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RESUMEN

En el presente trabajo se evaludé la produccion de la enzima tanasa utilizando
residuos de orégano (Lippia graveolens) como soporte solido empleando hongos
filamentosos. Las cepas con las que se trabajé fueron Aspergillus niger LR,
Penicillum sp. Aisladas del suero de leche en la universidad autbnoma agraria
Antonio narro, para lo cual, se llevé un analisis de productividad. La produccion de
enzima tanasa se evalué mediante la fermentacion en medio liquido midiendo la
actividad por medio del método de rodanina metandlica, utilizando como sustrato
para la sintesis de tanasa un éster del 4cido galico (metil galato). Posteriormente
se selecciond la cepa de mayor actividad y velocidad de produccion (Aspergillus
niger LR) sometiéndola a cinéticas de fermentacion en columnas con un 70 % de
humedad monitoreando su crecimiento cada 24 horas por 6 dias. En los
resultados se observd y concluyo que el mejor medio para la produccién de
actividad tanasa fue aquel medio elaborado a base de sales, A. tanico y melaza
como fuente de carbono.

La utilizacién de residuos de orégano es una alternativa para brindarles un valor
agregado y ademas para aprovechar dichos recursos para la produccién fungica
de tanasa ya que es de gran interés industrial.

Palabras claves: Fermentacion en estado sélido, Tanasa, orégano.
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INTRODUCCION

Los productos forestales, generalmente se refieren a la madera que se extrae de
los arboles presentes en bosques o selvas, dejando de lado a la mayoria de las
especies arbustivas y herbaceas, denominadas recursos forestales no maderables
(RFNM). Asi mismo, son fuente de alimentos, remedios medicinales y otros
productos para el autoconsumo de la poblacion (SEMARNAT, 2009).

En México uno de los RFNM de mayor importancia econémica es el orégano. Se
aprovechan anualmente mas de 6,500 t de hoja seca, actividad que deja una
derrama econdmica superior a los 160 millones de pesos por exportacion del 90 %
de ésta (SEMARNAT, 2009). La colecta del orégano se realiza en época de lluvias
durante los meses de septiembre a octubre. Se corta hasta el 75 % del arbusto
que incluye el ramaje con hojas, pero Unicamente se comercializa la hoja que
representa la variable de interés por su gran valor econdmico y la cual de acuerdo
a Garcia y Ortega (2007) representa aproximadamente el 40 % de la planta. El 60

% restante son tallos y ramas, considerados un material de desecho.

Otro residuo producto del aprovechamiento del orégano es el bagazo, formado por
las hojas que quedan después de la extraccion del aceite esencial por el método
de destilacion por arrastre de vapor de agua (Rolando, 2007), que constituye
aproximadamente el 95 % en peso seco de su peso inicial (SEMARNAT, 2001).
Estos residuos no reciben ningun tipo de aprovechamiento y comunmente se
gueman a cielo abierto, se dejan en campo o se depositan en sitios no regulados

contaminando el ambiente.

Actualmente los problemas asociados con el manejo y disposicion de los residuos
son muchos y muy complejos. Los residuos organicos como lo son los del
orégano, ocupan un lugar sobresaliente en el mundo debido a los impactos
ambientales negativos originados por una inadecuada disposicion, por el alto

contenido en materia organica de dificil degradacion, que cada vez son mas a
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causa del incremento de la poblacién, a los procesos de transformacion y a los
hébitos de consumo de los individuos (Buenrostro, 2006).

Por lo tanto el aprovechamiento de estos residuos y en consecuencia su
minimizacién, contribuye a conservar y reducir la demanda de recursos naturales,
a disminuir el consumo de energia, a prolongar la vida atil de los sitios de

disposicion final y a bajar sus costos.

Existen diversas formas de aprovechar los residuos organicos, ya sea como
alimento para animales, como fuente de energia, como fuente de abono o como
soporte y sustrato en fermentaciones sélidas. Esta ultima utilizada en este proceso
de produccién enzimética tanasa, mediante un proceso de oxidacion catabdlica
incompleta también llamada fermentacion que da como resultado final a un
producto organico.

Por todo lo anterior, la finalidad de este trabajo fue aprovechar los residuos
generados en el proceso de extraccion del aceite esencial del orégano, para
producir tanasa fungica con la finalidad de disminuir costos de produccion e

impacto ambiental.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial de uso de residuos de orégano como soporte-sustrato en la
produccion de tanasa fungica mediante la fermentacion en estado sélido en un

biorreactor tipo columna.

Objetivos especificos

o Caracterizacion fisico-mecanica del orégano (Lippia graveolens) para su
uso como soporte-sustrato en FMS.

o Seleccionar la cepa con mayor actividad tanasa empleando los residuos
de orégano.

o Evaluar la fuente de carbono que favorece la produccion de la tanasa.

o Estandarizacién de la produccion de tanasa fungica.

HIPOTESIS

Los residuos generados del proceso de aprovechamiento del orégano podran ser
utilizados como soporte-sustrato para produccién fungica de tanasa con métodos

simples de fermentacion utilizando un biorreactor de columna.
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JUSTIFICACION

Actualmente México exporta mas de 6,500 toneladas de hoja seca de orégano, de
las cuales el estado de Coahuila contribuye con 300 toneladas anuales del total
nacional, procedente de 15 ejidos de los municipios de Ramos Arizpe, General
Cepeda y Parras, generando divisas por alrededor de 40 mdp anuales. Una
pequefia cantidad de esta produccion, se utiliza para extraer el aceite esencial en
diversos equipos; algunos de ellos con una capacidad de procesamiento
aproximada de 200 kg de hoja seca por dia. De este proceso se generan
aproximadamente 98 % de residuos entre bagazo de hoja y tallos, lo cuales
comunmente se queman a cielo abierto o se depositan en sitios no regulados
contribuyendo negativamente en el ambiente.

En la actualidad existen diferentes investigaciones de la hoja de orégano,
orientadas principalmente a la extraccién del aceite esencial y obtencion de
compuestos con propiedades antimicrobianas, antialérgicas, antiinflamatorias,

estrogénicas, entre otras (Gonzéalez, 2007).

Por lo anterior, el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio narro, desarrollo una investigacién con la
finalidad de aprovechar los residuos de orégano (hojas), para obtener tanasa
fungica a partir de una fermentacion sélida, y que en un futuro cercano repercuta

en el ingreso econdmico de las industrias de las zonas recolectoras de orégano.
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REVISION DE LITERATURA

Fermentacion en medio sélido.
La fermentacién en medio solido es una tecnologia que tuvo sus origenes como

un arte ancestral. Originalmente, estos procesos fueron aquellos en los que los
hongos filamentosos invadian ciertos materiales sdlidos que luego eran
consumidos por las personas, por ejemplo el Koji y el Tempeh que son alimentos
asiaticos tradicionales, los quesos chambert y roquefort en Europa (Viniegra-
Gonzalez, 1995).

Las fermentaciones de estas caracteristicas son aquellas en las cuales el sustrato

no esta disuelto ni en suspensiéon en un gran volumen de agua.

La fermentacion en medio solido ofrece una serie de ventajas econémicas sobre
los procesos convencionales de fermentacidon sumergida para la obtencion de
productos de alto valor agregado (Castillo et al., 2000), como etanol, enzimas,
antibiéticos, hongos comestibles, &cidos organicos, aminoacidos, pigmentos,
metabolitos secundarios, etc. (Holker et al., 2004: Pandey, 1994: Pandey et al.,
1999: Pandey et al., 1988: Vandenberghe et al., 2000), debido a los bajos niveles
de humedad y a la disminucién del volumen del medio por unidad de peso de
sustrato, ademéas de que se obtiene una alta productividad, los volimenes de
fermentacién son menores a los sistemas sumergidos y el tratamiento del efluente

es reducido (Aguilar et al., 2001).
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Ventajas y desventajas de la fermentacion en estado solido.
Pérez-Guerra et al., (2003) consideran como ventajas los siguientes aspectos:

Los medios de cultivo son simples; generalmente subproductos agricolas que
presentan un alto contenido de los nutrientes necesarios.

La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las contaminaciones,
especialmente de bacterias y levaduras.

La aireacion forzada es facilitada por la porosidad del soporte, lo que permite una
alta transferencia de oxigeno al microorganismo.

El proceso de recobrado es simplificado. Algunos productos son utilizados

integralmente como alimento animal, productos para el control biolégico, etc.

Entre las principales desventajas se encuentran:

Su aplicacién se limita a microorganismos que crecen en bajos contenidos de
humedad. La extraccion del calor metabdlico puede ser un problema, sobre todo
cuando se trabaja a gran escala y no se controla el proceso.

La naturaleza sélida del sustrato trae problemas al medir los pardmetros de la
fermentacion, tales como el pH, la temperatura, el contenido de humedad y la
concentracion de sustrato y productos.

Muchos aspectos ingenieriles como el disefio de reactores y el escalado estan
muy poco caracterizados.

El tiempo de fermentacion es mayor debido a que generalmente se utilizan

microorganismos que presentan bajas velocidades especificas de crecimiento.

En todo proceso hay un equipo critico donde se forman los productos a obtener,

en este caso el equipo donde se lleva a cabo la fermentacion es llamado

“biorreactor” el cual proporciona las condiciones de operacion adecuadas para que

el microorganismo produzca el compuesto bioactivo deseado.
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Los criterios mas importantes para el disefio de un biorreactor pueden resumirse
del siguiente modo, dependiendo del tipo y fermentacion a utilizar (Mitchell et al.,
1992; Ruiz-Leza et al., 2007):

La siguiente tabla (1). Muestra las ventajas y desventajas a nivel laboratorio.

1. El tanque debe disefiarse para que funcione asépticamente durante
numerosos dias, para evitar la aparicion de contaminantes en las
operaciones de bioprocesos de larga duracion.

2. Debe permitir una mayor area de contacto entre las fases biotica y abidtica
del sistema, es decir, se debe proporcionar un sistema adecuado de
aireacion y agitacion para cubrir las necesidades metabdlicas del
microorganismo.

El consumo de energia debe ser el minimo posible.

4. Entradas para la adicion de nutrientes y el control del pH.

El crecimiento celular es generalmente exotérmico la transferencia de calor,
del medio hacia las células y viceversa, a medida que se produce el
crecimiento celular, ademas de mantener estable la temperatura deseada.

6. Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de
cultivo.

Suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga el consumo.

8. El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; una vez que

todo el sistema ha sido esterilizado y posteriormente inoculado con el

microorganismo deseado.
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Tabla 1. Clasificacion ventajas y desventajas de birreactores a nivel laboratorio.

BIORREACTOR VENTAJAS DESVENTAJAS

Escala laboratorio

Columna Econdmico, facil montaje, | Canales  preferenciales
monitoreo y control de | de O,, dificultad en la
humedad, temperatura, |toma de muestras Yy
biomasa y CO,. Conexion | problemas en la
en forma continua de | eliminacién de calor.

varias columnas.

Aspergillus niger.

Los hongos representan una diversa variedad de microorganismos. Muchas
especies fungicas juegan roles importantes y benéficos, debido a que son fuente
de productos farmacéuticos (antibiéticos), mientras otros son usados comunmente
en la manufactura de productos alimenticios y aditivos. Sin embargo, también
existen especies que ocasionan dafios y se consideran microorganismos
patdgenos de plantas y animales o son agentes de infestacion postcosecha.
Aunque los hongos son un grupo grande y muy variado, tres grupos de hongos
tienen una gran importancia practica: las levaduras, las setas y los mohos.

Un hongo filamentos muy conocido es Aspergillus niger, el cual pertenece al grupo
de Aspergillus “negros”. Este grupo de hongos poseen la caracteristica de
pigmentacion negra en las cabezas conidiales y es probablemente el mas comun
en el género de Aspergillus. Una representacion esquematica de su morfologia se

presenta en la Figura 1.
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Figura 1.Conidioforos de Asperguillus
A. niger esta presente en todas partes del mundo y se encuentra en casi todo tipo
de sustratos (alimentos, textiles, pieles, plantas, etc.). Se han realizado estudios
de la degradacion de los taninos y se han encontrado microorganismos
resistentes, entre los que se destaca el deuteromiceto A. niger, pues se tiene
noticia que pueden tolerar hasta 100 g/L de acido tanico (Aguilar, 2000; Ramirez
2000).

Enzimas.

Una enzima es un catalizador biolégico que lleva a cabo reacciones bioquimicas a
muy altas velocidades y con un elevado grado de especificidad. En su ausencia la
mayoria de las transformaciones quimicas requeridas para mantener activas las
células tardarian mucho tiempo en efectuarse o simplemente no procederian.
(Gacesa P. Y Hubble J, 1990).

10



Aprovechamiento de los residuos de orégano (Lippia graveolens) como soporte en la produccidn de tanasa

fungica

Enzimas Extracelulares
Los microorganismos producen una amplia variedad de enzimas potencialmente

utiles, muchas de las cuales son excretadas al medio. La mayoria de las enzimas
extracelulares son producidas por organismos pertenecientes a dos géneros:
Bacillus y Aspergillus, y que en su mayoria son del tipo hidrolitico. (Godfrey T y
Reichelt J, 1983).

La sintesis de enzimas extracelulares es generalmente regulada por una
complicada red de relaciones metabolicas y la actividad enzimatica puede ser
influenciada por algunos compuestos que la inhiben o la inducen para asegurar la

coordinacion optima del metabolismo celular. (Cornish-Bowden y Cardenas, 1987).

Tanasa (Tanin acil hidrolasa EC 3.1.1.20).
Es usada extensivamente en la industria de los alimentos, bebidas, farmacéutica y

quimica (Lekha y Losane, 1997). Esta enzima cataliza enlaces de tipo éster de
taninos hidrolizables y compuestos galatos. Ademas uno de los principales
productos del rompimiento hidrolitico del acido tanico es el acido galico, el cual
tiene aplicaciones en la industria farmacéutica en la sintesis quimica del
trimetoprim que es un potente antioxidante de alto interés en la industria

alimentaria (Aguilar y Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Se han realizado numerosos trabajos acerca de la produccion, aislamiento,
purificacion y caracteristicas de la tanasa producida por especies de Aspergillus
en fermentaciones. Por su parte (Maldonado y Strasser de Saad 1998) re portaron
gue la diferencia fisica del tipo de sistema de cultivo influye directamente sobre la
fisiologia que exhiben los microorganismos durante su crecimiento, y demostraron
qgue la composicion de la membrana celular de A. Niger difiere cuando se
desarrollan en MCL o MCS, sobre todo en el tipo y contenido de &cidos grasos.

Por lo tanto se siguieren diferencias en los transportes de nutrientes. Estos

11
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estudios permitieron la obtencién de las propiedades de la tanasa producida por A.

niger que se resumen a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades de la tanasa producida por A. niger en fermentacion en medio

liquido.
Caracteristica. Valor
Punto isoeléctrico 4.3
Peso molecular 186,000
Azucares 43%
pH optimo
actividad tanasa 6.0
actividad esterasa 5.0
pH de estabilidad 3.5-8.0
Temperatura optima 35°C
Temperatura de estabilidad 4-45°C
Inhibidores (%o de inhibicion) DPF. ZnCl,. FeCls. CuSO,
Inactivadores o-fenantrolina, P.M.S.F. EDTA-2-
mercaptoetanol-tioglicolato  de  sodio-MgS0.,,
CaCls. MnCl CoCly

Mecanismos de accion.
Aunqgue los taninos son conocidos como desnaturalizantes de proteinas, la tanasa

actia sobre estos compuestos hidrolizando los enlaces éster formados entre
grupos galoil y un alcohol polivalente entre dos grupos galoil ( enlace depsida)
(Aguilar y Gutierrez Sanchez, 2001; Kaiseczka-Burnecka y col.., 2007). Se ha
propuesto que la tanasa tiene actividad esterasa y depsida independientes y que
su especificidad depende de las condiciones de cultivo (Haslam y Stangroom,
1966; Beverini y metche, 1990; Farias y col., 1994).

12



Aprovechamiento de los residuos de orégano (Lippia graveolens) como soporte en la produccidn de tanasa

fungica

Su actividad podria resumirse de la siguiente forma:

Tabla 3. Tipos de actividad enzimatica mostrados por la enzima, dependiendo del sustrato

presente.
Tipo de actividad Actiia sobre: De la hidrélisis  se
obtiene:
Actividad despolimerasa | Enlace éster entre glucosa |- Glucosa.
Tanasa y acido gélico en el acido |- Acido galico.
tanico. - Algunos intermediarios

de la hidrélisis.

Actividad esterasa Enlace éster del acido |- Acido tanico.
tanico metilado. - Metanol

Fuentes de obtencion.
Los primeros trabajos sobre la produccién de tanasa de Aspergillus niger datan de

1927 (Freudenberg et al, 1927), utilizando un medio con sulfato de amonio, fosfato
dipotéasico y sulfato de manganeso como nutrientes. Haslam et al, (1961), lograron
purificar parcialmente la enzima del mismo hongo por cromatografia en una

columna Dowex-2.

Aunque la tanasa esta presente en las plantas, animales y microorganismos, que
se producen principalmente por los microorganismos (Ayed y Hamdi, 2002,
Belmares et al., 2004). Los hongos filamentosos del genero Aspergillus, han sido
ampliamente utilizados para la produccién de tanasa (Bajpai y Patil, 1996,
Banerjee et al., 2001, Pinto et al., 2001). La produccion de tanasa
por Aspergillus sp puede ocurrir en ausencia de acido tanico, pero estos hongos
toleran concentraciones de acido tanico tan altas como 20 % sin tener un efecto
perjudicial tanto en el crecimiento y la produccion de enzimas. Los estudios sobre
la produccién de tanasa por Aspergillus sp se puede hacer mediante diversos
métodos, tales como la superficie del liquido, sumergido, modificando medios de
estado semi-solido y medios de estado sélido (Bradoo et al., 1997; Belmares et al.,
2004).
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Produccion de tanasa en fermentacion en medio sdlido.
Debido a las multiples aplicaciones de la tanasa y el escaso conocimiento sobre la

misma, en la actualidad existe una constante busqueda de nuevas fuentes de esta
enzima con propiedades mas deseables, tales como mayor estabilidad, mayor
capacidad catalitica y bajo costo de produccion (Cruz-Hernandez, 2002).

Cruz- Hernandez y col., (2006), evaluaron el efecto del sistema de cultivo
empleado para la produccion de tanasa de Asperguillus niger GH1, obteniendo
una produccion de enzimas + cuatro veces superior en fermentacion en medio
solido comparada con la fermentacion en medio liquido. Estos resultados son
similares a los obtenidos previamente por Aguilar y col. (2001), con otra sepa de
A. niger, quienes obtuvieron una actividad y productividad al menos 2.5 veces
superior en fermentaciones estado sélido y asociaron la baja productividad de la
fermentacién en estado liquido a un posible proceso de degradacion de la enzima

gue no esta presente en la fermentacion estado sdlido.

Por otra parte, algunos hongos producen enzimas necesarias para degradar
algunos taninos hidrolizados, especificamente el acido tanico, mediante la
produccion de tanasa. Esta capacidad ha sido demostrada en levaduras del
género Candida (Deschamps et al., 1980) y en los hongos filamentosos, atribuida
frecuentemente a hongos del género Aspergillus y Penicillium (Lekha y Lonsane,
1997; Aguilar y Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Dependiendo de la cepa y las condiciones de fermentacion, la produccion de la
enzima tanasa se puede dar de manera constitutiva o inducida. Knudson (1913)
reporto que la produccién de tanasa solo ocurre en presencia de acido tanico,
dando como productos finales de la hidrdlisis, el acido galico y la glucosa.
Posteriormente Seiji y col. (1973) observaron la produccién de tanasa cuando el
microorganismo crece solamente sobre glucosa. Por otra parte, Siegenthaler y
col., (1997) demostraron que Aspergillus japonicus produce tanasa de manera

constitutiva cuando crece en un medio con azucares simples o complejos, pero
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que la produccién de la enzima se duplico cuando crecié con acido tanico como

Unica fuente de carbono.

Aplicaciones de la tanasa.

Hasta el momento las, principales aplicaciones de la tanasa estan en la
elaboracion de te instantaneo y licor de bellota asi como en la produccion de acido
gélico a partir de materiales vegetales con alto contenido de galotaninos. La TAH
también es utilizada como agente clarificante en jugos y bebidas refrescantes con

sabor a café (Aguilar y Gutierrez-Sanchez, 2001; Belmares y col., 2004).

Taninos.

Definicion y clasificacion.

Los taninos, son compuestos fendlicos presentes en vegetales. Pueden estar
constituidos como polimeros complejos de varias unidades. De acuerdo a su
estructura y actividad se clasifican en taninos hidrolizables y taninos condensados
(Haslam, 1975). Los taninos hidrolizables poseen un carbohidrato central, que
funciona como poli-alcohol, con varios acidos carboxilicos fendlicos que se unen
por enlaces de tipo éster. Por ser una molécula de tipo poliéster puede ser
hidrolizada en fragmentos simples. Este tipo de taninos pueden ser subdivididos
en: galotaninos y elagitaninos, dependiendo si su estructura estd formada por

acido galico (Figura 2A) o acido elagico (Figura 2B).
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OH
COOH OH

OH
Acido galico (A)

Acido elagico (B)

Figura 2. Componentes basicos de los taninos hidrolizables: Acido galico (arriba), acido

elagico (abajo).

Los taninos condensados (Figura 3) no tienen un carbohidrato en el centro y son
usualmente derivados de la condensacién de precursores de flavonoides. Los
principales taninos forrajeros son de tipo condensado (Tabla 4) y son
principalmente derivados de leucoantocianidinas (flavan-3,4-dioles) (Haslam,
1977).

Catequina (A) Epicatequina (B)

Figura 3. Estructura de los taninos condensados mas comunes. Catequina (A),

Epicatequina (B).
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Tabla 4. Principales diferencias entre taninos hidrolizables y condensados.

TANINOS HIDROLIZABLES

Se encuentran en extractos de Senullas
turcas y chinas, Algarrobilla, Divi-divi ¥
Valonea.

Poscen mayor proporeién de carbohidratos
en su estructura, usualmente glucosa

Se subdividen en: galotaninos v elagitaninos.

Galotaninos: su hidrolisis produce glucesa y
acido galico. principalmente.

Flagitamnos; su hidrdhsis produce glucosa y
acido elagico (T'igura 3). ademas de acido
gdlico v otros

Presentan numerosos gripos carboxilicos,
son muy susceptibles a formar complejos de

proteina-tanino

Poseen menos efectos inhibitorios

TANINOS CONDENSADOS

Este tipo de taninos se encuentran en los
extractos de: Quebracho y Acacia

Poscen bajas proporcioncs da carbohidratos,
lo cual los hace poco sclubles

Son una familia de varios compuestos
diferentes.
Estan  constifuidos por tres  amillos

bencenicos unidos a diferentes radicales,
dando origen a vanos lipos de compuesios
distintos. (T'igura 4).

No presentan oripos carboxilicos.

Poseen mayores efectos inhibitorios, tanto
e11 E]If.'j]l]}ifi COTTLHDY 271 'IlI'iL'TU(}T'gH]IiHUl[)S

Funcioén de los taninos en plantas.

En las plantas, los taninos pueden estar en las vacuolas o incorporados a la pared

celular. En muchas especies de plantas los taninos se acumulan y no participan en

el metabolismo, las concentraciones acumuladas pueden ser muy altas. Dicha

acumulacion al parecer se da para proteger las partes vulnerables de las plantas

de ataques microbianos, mediante la inactivacion de enzimas extracelulares de

bacterias u hongos y previene la germinacion y crecimiento de esporas (White,

1957). Los taninos también juegan un papel importante en la proteccion de las

plantas contra los herbivoros.

Se le han asignado varias funciones al sistema fenol-fenol oxidasa, concernientes

a la respiracion, el metabolismo intermediario, la regulacién de potenciales redox y

el efecto antibidtico.
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La presencia de taninos en la superficie de la corteza de ciertos arboles y en
algunos alimentos para animales confiere a estos tejidos resistencia fisica,
mientras que en frutas su funcion es la de ayudar a la maduracién y lograr un
ambiente favorable para la subsecuente germinacion y crecimiento en el suelo.

Los taninos y otras sustancias parecidas constituyen un muy buen mecanismo de

defensa contra parasitos (Mahadevan, 1982).

Propiedades bioldgicas de los taninos.
Los taninos naturales son agentes reductores poderosos, que absorben oxigeno,

especialmente en soluciones alcalinas, formando productos de oxidacion
fuertemente coloridos. La oxidacion de fenoles produce quinonas, que reaccionan
con grupos tales como aminos y sulfidrilos para producir compuestos estables.

Los taninos poseen mayor afinidad por las proteinas que por la celulosa, lo cual
puede ser atribuido a los fuertes puentes de hidrégeno, con alta afinidad por el
oxigeno carboxilico del grupo peptidico.

Los taninos hidrolizables, por poseer numerosos grupos carboxilicos, son
susceptibles a formar puentes de hidrégeno dando origen a los complejos ya
mencionados.

Las propiedades biolégicas de los taninos son comdnmente el resultado de su
habilidad para formar complejos con las proteinas. Dichas caracteristicas tienen
una fuerte influencia en el efecto de la presencia de los taninos en diversas
fuentes vegetales. El efecto de los taninos presentes en vegetales se puede

agrupar en:

- La inhibicién enzimética.
- La inhibicién microbiana.
- Efecto de los taninos en forrajes.

- Efecto de los taninos sobre organismos superiores.
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La productividad de animales alimentados con forraje de plantas que poseen
taninos puede ser baja, debido a que estos ultimos reducen la calidad vy
disponibilidad de nutrientes.

Los taninos como limitadores de consumo debido a que son astringentes, se unen
a las proteinas salivales y se adhieren a las membranas mucosas de la boca, lo
que disminuye la aceptacion de la racion. (Jon Lasa, Cristina Mantecon 2012)
altas cantidades de taninos condensados pueden producir gastritis e irritacion.
Otro efecto negativo de la presencia de taninos en la dieta, que se reporta, es que
se nota una disminucion de la calidad de los productos animales. Se da un

deterioro del sabor y olor de la carne y un color extrafio en los huevos.
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MATERIALES Y METODOS

ETAPA 1.

Tratamiento de residuos del orégano para uso como soporte inerte.

La eliminacion de residuos ajenos al material vegetal, Se llevé a cabo colocando
200 g de orégano en una olla de 5 litros. Se adicionaron 2 litros de agua destilada
y se mezclaron los componentes con la ayuda de una cuchara. Se colocaron en
un mechero hasta alcanzar la ebullicion durante un periodo de 10 minutos,
mezclando constantemente. Después de ese periodo se filtr6 mediante el uso de
un colador de acero vertiéndola a otra olla de 5 litros. Se agregé 1 litro de agua
destilada, se mezclé durante 1 a 2 minutos y nuevamente se filtr6 la mezcla
atreves del colador de acero hacia otra olla de 5 litros. Se repitié en dos ocasiones
el filtrado hasta lograr que el agua retirada aclarara lo més posible. Posteriormente
el orégano se extendié en charolas de aluminio y se introdujeron en una estufa a

una temperatura de 50 a 60 °C por 48 horas.

Medicion del indice de absorcion de agua (IAA).
Para ello, se colocaron 0.512 g de orégano previamente tratado en un tubo cénico

tarado (registrando el peso del tubo), se adicionaron 7.5 mL de agua destilada y se
mezcl6 agitando vigorosamente en una centrifuga a 3,000 rpm por un lapso de 10
min, transcurrido ese tiempo se elimind el sobrenadante, y se volvié a pesar el
tubo con el gel y se rest6 el peso del tubo. El resultado se reporté como g gel/g

soporte seco.
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Determinacion del punto critico de humedad (PCH)
La determinacién de humedad se obtuvo colocando 1 g gel/g soporte seco

(resultado de IAA) sobre una termobalanza, consecutivamente se sometié a
calentamiento a 120 °C por 60 min, registrando el porciento de humedad y peso

final de la muestra indicado en la termobalanza.

ETAPA 2

Seleccién de cepas fungicas con mayor actividad tanasa.
Durante esta etapa, se hizo una seleccién del microorganismo con mayor actividad

enzimatica tanasa. Las cepas analizadas fueron: Penicillium y A. niger. Ambas
cepas fungicas fueron incubadas en matraces Erlenmeyer de 250 mL con medio
PDA, por un periodo de 7 dias a 32 °C. Después de este periodo se realizé un
conteo de esporas usando la cAmara de Neubauer. Se empled una solucion de
tween 80 al 0.1 %, esterilizandola a 121°C por 15 min. Se agregaron 20 mL de
esta solucion al matraz con el inoculo propagado, agitandola en una parrilla por 15
min empleando una mosca magnética sin calor. Se tomd una alicuota de esta
mezcla y se prepard una solucién en agua destilada 1:200. Posteriormente se
tomdé una muestra y se llen6 la camara de Neubauer. En esta se contaron 25

cuadros, empleando el promedio en la siguiente formula (1):

NUmeros de esporas /mL= (promedio de células /Cuadros) (25) (1x10*) (200) (1)

El método preliminar de fermentacion para produccion de tanasa utilizado, fue en
medio liquido. El medio de cultivo para la fermentacion fue acido tanico (25 g/L) y

las sales del medio Czapek-Dox.

Para preparar el medio liquido se disolvieron las 7 sales en un litro de agua
destilada en el orden que aparecen: KH,PO, (2.191 g), (NH,) SO, (4.38 Q),
MgSO,*7H,O (0.44 g), CaCl,*7H,O (0.044 g), MnCl,*6H,O (0.009 q),
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NaMoO,*2H,0 (0.0044 g), FeSO,*7H,0O (0.06 g). Esta solucion se esterilizo en
una autoclave a 121 °C durante 15 min. Se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 25 g/L de acido tanico y se ajusto el pH del medio a
5.0 con KOH 1N. El medio preparado se inoculd con la suspension de esporas
con una concentracion de 1x10° esporas por cada 25 mL de medio Czapek-Dox
(total 50 mL de medio).

Determinacion de la actividad tanasa
La actividad tanasa se cuantific6 mediante el método de rodanina metandlica. El

método consiste en la medicién del acido galico liberado durante la reaccion
enzimatica, utilizando como sustrato para la tanasa un éster del acido galico
(metil-galato). La medicion del acido géalico se basa en la formacion de un
cromoéforo entre dicho &cido y la 2-tio-4- cetotiazolidina, también conocida como

rodanina (Fig. 4).

(o] O\ O OH
CHs
+ H0 E€3:.1.1.20, + CH,0H
HO OH HO OH
OH OH
Metil-Galato Acido gdlico
O OH
H =
N pH>7 l)
= ——
HO OH S
OH
Acido gélico Rodanina Aviax = 520 nm

Figura 4. Reaccién catalizada por la tanasa y posterior reaccion del acido gélico

con la rodanina
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Las soluciones se pre-incubaron a 30 °C durante 5 - 10 minutos. Se etiquetaron
tres tubos de ensaye como blanco, muestra y control, se colocaron 0.25 mL de
metil-galato 0.01 M en buffer de citratos 50 mM a pH 5.0. Al tubo blanco se le
afiadieron 0.25 mL de buffer de citratos y al tubo muestra se le agregaron 0.25 mL
del extracto enzimatico, los tres tubos se incubaron 5 minutos a 30 °C. Después
de la incubacion, se adicionaron 0.3 mL de rodanina metandlica (0.667 % p/v), se
incub6 a 30 °C por 5 min, se agregaron 0.2 mL de hidroxido de potasio (0.5 N) y
se incubo otros 5 min. Se agrego el extracto enzimatico al tubo control. Después
se agregaron 4 mL de agua destilada, se agité el contenido de los tubos y se
incubaron durante 10 minutos a 30 °C. Se leyd la absorbancia a 520 nm en un

espectrofotometro. En la tabla 4, se muestra un esquema de esta técnica.

Para cuantificar el acido galico liberado, se rest6 la absorbancia del tubo muestra
a la absorbancia del tubo control (ecuacion 2) y se calcul6 la concentracion a partir
de una curva estandar de 0 a 100 ppm de A.G. en buffer de citratos.

AC' Galico liberado = (AbSMuestra - AbSBIanco)_ (AbsControl - AbsBlanco) (2)

La unidad de actividad se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para

liberar 1 umol de acido gélico por mL por min, bajo las condiciones del ensayo. Y

se calcul6 con la ecuacion 3:

UI_{mgAG}'[ 5mL } 1gAG. || 1molAG. | |1x10°umolAG. { 1 }
L L 0.25mL | | 1000mgAG. | | 170.129AG. 1molAG. 25min

@)
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Tabla 4. Esquema del ensayo enzimatico propuesto por Sharma et al. (2000)

Blanco Muestra

250 L Metil-Galato 250 plL Metil-Galato

Control

250 uL Metil-Galato

+ +
250 uL Buffer 250 UL E. Enzimatico
¥
Smina30°C
+ + +
300 uL Rodanina 300 pL Rodanina 300 uL Rodanina
]
Smina30’C
+ + +
200 LKCHO.S N 200 pL K|0H 05N 200 LKOHO.S N
Smina30°C +
250 uL E. Enzimatico
+ + +
4 mLH2O 4 mlL H20 4 mLH20 |
Y
10mina30°C

L.

ABS 520 nm

Curva patrdn

500 L Ac. Galico
(0-100 ppm)
l : |
S5mina30°C
+

l300 KL Rodanina

5 min a 30 °C
+

200 uLKOHOSN |
5 min'a 30 °C

+
4 mLH20

10 r'ninTa 30°C
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ETAPA 3

Evaluacion de la fuente de carbono en medio sdlido.
Para inducir actividad tanasa, se probaron distintas combinaciones de fuentes de

carbono (Tabla 5):

Soporte 2x707Celulas del] Fuente de Inductor Medio Actividad
A. Niger carbono Czape K-Dox
porgramo de 1.5mL por
soporte gramo de
= - soporte
Oregano (5g) 0.268ml 7.8mL _
Orégano (5g) 0.288ml Melaza 7.amL _
0.15g
Orégano (5g) 0.258ml Glucosa F.ambL _
0.05g
Orégano (5g) 0.288ml Ac Tanico 7.8mL _
0.125g
Orégano (5g) 0.268ml Glucosa Ac. Tanico T.8mL _
0.05g 0.125g
Orégano (5g) 0.268ml Melaza Ac. Tanico T.8mL +
0.15g 0.125g

Tabla 5. Medios solidos (FMS) analizados para produccién de actividad tanasa

ETAPA 4

Produccién estandarizada de crecimiento y actividad tanasa.
Para la estandarizacion se utilizd un birreactor de columna de 20 cm de alturay 2

cm de diametro, utilizando solo un 60 % Y 30 % del volumen total.

2Cim 2cm
lvolumen = wr? = k| == ==
[volumen = m(1)2 = 12:n] £ +
volumen = 0.037 cm?® N | 60% 2 em i 30% g

A total = Zronr(h + 1)
A.total = 0.081 cm*
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La fermentacion se efectué empleando como fuente de carbono a la melaza con
acido tanico (resultado de etapa 3), controlando factores como temperatura
constante de 32°C, luz, hidratacién y oxigenacion manteniendo un flujo de 2.5

L/min.

Evaluacion enzimatica.
La actividad tanasa de determino midiendo los azucares reductores, biomasa y

fenoles totales hidrolizables.

Extraccion de enzima tanasa.
Para la actividad tanasa se basa en la extraccion de proteinas empleando un

buffer acetatos para logra retener la enzima en solucion mediante enlaces iénicos
(Madeira et al.,, 2012), permitiendo la remocion de otros compuestos del
sobrenadante, se coloc6 el material fermentado en un matraz Erlenmeyer
agregando 40 mL del buffer de acetatos 20 mM pH 5.5 agitando orbitalmente
durante 1 hora a 200 rpm. Transcurrido este tiempo se filtr6 la solucién con la
ayuda de una gasa y un vaso de precipitado de 25 mL, posteriormente se
centrifugo el filtrado a 10,000 rpm durante 30 min y se utilizé6 el sobrenadante

como extracto crudo.

Determinacion de actividad tanasa por el método de rodanina metanolica.

Se pre-incubaron las soluciones a 30°C durante 5-10 min. Buffer de citratos 50
mM a pH 5.0, (Metil-galato 0.01M en buffer de citratos (50 mM pH 5.0), Rodanina
0.667% p/v en metanol, KOH 0.5 N, Acido gélico 100 ppm en buffer de citratos (50
mM pH 5.0), Extracto enzimatico, en tres tubos etiquetados previamente como
blanco, muestra 'y control, se colocaron las soluciones en los tubos de la siguiente

forma:
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Blanco Muestra Control Curva patrén
250 pL Metil-Galato 250 pL Metil-Galato 250 pL Metil-Galato 500 L Ac. Galico
+ oo (0-100 ppm)
\ 250 pL Buffer 250 plL E. Enzimatico | \ |
! Y
5mina30°C 5mina30°C
+ + + +
300 pL Rodanina 300 L Rodanina 300 pL Rodanina | \300 (L Rodanina |
Y
5mina30°C 5 minra 30°C
+ + + +
200U LKOHOQ.5N 200 pL I('OH 0.5N 200 uLKOHO.5N ;  200puLKOHO5N |
5 mina 30 °C + 5 min'a 30 °C
250 L E, Enzimatico
+ + + +
X 4 mLH20 4 mLH20 4 mLH20 } \ 4 mLH20 |
Y
10 min a 30 °C 10 min'a 30 °C
|—) ABS 520 nm <—|

Cuantificacion indirecta de biomasa fungica.

Este proceso se realiz6 agregando 0.100 mL de extracto enzimatico
(fermentado) mas 5 mL de reactivo de Bradford, se agito y se dejé
reposar por 5 min a temperatura ambiente, se midié6 la absorbancia a
595 nm.

Para calcular la concentracion de proteina en la muestra, se realiz6 una curva

patron utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA) como estandar.
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Determinacion de azlcares totales por el método de fenol-sulfurico
Los azucares totales, se determinaron en el extracto crudo obtenido de la

fermentacion del medio solido. La curva patron utilizada se presenta en el anexo.

Cuantificacion de fenoles hidrolizables totales
En el ensayo, se colocaron 800 pL del extracto en un tubo de ensaye,

adicionando también 800 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se mezclé,
dejandolo reaccionar por 5 min. Después de este tiempo, se agregaron 800 uL de
carbonato de sodio (0.01 M) y nuevamente se mezcld, en un periodo de reposo
de 5 minutos. Finalmente, se diluyo la solucidon con 5 mL de agua destilada y se

midié la absorbancia a 790 nm.

Para calcular la concentracién de fenoles hidrolizables en la muestra, se realiz6
una curva patrén utilizando acido galico como estandar, la cual se muestra en el

anexo.

Disefio de experimentos
Los experimentos tanto del cultivo sumergido como del cultivo en estado sélido

siguieron un disefio bifactorial completamente al azar. Todos los experimentos
fueron conducidos por triplicado. Se reportan los valores promedio con su
respectiva desviacion estandar. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA,
comparando las medias por la prueba de Tuckey (p < 0.05) en Minitab®
15.1.20.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA 1

Caracterizacion del orégano como soporte en FMS.

Los parametros evaluados en la caracterizacion de los residuos de orégano
sirvieron para conocer su potencial de uso como soporte para la produccion de

tanasa fungica, mediante la composicion elemental, actividad quimica y bioldgica.

Para que un residuo agroindustrial sea considerado un buen soporte de cultivo en
estado solido, este debe de cumplir ademéas del contenido de componentes
quimicos, con una serie de caracteristicas fisico-mecanicas entre las que se
incluyen el indice de absorcion de agua (IAA) y el punto critico de humedad
(PCH), parametros que influyen directamente en la capacidad de invasion y
colonizacion del residuo por parte del microorganismo (Robledo et al., 2008). La
Tabla 6 muestra los resultados de la evaluacién del uso potencial como soporte
en cultivo en medio sélido de los residuos de orégano.

indice de absorcién de agua.

Tabla 6. Resultados de analisis del IAA en orégano tratado.

IAA = [(peso del tubo + peso del gel) — peso del tubo] / peso de la muestra

eso de Tubo | Peso de imL de HZD | Pesodeltubo | gagelig |AA
muestra con gel Soporte seco.

Tubo 41 | 0.512g 7540 11.651g 4,781 8.33
(G.87g)
Tubo 2 | 0.577g 7540 11.96g 5.08 9.82
(G.88g)
Tubo 3 | 0.516g 7549 10.47g 3.63 7.03
(6.84g)
Tubod | 0.517g 7540 10.71g 3.88 7.50
(6.83g)
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8.427x% = [(6.84g X+ 4.34g X) — 6.84¢ X] /0.515¢ X.
Punto critico de humedad.

El punto critico de humedad (PCH), mostrado en la tabla 7, representa la cantidad

de agua ligada al soporte.

Tabla 7.Valores encontrados en el PCH en orégano tratado.

Peso inicial Tempo Pesao final Temperatura | Porcentaje de
humedad

1.00q B0 4min 01219 120°C 11.59%

1.00g G0.4min 0.123g 120°C 11.58%

1.004g G0.4min 0.127g 120°C 11.57%

1.01g B0.4min 01229 120°C 11.57%

La humedad se determind con el uso de una termobalanza colocando 1g de la
muestra saturada de humedad, resultado del IAA, a una temperatura de 120°C por
60 min. Oriol y col., 1988.
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ETAPA 2

Seleccidon de cepas fungicas con mayor actividad tanasa.

Durante este proceso encontramos que la cepa con mayor produccion enzimatica
tanasa en medio liquido es Aspergillus niger, encontrando desde las primeras 24
horas una actividad superior a las cepas de penicillum s.p. en el periodo de
muestreo de 144 hrs. se observdé su maximo de expresion con cantidades de 94
U/mL para Penicillum s.p y 149 U/mL en respectivamente. Estudios anteriores
reportan maximos de 19.7 y 201.234 U/mL, en mismas condiciones que las del
presente proyecto. (Sharma et al. 2007; Deepanjali y Gardner, 2012). Como se

aprecia en la sig. Figura (5).

=@=Penicullum == A.niger

160

140

120

100

80

60

Actividad tanasa (U/mL)

40

20

0 T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168

Tiempo (h)

Figura 5. Representacion de la actividad enzimética tanasa de Penicillium y A.

niger
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Andlisis de biomasa en peso seco.

Durante el proceso de fermentacion se determind que en las columnas de A. Niger
la produccion de biomasa fue mayor que las de Penicillum s.p, encontrdndose en

las mismas condiciones. Como se muestra en la figura 6.

==@=Penicillum == A niger

140
12.0
10.0
8.0
6.0

4.0

Biomasa (mg/mL)

2.0

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 6. Analisis de biomasa en peso seco.
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ETAPA 3

Evaluacion de la fuente de carbono que favorece la produccion de tanasa en
el residuo de orégano.

La mezcla de los sustratos seleccionado, melaza y acido tanico con las sales
minimas de Czapeck-Dox. Resulto favorable al optimizar la actividad enzimética
tanasa durante la fermentacion, Con informacion de estudios anteriores se sabe
que el acido tanico es utilizado por el microorganismo hasta un 98% durante las
primeras 24 horas (Luis V. Rodriguez y Nadia A. Rodriguez D. 2007). La figura 7,
muestra la actividad enzimética resultante durante las pruebas de melaza y acido

tanico como fuente de carbono producida por A. Niger.

Actividad tanasa
12000 -

10000
8000
6000

U/gds

4000

2000

150 200

-2000

Tiempo hrs.

Figura 7. Actividad tanasa sobre los residuos de orégano utilizando

melaza, acido tanico y sales Cpeck dox.
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ETAPA 4.

Produccion optima de crecimiento y produccién.

El proceso de fermentacion muestra mayor actividad enzimatica aumentando el
contacto entre el soporte al interior de las columnas. De esta manera podemos
observar graficamente ambas columnas (12cm (60%) y 6cm (30%) de su
capacidad total por columna), en donde las columnas comprimidas muestran un

10% mayor de produccion a diferencia de las columnas de empaque normal.

12000 -

Actividad tanasa
10649

10000

8000

6000
= columnas de 13 cm

4000 == columnas 6.5 cm

2000

Actividad tanasa U/gds

50 100 150 200

-2000
tiempo

Figura 8.Produccion enzimaticas en capacidades de empaque diferente.

En la grafica anterior se muestra como la capacidad de empaque influye de
manera considerable para el crecimiento y desarrollo de las cepas de A. Niger, por
lo que podemos determinar que aumentar el contacto entre el soporte ayuda a la
optimizacién y produccién enzimatica de manera favorable hasta 10 veces

superior en condiciones de igual de sustratos.
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Biomasa

=@—Columnas 13 cm
== Columnas 6.5 cm

Biomasa U/gds

1 50 100 150 200
Tiempo (h)

Figura 2. Produccion de biomasa en columnas de FMS con capacidad de

empaque diferente.

El andlisis demuestra que la produccion de biomasa no se encuentra directamente
ligada a la liberacién de la enzima, pero si a la capacidad de empaque demostrado
la influencia de mayor contacto entre el microorganismo para la generacion de

este producto enzimatico.

16 -
g 14 -
X
o 12 -
2
§ 10 -
.§ 8 A =@—columnas 13 cm
[J]
5 6 - —fll—columnas 6.5 cm
R
2
< 2 A

O T T T 1

0 50 TierJ\BQJ (h) 150 200

Figura 4. Cinética de azucares reductores obtenida del soporte utilizado.

Durante la evaluacion de la sintesis de los azucares de cadena larga, se confirma

gue el disefio de empaque aumenta la efectividad del proceso fermentativo.
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Fenoles totales hidrolizables

=@— 'Columnas 6.5 cm
== Columnas 13 cm

0 50 100 150 200
Tiempo (h)

Fenoles totales hidrolizables U/gds

Figura 5.Cinetica de fenoles totales hidrolizables en columnas de 13 y 6.5cm

respectivamente.

Otro factor importante a considerar durante este estudio es la degradacion de
fenoles o compuesto fenolicos (taninos), como se muestra en la gréfica la sintesis

es mayor en las columnas de mayor saturacion del soporte sélido.
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Conclusiones.

La caracterizacién y tratamiento para eliminacion de impurezas en el

orégano es util, facil, de bajo costo y de tiempos cortos.

De acuerdo a la velocidad maxima de crecimiento y produccion enzimatica
tanasa en medio liquido utilizando las cepas de Aspergillus niger L.R y
Penicillum s.p. Se confirmd que las cepas que presentan una mejor
produccién de tanasa fangica con forme al tiempo y cantidad son cepas de
Aspergillus niger L.R.

Se logré encontrar una fuente de carbono de facil degradacién para el

microorganismo en el soporte de residuos de orégano.

La fuente de carbono debe ser de cadenas simples y con minerales para
lograr la produccién adecuada de tanasa fungica, como el producto residual

de la industria azucarera la melaza.

El sistema de fermentacion es efectivo siempre y cuando se mantenga la
humedad constante, la temperatura entre un rango de 32-35 °C, una

oxigenacion de 2.5 L/min y protegidos de la luz.

La mejor produccion enziméatica ocurre cuando los espacios del soporte son
mas pequefnos entre si y se efectda una transferencia de calor de tal forma
gue la conveccion resulta positiva en las reacciones ocurridas dentro de la

columna.
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ANEXOS.

Preparacion de soluciones para la cuantificacion de la actividad tanasa

1. Buffer de citratos 50 mM a pH 5.0
(A) Solucion de Ac. Citrico 0.1 M (21g-1000ml)
(B) Solucion de citrato de sodio 0.1M (19.41-1000ml)
(A) 20.5ml + (B) 29.5ML — pH 5

2. Metil-galato 0.01M en buffer de citratos (50 mM pH 5.0)
0.184g Metil-galato + 100 ml de buffer de citratos

3. Rodanina 0.667% p/v en metanol
0.667g + 100 ml de metanol

4. KOHO.5N
2.805g + 100ml — 0.5 M

5. Acido galico 100 ppm en buffer de citratos (50 mM pH 5.0)
50mg A. Galico + 100 ml H,O (buffer)

38



Aprovechamiento de los residuos de orégano (Lippia graveolens) como soporte en la produccidn de tanasa

fungica

i. Preparacion del reactivo Buffer acetatos 50 mM pH 5.5

Preparar la solucién A, disolviendo 57.2 ulL de acido acético glacial
en 10 mL de agua destilada. Preparar la solucion B, disolviendo
0.41 g de acetato de sodio en 50 mL de agua destilada. Mezclar
en un vaso de precipitado 4.8 mL de solucién A y 45.2 mL de
solucion B. y adicionar 50mL de agua destilada, para completar

100 mL. Mezclar durante 10 min.

Preparacién de curva patron

Diluciones

CiV1i=C,V,;

100 10 ml ot
V, = 2P XM — 5ml de A. galico + 8ml de H,0
500 ppm
_ 80 ppm x 5ml _ Al
V,=——————= 4mlde A. gélico + 1 ml de H,0
100 ppm
_ 60ppm x 5ml _ Al
T 3ml de A. gélico + 2ml de H,O
_40ppm x 5ml _ Al
R TT 2ml de A. galico + 3ml de H,0
_ 20ppm x 5ml _ I 'I' I
5= oopem " 1ml de A. gélico + 4ml de H,0
0 5 ml A1
= %p};mm = Oml de A. gdlico + 5ml de H,O

39



Aprovechamiento de los residuos de orégano (Lippia graveolens) como soporte en la produccidn de tanasa

Preparacion de curva patron para biomasa fangica.

fungica

Concentracion

Abs promedio

0 1.14
20 1.24
40 1.35
60 1.44
80 1.55
100 1.62

0.60

0.50

0.40

0.30

0.20

0.10

0.00

y = 0.004x + 0.008

R*=0.995

20 40 60 80

100

120

Preparacion del reactivo para cuantificacion de biomasa fungica.

Se disuelven 100 mg del colorante Azul de Comassie G-250 en 50 mL de

etanol al 95 %. Se agregan 100 mL de &acido fosférico 85 % (p/v). La

solucion se diluye en agua destilada y se afora a 1 L. El reactivo debe

protegerse de la luz y filtrarse antes de su uso. Este reactivo es estable

por al menos un mes a temperatura ambiente.
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Preparacion de reactivo DNS para cuantificacion de azlUcares

reduc

tores

Fundamento

Se basa en la reduccion del &cido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) (de color
amarillo) por la glucosa u otro azucar reductor, al &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico (de color rojo ladrillo), cuya presencia puede detectarse por

lectura de la Absorbancia en la zona de 540-570 nm.

Procedimiento

Precalentar agua destilada (100 mL) en vaso de precipitado a 50 °C con
agitacion

Adicionar el DNS, el hidréxido de sodio, el tartrato de sodio y potasio, el
fenol y el sulfito de sodio (En ese orden).

Aforar con agua destilada al volumen deseado.

Forrar el contenedor con aluminio y almacenar en refrigeracion.

Nota: La disolucién obtenida puede usarse durante 2 meses, si se guarda

en la oscuridad y en refrigeracion.
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Metodologia.
Curva patrén
Etiquetar tubos blanco, muestra y control. 500 L Ac. Gilico
Pre incubar soluciones 30°C- 10 min. (0-100 ppm)
L
Colocar 0.25ml de metil-galato 0.01M (Control, blanco y muestra) 5 n,"-n'a 30°C
Anadir 0.25 ml de buffer (blanco) )
300 pL Rodanina
Adicionar A. gélico 0.25ml (muestra) ‘ —
5mina30°C
Incubar los tubos 5min - 30°C. +
. . . : . 200 uL KOH 0.5 N
Adicionar 0.3ml de rodanina metanolica e incubar 30°C - 5min —
Smina30°C
Agregar 0.2ml de KOH 0.5 N incubar 5min-30°C
+
Agregar 4ml de agua destilada. 4mLH20

L
Agitar tubos e incubar 10min- 30°C. 10 min'a 30 °C
. . . ABS 520 nm
Medir absorbancia a 520 nm en el espectrofotometro 4_]

Abs
Concentracion | promedio 2 7
y=0.018x - 0.156
0 0 15 -
20 0.086 L
40 0.4945
60 1.0165 05 1
80 1.2905 0 . .
100 1.7945 $ 50 100 150
-0.5
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Preparacion de curva patron para azucares reductores
Concentracion | Abs 12
promedio 1
0 0 0.8
20 0.205 06
' y = 0.009x - 0.003
40 0.374 04 R - 0.994
60 0.5515
0.2
80 0.8255 .

Preparacion de curva patron para fenoles totales hidrolizables.

Concentracion | Abs ]
. Abs promedio
ppm promedio
0 0 3
20 0.8945 2
y =0.021x + 0.277
40 1.306 1 R2=0.950
60 1.7065 0 , . .
80 1.9385 0 50 100 150
100 2.334
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Resultados del conteo de esporas viables en la camara de Neubauer fue.

Para:

A. Niger: Numeros de esporas /mL = (22.84) (25)(1x10*)(20)=114,200,000 cel.
/mL

10 X 106------------ 8.75 uL
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