y col., 2010; Larrosa y col., 2010).

8.2 Cinética de degradacion de compuestos fendlicos

En esta etapa, se probaron, obteniéndose los resultados mostrados en la tabla 9,
los residuos como fuente de carbono para la degradacion de los fenoles
hidrolizables.

Tabla 9: Composicién quimica del extracto de cascara de granada antes y después de la
fermentacion.

Inicial (g/L) Final 240 h (g/L)

AzUlcares Reductores % 5.19+0.01 6.24 + 0.85
Fenoles Hidrolizables Totales % 4-19+1.05 66.29+31.18
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8.2.1 Cuantificacion de AzUcares Totales

En la Figura 9 se observa la curva patron, construida para cuantificar los aztcares
totales y en la siguiente figura 10 el resultado, realizando diluciones para su lectura
y luego multiplicados por su factor de dilucién. Estos resultados indican que la
concentracion de azucares totales que se encuentra en la cdscara de granada, tiene
una concentracion baja.
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Figura 9: Curva para cuantificar los azlcares totales.

Las primeras fuentes de sustrato disponible en el medio de cultivo son los azucares
disueltos, provenientes del extracto de granada, (Favadiy col. 2005) mencionan que
azucares como glucosa y fructosa en granada son de facil asimilacién por el
microorganismo.

En la figura 10 se muestra la produccion de los azlcares totales, se observo que al
inicio de la fermentacion se obtuvo una concentracion inicial de 1.07 mg/ml. El
incremento a la produccion fue subiendo a los 24 h, en las siguientes horas es
notorio que la produccién se mantiene inestable, a partir del tiempo 96 h el consumo
de los azucares tuvo un incremento notable, en el tiempo 168h se observé una caida
ligera, sin embargo, la produccién de los azucares totales se mantuvo en incremento
hasta en el tiempo 240 h, no teniendo una produccion total en esta grafica.
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Figura 10: Cinética de azUcares totales

El resultado obtenido en este trabajo fue de 0.90% inicial y 1.39% final, por lo que
este trabajo esta por debajo de lo reportado por (Cervantes, 2016), con un contenido
de azucares totales de 4.756% en jugo de granada variedad wonderful, jugo fresco.

El cultivo tuvo un incremento de masa de azucares totales, demostrando la
capacidad de la cepa para producir azucares totales, el microorganismo es capaz
de producir azucares totales en cantidad minima.

El aumento de los azucares estd asociada a las necesidades metabdlicas del
microorganismo, principalmente para la obtencién de energia para su incremento.
El consumo de azlcares totales se puede deber a que la cascara de granada no
solamente contiene azucares, también contiene compuestos fendlicos en los cuales
pueden ser usados como fuente de carbono.

8.2.2 Cuantificacion de Azucares Reductores

Estos resultados indican que la concentracion de azlcares reductores que se
encuentra en la cascara de granada, calculada a partir de la curva de calibracion
presentada en la figura 11.
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Figura 11: Curva para cuantificar los azlcares reductores.

Se muestra en la figura 12, el resultado obtenido de la fermentacién de cascara de
granada utilizando el extracto de ello para determinar su composicion.
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Figura 12: Cinética de azucares reductores

En la Figura 12 se muestra la produccion de azlcares reductores, se observa que
en el inicio de la fermentacién se obtuvo una concentracion inicial de 4.15 mg/ml. el
incremento a la produccién fue muy notable a los 24 h, a partir de este tiempo se
puede ver la grafica que no presenta una estabilidad en ello, terminando con una
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produccion de 6.50mg/ml en 240 h, pero si se observa un crecimiento moderado,
indicando que la cascara de granada presenta azucares reductores y que el hongo
es capaz de producir azucares reductores en pequefias cantidades.

La granada presentd una concentracion de azucares reductores de 5.19% inicial y
6.24% final aplicada la fermentacién. Existen resultados que reportan un contenido
de azucares reductores de 13.02 g/100ml en jugo de granada para diferentes
variedades (Carrefio et al., 2015). Comparando el contenido de azucares reductores
obtenido en esta investigacion, se observa que el material evaluado tiene una
diferencia significativa. Asi mismo (Cruz et al., 2013) mencionan que la cascara de
la granada posee un 4.34 % de azucares reductores, quedando este valor mas
proximo a lo encontrado en este estudio.

8.2.3 Cuantificacion de Fenoles Hidrolizables Totales

En la Figura 13 se presenta la curva de calibracion que se utiliz6 para la
cuantificacion de compuestos presentes en los extractos de la muestra, tomando
como referencia acido galico.
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Figura 13: Curva de calibracion de acido galico para determinacion de fenoles
hidrolizables totales.

La cascara de granada es un buen soporte, y al mismo tiempo un sustrato excelente
en la produccion de metabolitos de alto interés comercial como EA debido a la
degradacion de su contenido ET. Robledo, 2008.
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Figura 14: Cinética de fenoles hidrolizables totales

Los polifenoles hidrolizables en algunos casos son empleados como fuente de
carbono y energia por los microorganismos, en este caso la cepa tiene la capacidad
de crecer en concentraciones altas de estos compuestos.

En la figura 14 se muestra el consumo de polifenoles en funcién del tiempo, se
observa un consumo inicial de polifenoles totales 82.45 mg/ml, en el tiempo Oh- 48h
se observa un crecimiento de produccion de fenoles, siendo el maximo en 48 h,
después se observa que hay un decrecimiento muy significativo debido al consumo
de los mismos en forma constante y observando una tasa de consumo muy
significativo y finalizando con un consumo de 12.05 mg/ml. Esto muestra que el
microorganismo fue capaz de degradar los polifenoles presentes en el extracto.

En el cuadro se muestra el contenido de fenol hidrolizable en la cascara de granada
fue de 66.29%. Sin embargo, (Singh, et al., 2014 y Gutiérrez, 2015) nos reporta el
contenido de fenoles totales de (255.98 mg EAG/g y 249.41 mg/g) respectivamente.
Como se observa, el contenido de polifenoles en este trabajo esta por debajo del
rango. (Ozgen et al., 2008) reporta un rango de concentraciones de polifenoles de
124.5 — 207.6 mg AG/ml para jugo fresco de arilos de granada.

Por lo tanto, el contenido de polifenoles aumenta ya que la cascara de granada
posee una concentracion de polifenoles diez veces mas alta que la pulpa de
granada (Cam et al., 2010).
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El consumo de fenoles hidrolizables totales se debe a que los polifenoles de mayor
peso molecular son degradados a moléculas de menor tamafio (monémero o
dimero). Los polifenoles hidrolizables de cascara de granada reportados en la
literatura son los elagitaninos, tales como punicalagin, punicalin, acido galaelagico
y glicosidos de &cido eléagico (EI-Toumy & Rauwalda 2002).

8.3 Biomasa

El resultado de la determinacion de la produccidon de biomasa se realizo
sometiéndolo a una incubadora durante 48 h hasta obtener un peso constante,
figura 15.
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Figura 15: Cinética de biomasa

En la grafica de la figura 15, se observa una tendencia de curvas de crecimiento de
microorganismos donde no presenta una fase latente, se observa claramente que
la gréfica presenta una fase exponencial produciendo un incremento de nimeros de
microorganismos a partir de 0-48 h, en que 48h esta relacionado con el consumo
maximo de sustrato, principalmente a los polifenoles. Después del tiempo 48h — 96
h presenta una pequefa fase estacionaria, donde los nutrientes se agotan. En el
tiempo 96 h-240h se aprecia perfectamente la fase de muerte donde se caracteriza
la disminucién de niumeros de microorganismos por la falta de sustrato que estos
necesitan. La cascara de granada es un excelente residuo organico para utilizarse
como sustrato/ soporte en proceso de FML.
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(Sepulveda, et al., 2012) reporta un crecimiento fungico, mostrando una fase de
latencia de casi 40 h, que es el periodo de tiempo necesario para biosintetizar
enzimas y consumir nutrientes facilmente absorbibles presentes en las cascaras de
granada. Después de 40 h, la biomasa se forma constantemente durante el tiempo
de incubacion restante hasta 72 h.

A comparacion con los resultados, en nuestro trabajo la fase exponencial se
presenta en tiempo 0-48hr, mientras que el del autor se presenta a partir del tiempo
40h, donde estos trabajos coinciden en un tiempo de 8 h en la fase exponencial,
donde los microorganismos se reproducen al maximo por el sustrato presente.

8.4 Modelamiento del proceso de degradacion de compuestos

fendlicos.
La cinética de crecimiento se muestra en Figura 15, donde se puede observar que
la méxima tasa de crecimiento se alcanza a las 48 horas de fermentacion. Los
valores de biomasa obtenidos se ajustaron mediante la ecuacion logistica, para
obtener los parametros cinéticos de Xo, Xmax Y umax (Tabla 10).

El hongo fue capaz de consumir favorablemente los azlcares presentes en la matriz
compleja (Figura 14). El mayor consumo se genera a los 10 dias de fermentacion,
con una velocidad de consumo de 0.1047 mg de FHT/L de medio por dia, lo que se
ve reflejado en el crecimiento micelial.

Tabla 10: Parametros cinéticos asociados al crecimiento del microorganismo empleando
residuos de granada como sustrato.

Xo 0.06 mg/mL
Mmax 0.19 1/h
Xmax 5.46 mg/mL

8.5 Identificacion molecular del microorganismo utilizado.

Se extrajo ADN de una cepa de hongo filamentoso productora de la enzima celulasa
extrayendo la biomasa de una fermentacién en medio Czapek, pero utilizando como
fuente de carbono glucosa al 30% para poder obtener mayor cantidad de biomasa
en menos tiempo.

La pureza del ADN es un factor muy importante para los subsecuentes analisis
moleculares. Existen métodos diferentes para medir la cantidad de acidos nucleicos
en solucién entre los cuales podemos mencionar el método de espectrofotometria
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(Carranza D. 2006) que fue el método que empleamos para cuantificacién del ADN
obteniéndose los siguientes resultados que se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Valores obtenidos en la cuantificaciéon de ADN por espectrofotometria

M4 0.088 0.039 2.256 440 22

8.5.1 Calidad del ADN

Tomando en cuenta los datos de tabla anterior, se procedi6 a realizar la Tabla 12,
facilitando de esta manera hacer de nuestro conocimiento las cantidades
adecuadas de reactivos y muestra requerida y efectuar la electroforesis.

Tabla 12: Calidad del ADN

M4 10 3 10

Se evalud la calidad del ADN por medio de una electroforesis, la cual fue buena ya
gue aparecieron bandas definidas en la parte superior del gel (Figura 16). Mientras
gue el material parcialmente degradado forma un barrido (mancha) de fragmentos
pequefios a lo largo del carril (Valadez, 2000).

40



Figura 16: Electroforesis con gel agarosa al 1%. Calidad del ADN, Carril: 1, cepa M4.

La cepa M4 observa una banda perceptible es posible debido a una buena
presencia de cantidad de ADN.

Una vez teniendo ADN de buena cantidad y calidad, se realiz6 las PCR especifica
para el gen 18 S ARNr. La identificacion por PCR ha sido el método mas utilizado
por su rapidez, reproductibilidad es una técnica muy sencilla y necesita cantidades
de ADN muy pequefias (Sambrook y Russell, 2001).

Una de las razones mas comunes para el uso de la PCR es la formacion de
suficiente ADN para su secuenciacion (Carranza D. 2006) que fue el fin en esta
investigacion ya que el producto de la PCR se envié a secuenciar para la
identificacion de la cepa.
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9 CONCLUSIONES

En analisis proximal de los residuos de granada, nos permiten obtener informacion
sobre los compuestos presentes en el material y que pueden ser utilizados dentro
de una fermentacion por microorganismos. Estos datos permitieron ajustar de una
manera Optima la adicién de minerales, para llevar un mejor proceso fermentativo.

La granada (Punica granatum L.) es una fruta rica en componentes fendlicos,
principalmente del tipo de taninos hidrolizables.

El microorganismo aislado de la manzana pudo degradar favorablemente los
fenoles hidrolizables y mantener la liberacion de azucares fermentables de manera
continua durante todo el proceso fermentativo.

La ecuacion logistica nos permitio modelar el crecimiento del hongo en las primeras
etapas de crecimiento, donde se identific6 una pronta adaptacién del
microorganismo a la fuente de carbono y nitrégeno.

Aunqgue la identificacién del hongo no se ha concluido, si se pudo extraer ADN de
buena calidad y cantidad para poder amplificar y secuenciar el gen 18S ARNTr.
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