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RESUMEN

En la elaboracion de jugos y bebidas en base de citricos, en el procesamiento de
la materia prima se generan una gran cantidad de residuos que pueden ser
aprovechados para la obtenciéon de moléculas con aplicacion en el area de
alimentos y farmacia. El objetivo de este trabajo fue extraer los compuestos
bioactivos de la cascara de naranja utilizando un sistema de fermentacién en
estado sdlido por Aspergillus niger y como soporte cdscara de naranja. Se
evaluaron las condiciones iniciales de fermentacion en el cual se utilizé un disefio
exploratorio Box Hunter y Hunter, en la matriz experimental se evaluaron 3
variables independientes: indculo (esporas/g), KCI (g/l) y MgSO4 (g/l) a dos niveles
uno minimo (-1) y maximo (+1) con un total de 8 tratamientos por triplicado. Todos
los experimentos se manejaron a una temperatura de 28 °C, se incubaron por 12
dias, posteriormente se recuperaron los extractos con papel filtro utilizando una
solucion de etanol- agua al 50 %. Se observdO mayor contenido de taninos
condensados en todos los tratamientos que taninos hidrolizables. El valor més alto
en taninos condensados (127.52 g/l) se obtuvo con el tratamiento cuatro con una
cantidad de inoculo de 1x10° (esporas/g), 0.76 (g/l) de KCI y MgSO,. En los
azucares totales el valor mas alto (123881.31 mg/l) se obtuvo con el tratamiento
tres bajo las siguientes condiciones: inoculo 1x10° (esporas/g) 0.76 (g/l) de KCl y
1.56 (g/l) MgSO,. Para la identificaciébn de compuestos bioactivos se determiné por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) los resultados mostraron que en
todos los tratamientos se encontraron los siguientes compuestos: Escopoletina,
acido ferdlico, acido glicélico p-cumarail, (-) —epicatequina, cirsimaritina, acido 5-O-
galoilquinico, &cido feralico 4-O-glucdsido, &cido 3-feruloilquinico, acido 5-5-
Dehidroferulico, luteolin 7-O-(2-apiosil-glucésido), apigenina 6,8-di-C-glucosido,
guercetina 3-O-xilosil-glucurénido, Isoramnetina 3-O-glucdsido7-O-ramnosido.La
utilizacion de cascara de naranja representa una alternativa biotecnoldgica para la
produccion de biocompuestos, que son considerados como antioxidantes

naturales o como aditivos alimentarios.



Palabras clave: cascara de naranja, fermentacion solida, compuestos bioactivos,

taninos condensados
1. INTRODUCCION

La naranja es la fruta que mas se produce en el mundo y la de mayor consumo
per capita (Ramos-Novelo, 2003). Proviene del sureste de Asia y pertenece al
género Citrus de la familia de las Rutaceas (Rutaceae). De entre los diferentes

tipos de naranja, la variedad dulce (Citrus sinensis) es la mas importante.

México es un gran productor de citricos, la citricultura mexicana aporta el 15 por
ciento de la produccion mundial. Del total de la superficie plantada de frutales en el
pais, los citricos representan el 44 %. Los citricos en México se cultivan en 23
estados de la Republica generando una produccion de 5.5 millones de toneladas
anuales. De la produccion nacional se destina un 15 % a la industria, generando
aproximadamente 189,750 toneladas de cascara como subproductos en la
industria (SAGARPA, 2009).

Alrededor de un tercio de frutas citricas van a producir jugo fresco o bebidas a
base de citricos. El rendimiento de jugo de frutas citricas representa la mitad del
peso de la fruta, y por lo tanto una gran cantidad de desecho de pulpa y cascara
es producido cada afio a nivel mundial (Li y col. 2006a). En la agricultura y
produccion tradicionales, estos residuos (cascaras) tienen valor bajo o nulo y aun
pueden constituir un problema ambiental debido a su acumulacién cerca de las
zonas industriales. Los residuos generados han sido tradicionalmente
transformados en salvado peletizado para alimento de animales (Rezzadori y col.
2012) Sin embargo, se ha encontrado que las cascaras son la principal fuente de
polifenoles en frutas citricas (Padilla-Camberos y col. 2014). Residuos de cascara
de naranjas dulces y amargas, limones y mandarinas han probado ser fuente
importante de &cidos fendlicos y flavonoides, principalmente polimetoxiflavonas
(PMFs), flavanonas, y flavanonas glicosiladas (Wang y col. 2014; Xi y col. 2014).
Por otro lado, algunos estudios han argumentado que los flavonoides agliconas

exhiben una mayor capacidad antioxidante y eficiencia para captar radicales que



sus respectivos glucoésidos (Cavia-Saiz y col. 2010). En lo que respecta a la
cascara de naranja dulce (Citrus sinensis), se encuentra tener un buen potencial
antioxidante y puede usarse como aditivo en preparaciones alimenticias y
medicinales (Anagnostopoulou y col. 2006). Por otra parte, polimetoxiflavonas
hidroxiladas y flavonoides metiladas en céascara de naranja dulce fueron
identificados (Li y col. 2006a). La extraccion de estos compuestos bioactivos
mejorara asi el valor de los productos de la cascara de citricos.

El interés en el desarrollo de bioprocesos para la producciéon o extraccién de
compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales ha aumentado en los dltimos
afios debido a las posibles aplicaciones de estos compuestos en las industrias
alimentaria, quimica y farmacéutica. Por lo general, los compuestos bioactivos se
recuperan de fuentes naturales mediante extraccion solido-liqguido empleando
solventes organicos en sistemas de reflujo de calor (Martins y col. 2010; Wang y
Weller, 2006). Sin embargo, recientemente se han propuesto otras técnicas para
obtener estos compuestos, incluido el uso de fluidos supercriticos, procesos de
alta presion, extraccion asistida por microondas y extraccion asistida por
ultrasonido (Cortazar y col. 2005; Markom y col. 2007; Wang y Weller, 2006). La
extraccién para la produccion de compuestos bioactivos mediante fermentacion es
también una alternativa novedosa que merece atencidén, ya que es capaz de
proporcionar extractos de alta calidad y alta actividad al tiempo que excluye
cualquier toxicidad asociada a los solventes organicos. En este proceso, se
obtienen compuestos bioactivos como metabolitos secundarios producidos por
microorganismos después de que se completa el crecimiento microbiano (Nigam,
2009). Los estudios sobre cultivo liquido muestran que la produccion de estos
compuestos comienza cuando el crecimiento esta limitado por el agotamiento de
un nutriente clave: fuente de carbono, nitrégeno o fosfato (Barrios-Gonzéalez y col.,
2005). En este contexto, la fermentacion en estado sélido (SSF) ha recibido una
gran atencion porque este bioproceso tiene el potencial de convertir con éxito
residuos agroindustriales de bajo costo y alta productividad volumétrica, (Padey y
col. 2008; Rodriguez y col. 2006; Robinson y col. 2003) en una gran variedad de

compuestos valiosos, incluidos compuestos fenélicos bioactivos.



1.1 JUSTIFICACION
A nivel mundial, la preocupaciéon por el aprovechamiento de residuos

agroindustriales ha tomado gran fuerza entre la comunidad cientifica y sobre todo
a nivel industrial, en donde los procesos de transformacion generan subproductos
gue pueden ser Utiles en otras actividades. De hecho, estudios recientes han
demostrado que las cascaras de frutas como la naranja contienen antioxidantes
que podrian tener un efecto benéfico en la salud humana (Londofio-Londofio y col.
2010).

En México se produce aproximadamente 189,750 toneladas de cascara de citricos
al aflo, como residuo de las industrias, por lo que su aprovechamiento resulta
importante. La obtencién de compuestos bioactivos a nivel industrial es mediante
el uso de técnicas convencionales, como el uso de acidos o bases fuertes lo cual
involucra un impacto negativo al medio ambiente, ademéas que el proceso de
recuperacion del producto es costoso. En este trabajo se propone una alternativa
biotecnoldgica para revalorizar y utilizar los residuos de cascara de naranja y
obtener productos de alto valor agregado, utilizando un sistema de fermentacién
en estado sdlido, esto conlleva a diferentes ventajas como ser un proceso facil y
de bajo costo, permite aprovechar los residuos de naranja como soporte-sustrato,

el producto se puede recuperar mas facilmente, entre otras.



1.2 HIPOTESIS
La extraccion asistida con fermentacion soélida utilizando residuos de naranja con

Aspergillus niger permitira la acumulacion y recuperacion de los compuestos

bioactivos

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 General.

Obtener compuestos bioactivos a partir residuos de cascara de naranja (Citrus

sinensis) utilizando extraccion asistida por fermentacion en estado sélido.

1.3.2 Especificos

¢ |dentificar y caracterizar al microorganismo que se utilizara en el proceso de
fermentacion en estado solido.

e Extraer los compuestos bioactivos presentes en la cascara de naranja
mediante el empleo de un disefio experimental exploratorio Box Hunter &
Hunter.

e Cuantificar e ldentificar los compuestos bioactivos obtenidos a partir de la

extraccidn asistida por fermentacién en estado solido.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 NARANJA

La naranja es la fruta que mas se produce en el mundo y la de mayor consumo
per capita (Ramos-Novelo, 2003). Proviene del sureste de Asia y pertenece al
género Citrus de la familia de las Rutaceas (Rutaceae). De entre los diferentes
tipos de naranja, las variedades de naranja dulce (Citrus sinensis) son las mas

importantes a nivel comercial.

Los frutos de los citricos son bayas modificadas llamados hesperidios, que se
caracterizan por ser carnosos Yy tener semillas dispuestas en forma radial en su
parte central. Generalmente la cascara de la naranja esta formada por el
exocarpo, capa externa de color llamado flavedo, y por el mesocarpo, capa interna
esponjosa de color blanco conocida como albedo. ElI endocarpo es la parte
comestible del fruto; corresponde a la porcion interior de los carpelos, los cuales
son segmentos cerrados que contienen vesiculas con jugo y semillas (Davies y
Albrigo, 1994). El numero de gajos de la naranja es igual o superior a siete. En su
estado maduro, el fruto alcanza un didmetro de 6 a 10 centimetros y un peso sin

cascara de 150 a 200 gramos.

El albedo de la cascara es rico en celulosa, hemicelulosa, lignina, sustancias
pécticas y compuestos fendlicos (Ligor y Buszewski, 2003); por su parte, los
constituyentes mas importantes del flavedo son compuestos carotenoides y
aceites (Cancalon, 1994).

El contenido total de carotenos es de 30 a 300 mg/kg de cascara de naranja fresca
(Falder, 2003), siendo la violaxantina el pigmento carotenoide mas abundante en
cascara de naranja dulce madura (Rodrigo y col. 2004). El aceite esencial
contenido en el flavedo varia en un rango de 0.5 a 3.0 kg/t de naranja. Esta
compuesto por terpenos (>90 %), compuestos oxigenados y compuestos no
volatiles. Los principales terpenos presentes en el aceite de naranja son el

limoneno y el a-pineno y los principales compuestos oxigenados son el linalol y el



decanol (Diaz y col. 2005). Tanto en el flavedo como en el albedo de la cascara se

encuentran presentes flavonoides (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentracién de flavonoides en flavedo, albedo y cdscara de naranja
variedad Valencia (mg por 100g de peso fresco).

Flavonoide Flavedo Albedo Cascara
Flavononas

Eriocitrina 8.2 3.6 5.9
Neoericitrina 0.0 0.0 0.0
Narirutina 13.3 118 66.5
Naringina 0.0 0.0 0.0
Hespedridina 495 2300 1410
Neohesperidina 0.0 0.0 0.0
Neoponcirina 10.1 73.0 42.1
Poncirina 0.0 0.0 0.0
Flavonas

Rutina 0.0 0.0 0.0
Isorroifolina 2.3 0.0 1.1
Roifolina 11.8 0.0 5.8
Diosmina 11.1 0.0 55
Neodiosmina 6.0 0.0 3.0
Flavonas Polimetoxiladas

Sinensetina 64.6 4.5 34.0
Nobiletina 33.7 3.1 18.1
Tangeritina 15.7 1.6 8.5
Heptametoxiflavona 4.1 0.0 2.0

“ Datos calculados a partir de los resultados experimentales de flavedo y albedo.

Fuente: Nogata y col. 2006.

La cascara de naranja dulce contiene otros compuestos bioactivos, como las
polimetoxiflavonas (Li y col. 2006a), acidos fendlicos, flavonoides, limonoides y
fibra (Huang y Ho, 2010)



2.2 FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS DE LA CASCARA DE
NARANJA
Los flavonoides son polifenoles que se encuentran comiunmente en frutas, en

citricos, vegetales, nueces y granos; se pueden encontrar en forma libre o unidos
a azucares formando heterdsidos; estos compuestos han despertado un gran
interés en la investigacion debido a que se ha reportado que poseen diversas
propiedades benéficas para la salud del ser humano, tales como actividades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas, proteccion contra
enfermedades del corazén, ademas de propiedades antioxidantes. Ademas, se ha
reportado que los frutos citricos tienen un alto contenido de compuestos fendlicos,
siendo las cascaras de estos frutos una fuente importante de estos compuestos.
Los tres tipos de flavonoides presentes en los citricos son: flavanonas, flavonas y
flavonoles. (Martinez-Valverde y col., 2000; Kang y col. 2006).

Tradicionalmente, la cascara de naranja se procesaba para obtener fracciones
valiosas para aplicaciones en alimentos, medicamentos y cosméticos (Li y col.,
2006a). Estudios realizados por Huang y Ho (2010) reportaron efectos biolégicos
en cascara Tonkan (Citrus tankan Hayata) y la cascara Ponkan (Citrus reticulate

Blanco), contienen polimetoxi-flavonas, muestran actividad antiinflamatoria.

Se tienen informes que en la cascara de naranja dulce (Citrus sinensis), tiene un
buen potencial antioxidante y puede usarse como aditivo en preparaciones
alimenticias y medicinales (Anagnostopoulou y col. 2006). También se han
identificado polimetoxiflavonas hidroxiladas y los flavonoides metilados en la
cascara de naranja dulce (Li y col. 2006a).

La hesperidina, un glucésido de flavanona, mejora la integridad vascular,
disminuye la permeabilidad capilar y se administra como un suplemento a los
pacientes con fragilidad de los vasos sanguineos (Londofio-Londofio y col. 2010).
El Nobiletin, una polimetoxiflavona, también mostré actividad inmunomoduladora,

antiaterogénica y otras actividades biolégicas (Huang y Ho, 2010).



2.3 TANINOS
Son polifenoles vegetales, metabolitos secundarios presentes en la vacuola y el

citoplasma de muchas plantas (flores, frutos, semillas, hojas, raices, madera y
corteza), indistintamente de su ubicacion geografica (Rosales y col., 2002; Cano y
col., 2002; Kim, 2009, Cérdoba 1989).

Se distinguen por las siguientes caracteristicas generales: son solubles en agua,
su masa molecular oscila entre 500 y 5000 Daltons, por su estructura y caracter
polifendlico (12-16 grupos fendlicos y 5-7 anillos aromaticos por cada 1000
unidades de masa molecular relativa), (Isaza,. 2007). Los taninos son compuestos
gue no solo poseen un elevado peso molecular, sino ademas presentan
suficientes grupos hidroxilo unidos a estructuras fendlicas que les confieren la
caracteristica de formar complejos con proteinas, minerales y otras
macromoléculas (Reed, 1995). Los taninos estan compuestos de ésteres de acido
galico (galotaninos) o acido elagico (elagitaninos) con un ndcleo de azucar que
generalmente es glucosa, y se hidrolizan facilmente mediante acidos o enzimas en

productos monoméricos. (Bath y col. 1998)

Los taninos se clasifican en dos grupos hidrolizables y no hidrolizables o
condensados, estos ultimos tienen como ndcleo central a un glucésido (un alcohol
polihidrico como la glucosa) y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados
parcial o completamente ya sea con el acido galico o el acido hexahidroxidifénico,
formando los galotaninos y elagitaninos respectivamente (Chung y col. 1998a).
Los taninos condensados también llamados proantocianidinas son moléculas
oligoméricas o poliméricas de unidades flavan-3-ol o catequinas ligados por medio
de carbono-carbono y uniones éter. Se han identificado quince clases de
proantocianidinas (catequina y sus polimeros), prodelfinidinas (galocatecina y sus
derivados) y propelargonidinas (afselecina y sus polimeros) o sus mezclas. En
estos taninos, las unidades monoméricas estan primariamente unidas por medio
de uniones 4 — 6 0 4 — 8 carbono-carbono (unién B), o por medio de las uniones
4 — 8 carbono-carbono y 2 — 7 uniones aisladas en plantas no alimenticias o

constituyendo compuestos menores en algunos alimentos. Los taninos pueden



variar desde dimeros hasta grandes polimeros. Se encuentran en una amplia
variedad de alimentos como manzanas, bayas, chocolate, vinos rojos, frutos secos
y otros (Sarria, 2005).

Una segunda clase de taninos presentes en alimentos son los derivados que se
forman principalmente bajo condiciones enzimaticas oxidativas y atmosféricas o
durante el procesamiento de los alimentos, como por ejemplo los que se
encuentran en vinos rojos, té y café. A causa de la complejidad de los
compuestos, ha sido dificil utilizar una estricta denominaciéon quimica y con
frecuencia se les han asignado nombres populares (Clifford, 1992). De los té
oolong y negro se derivan las teoflavinas y derivados del flavanol. La caracteristica

de las teoflavinas es un anillo de siete miembros.

Otra clase de taninos en los alimentos, constan de acido galico o acido elagico, al
gue esterifica un poliol no aromatico, como el azucar o el &cido quinico. En esta
clase de taninos, también pueden producirse otras uniones (C-C o C-O-C), para
formar dimeros y complejos superiores, que tienen varios grados de resistencia a
la fractura quimica. Se ha demostrado el efecto de la mejora en las caracteristicas
sensoriales de los vinos, derivado de la accion de los taninos hidrolizables (Sarria,
2005).

Los polifenoles no constituyen un grupo quimico Unico, tiene una amplia variedad
de estructuras moleculares; en general, los taninos se agrupan en dos clases:
condensados o proantocianidinas e hidrolizables; los condensados son polimeros
de flavan-3-ol (catequina), flavab-3,4-diol (leucoantocianidina) o sus derivados, en
tanto los hidrolizables, son los polimeros de &cido galico o acido elagico

esterificado con glucosa o con catequina (Reed, 1995).

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

macromoléculas (Reed, 2010).
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2.3.1 FUENTES DE TANINOS
La USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, por sus siglas en

inglés) tuvo el interés de crear una base de datos que estableciera el tipo y las
cantidades de taninos condensados presentes en distintos alimentos comunes de
la dieta americana (USDA, 2004; Prior y Gu, 2005). Este documento reveld que la
presencia de proantocianidinas (taninos condensados) variaba segun la parte del
fruto que se analizaba, siendo habitualmente mas abundante en la piel de frutas
como uvas y manzanas. Cabe mencionar que uno de los hallazgos mas
importantes de este estudio fue que las frutas con mayor contenido de taninos
condensados fueron las bayas salvajes del bosque, seguidas de los arandanos.
En el grupo de cereales y leguminosas, el sorgo y el cacao fueron los alimentos
con mayor concentracion de taninos, mientras que el grupo de las nueces lo
encabezan las avellanas y las nueces pecaneras. Por ultimo, en las especias, la
gue mayor contenido de taninos condensados exhibio fue la canela (Prior y Gu,
2005). Los detalles y cantidades de taninos presentes en estos alimentos se
muestran en el Cuadro 2. No obstante, como se mencioné anteriormente, los
taninos condensados se encuentran también en otros productos alimenticios, solo
que, en menores concentraciones, como por ejemplo en manzanas, duraznos,

mangos, frijoles pintos, pistachos y bebidas como el vino tinto.

Cuadro 2. Contenido de taninos condesados poliméricos en algunos alimentos en
algunos alimentos (USDA, 2004).

Producto alimenticio Taninos condensados (mg/100g de

producto)
Frutas
Bayas 255 +8.39
Arandanos 233 £49.08
Cereales y leguminosas
Sorgo 2927 + 335.38
Cacao 1568.49 + 334
Nueces
Avellana 322.44 £102.48
Nuez pecanera 223.01 £59.01
Especies
Canela 2508.78
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Por otro lado, Aguilar y col. (2012), reportaron produccién de taninos condensados
reactivos con formaldehido en medio acido en extractos liofilizados y corteza de 11

especies maderables se muestran en el siguiente cuadro 3.

Cuadro 3. Porcentaje de taninos condensados reactivos con formaldehido en

medio acido en los extractos liofilizados y la corteza de las especies estudiadas.

Porcentaje de taninos condensados reactivos

Especie En el extracto liofilizado En la corteza
(£ 0.1% m/m) (£ 0.01 % m/m)

Guanacaste 7.2 0.69
(Enterolobium
cyclocarpum)
Alcornoque 61.9 2.90
(Licania arborea)
Jobo 66.1 2.10
(Spondias mombin)
Pochote 72.8 10.92
(Pachira quinata)
Nispero 50.5 2.00
(Manilkara chicle)
Almendro 6.2 0.34
(Andira inermis)
Roble 24.3 1.10
(Tabebuia rosea)
Cedro 72.7 3.64
(Cedrela odorata)
Cenizaro 6.1 0.41
(Samanea saman)
Pino 70.7 13.67
(Pinus caribaea)
Ciprés 0.3 0.03

(Cupressus lusitanica)

2.3.2 FACTORES QUE AFECTAN LA CONCENTRACION DE TANINOS
La estructura quimica de los taninos varia cualitativa y cuantitativamente en

vegetales y frutas. Aunque algunos taninos son comunes en el reino vegetal, unos
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son caracteristicos de alguna fruta y otros de algun vegetal en especifico; por
ejemplo, los taninos condensados abundan en las uvas, sin embargo, en ciertas
variedades de V. vinifera predominan los taninos condensados acilados (Cheynier,
2005). Otros factores que afectan la presencia de taninos en vegetales son las
condiciones ambientales (Torchio y col. 2010), genéticas o estado de maduracion
del fruto o la planta (Bindon y Kenedy, 2011). Por ejemplo, por cuestiones
genéticas, la uva contiene tanto taninos hidrolizables como condensados, estos
altimos predominan especialmente en semilla, posiblemente por la mayor

expresion de genes de biosintesis en semilla (Schofield y col. 2001)

La maduracion también influye en el tipo y concentracién de taninos. Por ejemplo,
en la cascara de uvas, los taninos condensados se presentan en mayor grado de
polimerizacion conforme el estado de maduracion avanza (Kennedy y col. 2001);
otro factor importante es la parte del fruto, asi, la mayor proporcién de taninos

condensados en manzana se encuentra en la cascara (Prior y Gu, 2005).

Los vegetales y frutos tienen la capacidad de acumular taninos en la totalidad de
la planta de la que provienen: semillas, frutos, madera, raiz, hojas. En condiciones
normales, los taninos vegetales representan del 2 al 7 % del peso fresco de la
planta. Esta cantidad representa la suma de todos los tipos de taninos presentes
en el vegetal. No obstante, las concentraciones pueden aumentar debido al estrés

producido por el ataque de patégenos (Haslam, 2007).

2.4 TANINOS CONDESADOS O PROANTOCIANIDINAS
También denominadas leucoantocianinas, son moléculas oligoméricas o

poliméricas de unidades flavan-3-ol o catequinas, unidas a través de enlaces C-4
a C-8, o menos frecuentemente, C-4 a C-6, son mas resistentes al ataque
microbiano en comparacion con los taninos hidrolizables y en su mayoria
constituyen potentes antioxidantes (Garcia y col. 1997; Kinsella y col. 1993). Se
conocen también como no hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad y por el
contrario, el tratamiento con calor y acidos minerales origina polimeros de alto
peso molecular (flobafenos). Este tipo de taninos se producen en el metabolismo

normal de los vegetales por lo que se consideran fisiolégicos y se encuentran
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ampliamente repartidos en el reino vegetal. Normalmente se encuentran en las
vacuolas de las células y en las paredes celulares de las plantas (Marquez-Lara y
Suarez-Londofio, 2008).

Los taninos no hidrolizables estdn formados por flavan 3,4-dioles
(leucoantocianina y proantocianina). La catequina es un flavan-3-ol con dos
grupos hidroxilo en el anillo lateral. Las catequinas incluyen ésteres de acido
géalico con los restos acidos unidos a los grupos hidroxilo Los flavan-3,4-dioles

también se denominan como leucoantocianidinas

Una de las principales caracteristicas de los taninos condensados es su
capacidad de dar reacciones de condensaciéon con formaldehido en medio acido o
basico (Kusak y col. 1998), dando como resultado un producto solido polimérico
con propiedades adhesivas (Taiwo, 1997; Wang y col. 1995). Los taninos
condensados forman compuestos con proteinas, polisacaridos, &cidos nucléicos,
esteroides, alcaloides y saponinas que pueden ser reversibles, con la formacién
de enlaces hidrofobicos y/o de hidrogeno, o irreversibles a través de la oxidacion

de los grupos fendlicos con una quinona reactiva (Carrulla y Lascano 1994).

Los flavan-3-oles también se denominan catequinas y constituyen la base de los
principales grupos de taninos condensados. (Escribano Bailén 1993). En la Figura

1. Se muestran los flavan-3-oles mas comunes.

Y TH OH OH
L oH e, e _AOH 1 :
HO, .. O HO 0. A~ HO. = O HD 0. -
__ LA L] i 1 I
oy | 0H T h. oH
CH Ok O OH
[= Caleguina (= CalBguing (-+HEpicatagqung [+}+Epatequina

Figura 1. Estructura de los compuestos flavan-3-oles mas comunes. Adaptado de
Garcia Ramirez (2005).
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Los Taninos condensados presentan un peso molecular comprendido entre 500 y
3.000 Daltons (Bate-Smith 1975, Hagerman y Butler 1981, Haslam 1996). Luego
de una hidrodlisis &cida, estos compuestos forman antocianidinas, razén por la cual
suele asignarsele el nombre de proantocianidinas (Figura 3). Los taninos
condensados cuya hidrdlisis da origen a cianidinas denominados procianidinas. En
cambio, los taninos condensados cuya hidrolisis produce delfinidina, son
conocidos como prodelfinidinas (Figura 2). Estos dos tipos de taninos
condensados son los mas comunes en especies de la familia de las leguminosas
(Aoki y col. 2000).

Figura 2. Modelo de la estructura de los taninos condensados. Si R=H u OH la
estructura representa procianidinas o prodelfinidinas respectivamente. Adaptado
de Schofield y col. (2001).
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proantocianidina antocianidina

Calor
Acido

Figura 3. Despolimerizacion de taninos condensados (Proantocianidina).
(Escércega C., 2001).

2.4.1 BIOSINTESIS DE TANINOS CONDENSADOS
La primera etapa de la biosintesis de los taninos condensados comienza con la

accion de las enzimas fenilalanina amonio-liasa (PAL) y chalcona sintasa (CHS),
finalizando con la produccion de leucoantocianidinas en un paso metabdlico
catalizado por la dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) (Figura 4). Posteriormente, la
biosintesis de taninos condensados puede continuar por dos vias alternativas. Una
de ellas, denominada “via de las catequinas”, implica la produccién de unidades
de flavan-3-ol en un proceso regulado por la enzima leucoantocianidina reductasa
(LAR). Las unidades formadas (catequinas) son transportadas a la vacuola, donde
son utilizadas para formar los polimeros. La otra via, denominada “via de las
epicatequinas” comienza con la formacion de antocianidinas a partir de las
leucoantocianidinas en un proceso catalizado por la accion de la enzima
antocianina sintasa (ANS). Este metabolito intermediario puede ser utilizado para
la sintesis de antocianinas a través de la accion de las enzimas glutation S-
transferasa (GST) y glicotransferasas (GS). Otro camino que pueden tomar las
antocianidinas es a traves de la via de las epicatequinas, donde son utilizadas, a
través de la accion de la enzima antocianidina reductasa (ANR), para la formacién

de las unidades de flavan-3-ol (epicatequinas).
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Figura 4. Biosintesis de taninos condensados y antocianinas, mostrando las
enzimas e intermediarios implicados. 4CL: 4-cumarato CoA ligasa, ANR:
antocianidina reductasa, ANS: antocianina sintasa, C4H: cinamato 4-hidroxilasa,
CHI: chalcona isomerasa, CHS: chalcona sintasa, DFR: dihidroflavanol reductasa,
F3H: flavanona-3-hidroxilasa, F3"H: flavonoide 3’- hidroxilasa, F3'5"H: flavonoide
3’-5"-hidroxilasa, FLS: flavonol sintasa, GST: glutation Stransferasa, GT:
glicotransferasas, LAR: leucoantocianidina reductasa, MATE: familia de extrusién
de multifarmacos y toxicos (del inglés “multidrug and toxic compound extrusion”),
PAL.: fenilalanina amonio-liasa. El signo de pregunta indica la actividad putativa de
la proteina codificada por LAR2.
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Las unidades de flavan-3-ol son las precursoras de los taninos condensados. Por
ello son consideradas las “unidades de inicio” a partir de las cuales se formaran
los taninos condensados en un proceso de polimerizacion por el cual se van
adicionando unidades a través de enlaces carbono-carbono (Stafford 1989,
Tanner y Kristiansen 1993, Singh y col. 1997, Schofield y col. 2001, Paolocci y col.
2005, Paolocci y col. 2007, Tian y col. 2008). La biosintesis de las unidades de
flavan-3-ol ocurre en el citosol de la célula, donde son posteriormente
glicosidadas. En relacion a ello, se ha observado que el gen UGT72L1 de M.
truncatula codifica una proteina denominada epicatequina glucosiltransferasa
(UDP) la cual es especifica de las unidades -(-) epicatequinas y produce su
glicosidacion (Pang y col. 2008). Las unidades glicosiladas son transportadas
hacia el interior de las vacuolas por la accion de la enzima codificada por el gen
TT12 perteneciente a la familia MATE (familia de extrusion de multifarmacos y
toxicos, del inglés multidrug and toxic compound extrusion) que se encuentra
ubicada en la membrana vacuolar (Zhao y Dixon 2009). Dentro de la vacuola se
produce la polimerizacion a través de la union de las unidades de catequinas y/o
epicatequinas en un proceso que no ha sido completamente dilucidado aun (Zhao
y col. 2010).

La estructura de los taninos condensados formados resulta variable, dependiendo
de la estereoquimica y del patron de hidroxilacion de la subunidad de flavan-3-ol
iniciadora y las subunidades de extension que componen el polimero (Aoki y col.
2000).

Se ha propuesto que la hidroxilacion del anillo B de los dihidroflavonoles
intermediarios (Figura 6) seria el determinante del tipo de unidad de flavan-3-ol
formada (Robbins y col. 2005). Esta hidroxilacién se encontraria mediada por las
enzimas flavonoide 3" hidroxilasa (F3'H) y flavonoide 3’5" hidroxilasa (F3"5"H).
Una version simplificada de los caminos biosintéticos que pueden tomar estos

compuestos puede observarse en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema simplificado de las vias de hidroxilacion que pueden tomar los
precursores de las unidades de flavan 3-ol que forman los taninos condensados.
Adaptado de Robbins y col. (2005).

2.4.2 APLICACIONES DE TANINOS CONDENSADOS
Los taninos condensados han sido mas estudiados respecto a su actividad

antioxidante, ademas de que se ha reportado que poseen beneficios a la salud por
su actividad antibacterial o bacteriostatico (Okuda, 2005), anticarcinogénica
(Chung y col. 1998b), inhibidora de la peroxidacion lipidica (Okuda, 2005), y de la
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agregacion plaquetaria relacionada a la formaciéon de trombos en sistema
circulatorio (Fine, 2000). In vivo se ha observado el efecto bacteriostatico sobre el
jugo de arandano, atribuido a los taninos condensados presentes. El jugo de
arandano no solo mantiene saludable el tracto urinario por la acidificacion del
medio, sino ademas las proantocianidinas presentes en el jugo exhiben actividad
antibacterial, impidiendo la adhesion de E. coli a superficies celulares del tracto
urinario (Prior y Gu, 2005).

El estudio de la actividad antioxidante de taninos condensados in vitro e in vivo,
demuestra que son secuestradores efectivos de radicales libres, que inhiben la
oxidacion de tejidos mejor que la vitamina C, vitamina E y B-caroteno (Fine, 2000).
In vitro, se ha demostrado que los taninos condensados tienen una preferencia por
neutralizar el radical libre hidroxilo. Asi mismo, se demostré que tienen la
capacidad de actuar como inhibidores no competitivos de la enzima xantina
oxidasa, una de las mayores generadoras de radicales libres en el metabolismo
celular (Fine, 2000).

Por dltimo, la actividad antioxidante de taninos condensados tiene la capacidad
de evitar la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y por ello inhibe la
formacién de trombosis en personas con padecimientos cardiacos como la
aterosclerosis. Otros estudios sugieren que la administracion de extracto de
semilla de uva tiene efecto hipocolesterolemiante en modelos animales,
especificamente disminuye las concentraciones de LDL en plasma y aumenta las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) conocidas como «colesterol bueno» (Fine,
2000).

La actividad antioxidante de los taninos que exhiben in vivo e in vitro, se podria
recomendar en la dieta por su capacidad antioxidante y traer beneficios en la
salud. Algunos de estos beneficios pueden ser la inhibicion de la oxidacién lipidica,
asi como su efecto anti-carcinogénico, que va muy ligado a prevenir dafios al ADN
causado por radicales libres, y el posterior desarrollo de células mutantes o
cancerigenas (Chung y col. 1998b; Fine, 2000; Okuda, 2005). Sin embargo, se

debe mencionar que las intervenciones que observaron estos resultados tan

20



provechosos sobre la salud han sido en modelos animales y no en intervenciones
clinicas con seres humanos. Por otra parte, las dosis suministradas son mas altas
que las que se pueden obtener directamente de fuentes vegetales presentes en la

dieta de un individuo promedio.

2.4.3 BIODEGRADACION DE TANINOS
En estudios de degradacion de taninos se han encontrado microorganismos

resistentes, tal es el caso de Aspergillus niger, se ha reportado que puede tolerar
hasta 100 g/L de acido tanico (Aguilar, 2000; Ramirez, 2000). Pero no hay datos
de su tolerancia a los taninos condensados, aunque se sabe que puede
degradarlos en menor grado que los hidrolizables, tanto en ambientes aerobios
como anaerobios (Lewis y Starkey, 1968, Bhat y col. 1998). Se sabe que para la
biodegradacion de los taninos hidrolizables se sintetizan ezimas llamadas tanasas
(tanin-acil-hidrolasa, EC3.1.1.20). El mecanismo de accién es la hidrdlisis de los
enlaces éster del acido galico, que en los taninos hidrolizables puede ser de dos
tipos: esterasa, cuando la hidrélisis se da entre una molécula de acido galico y
glucosa, o bien entre un grupo metilo y una molécula de &cido gélico; depsidasa,
cuando la hidrdlisis se da entre dos moléculas de acido gélico y la enzima actla
despolimerizando la molécula, como ocurre en el acido tanico (Beverini y Metche,
1990).

Se han encontrado diversos microorganismos (cuadro 4) que producen tanasas.
Estas enzimas son inducibles, porque su biosintesis requiere de la presencia de
algin derivado de los taninos para producir la enzima, aunque se ignora la

estructura quimica de las moléculas inductoras (Bajpai y Patil, 1996).
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Cuadro 4. Microorganismos productores de tanasas.

Microorganismo

Referencia

Bacteria

Achromobacter sp.

Bacillus pumilis

B. polymyxa
Corynebacterium spp.
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas solanacearum
Selenomonas ruminantium
Hongos

Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Aspergillus flavus
Aspergillus japonicus
Aspergillus aureus
Aspergillus awamori
Aspergillus fischerii
Aspergillus parasiticus
Aspergillus terreus
Penicillium chrysogenum

Penicillium notatum
Penicillium islandicum
Penicillium digitatum
Penicillium carylophilum
Penicillium charlesi
Penicillium citrinium
Cryphonectria parasitica
Fusarium solani
Fusarium oxysporium
Rhizopus oryzae
Trichoderma viride
Trichoderma hamatum
Trichoderma harzianum
Helicostylum sp.
Syncephalastrum racemosum
Levadura

Candida sp.

Pichia spp.
Debaryomyces hansenii

(Lewis y Starkey 1969)
(Deschamps y col. 1983)
(Deschamps y col. 1983)
(Deschamps y col. 1983)
(Deschamps y col. 1983)
(Deschamps 1989)
(Skene y Brooker 1995)

(Knudson 1913; Haslam y Stangroom 1966;
Barthomeuf y col. 1994; Lekha y Lonsane 1994,
Bajpai y Patil 1996; Bradoo y col. 1996)
(libuchi y col. 1967; Doi y col. 1973; Beverini y
Metche 1990; Bajpai y Patil 1996; Bradoo y col.
1996)

(Yamada y col. 1968)

(Gangay col. 1977; Bradoo y col. 1996)
(Bajpai y Patil 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Bajpai y Patil 1996)

(Bajpai y Patil 1996)

(Bajpai y Patil 1996)

(Rajakumar y Nandy 1983; Bajpai y Patil 1996;
Bradoo y col. 1996)

(Gangay col. 1977)

(Gangay col. 1977)

(Bradoo y col. 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Farias y col. 1992)

(Bajpai y Patil 1996; Bradoo y col. 1996)
(Bradoo y col. 1996)

(Hadi y col. 1994)

(Bajpai y Patil 1996; Bradoo y col. 1996)
(Bradoo y col. 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Bradoo y col. 1996)

(Aokiy col. 1976)
(Deschamps 1989)
(Deschamps 1989)

Fuente: Bhat y col. (1998).
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La produccion de tanasas varian, depende del tipo de microorganismo, medio de
cultivo (sélido o liquido) y las condiciones de este. (Lekha y Lonsane, 1994 y 1997;
Lane y col. 1997; Bajpai y Patil, 1996; Bradoo y col. 1997; Deschamps y col. 1980;
Hadi y col. 1994; Chatterjee y col. 1996; Bhat y col. 1997).

Los taninos condensados son polimeros de catequina, y tan solo unos pocos
microorganismos han sido reportados capaces de degradarlos, principalmente
bacterias (Field y Lettinga, 1992) y algunos hongos (Bhat y col., 1998). Sin
embargo, los mecanismos involucrados en la degradacion de los taninos
condensados no son claros y resultan confusos, especialmente en el caso de los

hongos

Grant (1976) reportd una cepa de Penicillium adametzi Zaleski que se aislo del
enriguecimiento cultivos con taninos condensados como fuente de carbono. Los
taninos condensados de bajo peso molecular fueron extraidos y purificados de la
corteza de Pinus radiata, se usaron como sustratos para mediciones cuantitativas
del crecimiento de este hongo en condiciones de cultivo definidas. Galiotou-
Panayatou y col. (1988) aislaron una nueva enzima de Calvatea gigantea que
hidroliza la catequina, el componente basico del tanino condensado. Esta enzima
ha sido purificada y caracterizada. La enzima tenia un pH Optimo de 8 y una
temperatura 6ptima de 35 °C. Sambandam (1993) aislé la enzima catequina-2,3-
dioxigenasa de Chaetomium cupreurn, que escindié catequina, liberando &cido
protocatecuico, catecol y acido fluoroglucinol carboxilico. La enzima estaba activa
en el rango de pH de 2 a 8, con pH éptimo a 2.8 y 7.0. La enzima era estable
hasta 50 °C y tenia una masa molecular de 40,000 daltons. La catequina
oxigenasa era una glicoproteina que presentaba dos puntos isoeléctricos. Se han
reportaron varias levaduras que podrian degradar los taninos condensados
(taninos de zarzo) (Otuk y Deschamps 1983; Vennat y col. 1986). (Otuk y
Deschamp 1983). Aislaron la cepa de Candida guilliermondii, C. tropicalis y
Torulopsis candida. La degradacion se determind mediante la estimacion de los
grupos leucoantocianidina y flavan-3-ol después del tratamiento con las levaduras.

Una cepa de C. guilliermondii degradé las estructuras de flavan-3-ol pero no afecté
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a los componentes de la leucoantocianidina. La mayoria de las levaduras fueron
degradadores eficientes de los taninos de quebracho y redujeron el contenido de
taninos de los extractos de corteza de madera de pino y gaboon en un 70 a 80%

en cinco dias.

2.5 ACIDOS HIDROXICINAMICOS Y BENZOICOS
Los acidos fendlicos presentan un grupo funcional carboxilo y se dividen en dos

clases: los acidos hidroxibenzoicos y los hidroxicinamicos. (Figura 6). Consisten
en benceno como enlace de base a un grupo carboxilico (acidos benzoicos) o al
acido propendico (acidos cinamicos). Ambas estructuras se pueden encontrar con
hidroxilacion en diferentes niveles (Clifford 2000a, Tomas-Barberan y Clifford
2000). Los acidos hidroxibenzéicos son componentes de estructuras complejas de
taninos hidrolizables y son menos abundantes en los vegetales consumidos por
los seres humanos, Manach (2004). La concentracion de &cido hidroxibenzéico en
las frutas y verduras es generalmente baja (Tomas-Barberan y Clifford 2000;
Fernandez de Simon y col. 1992; Shahidi y Naczk 2003) a excepcion de ciertas
frutas rojas, rdbano negro, cebolla y piel de patatas (Herrmann, 1989; Torronen y
col. 1997; Lewis y col. 1998). Los principales acidos hidroxibenzdéicos son gélico,

elagico, acidos protocatecuicos y 4-hidrobenzaicos.

Manach (2004) menciona que los acidos hidroxicinamicos estan presentes en
varios alimentos y bebidas de origen vegetal, tales como el café, yerba mate,
manzana, ciruela y otras frutas, las cruciferas, cereales, entre otros. Algunos
ejemplos de estos compuestos son el acido cafeico, p-cumarico, feralico y sinapico
gue en la mayoria de los alimentos se esterifica con el acido, acido tartarico o
hidratos de carbono y derivados, Clifford (1999b). Estos acidos hidroxicinamicos
también se encuentran en forma libre en los alimentos como el tomate y la

cerveza. (Crozier y col. 2009, Lafayy col. 2008, Karakaya y col. 2004).
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Acidos hidroxicinamicos

Acido feralico Acido caléico Acido cindmico

Acidos hidroxibenzoicos

Acido Clorogénico

N ; "o

Acido sinampico Acido p Cindmico

HO
“

Acido p-Hidrocibenzoico Acido vanilico

Acido galico

Acido protocatéquico
Acido eldgico

Figura 6. Estructuras quimicas de &cidos fendlicos,derivados de &cidos cinamicos
y benzdicos.(Gémez y col. 2012).

2.5.1 UBICACION Y FUNCIONES EN LAS PLANTAS.
Aungue aun se desconoce una gran cantidad de &cidos fendlicos en las plantas,

se han relacionado con diversas funciones, que incluyen la absorcion de
nutrientes, la sintesis de proteinas, la actividad enzimatica, la fotosintesis, los
componentes estructurales y la alelopatia (Wu y col. 1999, Wu y col. 2000,
Einhellig y col. 1986). Los derivados del acido cinamico y benzodico existen
virtualmente en todos los alimentos vegetales (por ejemplo, frutas, verduras y
granos) y se dispersan fisicamente a través de la planta en semillas, hojas, raices
y tallos (Macheix y col. 1990, Shahidi y Naczk, 1995).

Solo una fraccion menor existe como "acidos libres". En cambio, la mayoria estan

unidas mediante enlaces éster, éter o acetal a componentes estructurales de la
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planta (celulosa, proteinas, lignina) (Andreasen y col. 2000, Hartley y col. 1976,
Brett y col.1996a, Brett y col.1996b, Lam y col. 2001), o a polifenoles mas grandes
(flavonoides) o moléculas organicas mas pequefias (p. Ej., Glucosa), acidos
quinico, maléico o tartarico) u otros productos naturales (p. €j., terpenos) (Klick y
Herrmann, 1988; Winter y Herrmann, 1986). Estos enlaces dan lugar a una amplia
gama de derivados. Es esta diversidad la que es uno de los principales factores en
la complejidad del andlisis de los &cidos fendlicos.

La diversidad de estos componentes no es exclusiva de sus roles o sus
caracteristicas estructurales. Los acidos fendlicos no se distribuyen
homogéneamente por los tejidos de las plantas (Sikorska y col. 2000). Ademas,
existe una gran variabilidad encontrada durante varias etapas de maduracion
(Ellnain-Wojtaszek y col. 2001). Se sabe que las condiciones de crecimiento, como
la temperatura, también afectan el contenido de acido fendlico (Zheng y Wang,
2001).

2.5.2 APLICACION DE LOS ACIDOS FENOLICOS EN ALIMENTOS.
La aplicacion de estos compuestos ha generado un gran interés en el area de

calidad de los alimentos (Herrmann, 1989, Tomas-Barberan y Espin, 2001). Los
acidos fendlicos se han asociado con el color, las cualidades sensoriales y las
propiedades nutricionales y antioxidantes de los alimentos (Maga, 1978). Un
impulso para las investigaciones analiticas ha sido el papel que estos fendlicos
tienen en las propiedades organolépticas (sabor, astringencia y dureza) de los
alimentos (Clifford, 1999a, Tan, 2000, Peleg y col. 1991, Brenes-Balbuena y col.
1992, Naim y col. 1992). Ademas, la industria alimentaria ha investigado el
contenido y el perfil de los &cidos fendlicos, su efecto sobre la maduracién de las
frutas, la prevencién del pardeamiento enzimatico y su papel como conservantes
de los alimentos (Shahidi y Naczk, 1995, Tomas-Barberan y Espin, 2001,
Fernandez y col. 1998). Su papel en los procesos oxidativos en los alimentos
complica aun mas su analisis (Robards y col. 1999). Los derivados del &cido
hidroxicinamico, acido p-cumarico, ferulico, caféico y clorogénico presentes en

frutas, verduras, te, etc., poseen actividad antimicrobiana Gutiérrez, (2000).
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Los fendlicos se comportan como antioxidantes, debido a la reactividad del resto
fenol (sustituyente hidroxilo en el anillo aromatico). Aunque existen varios
mecanismos, se cree que el modo predominante de actividad antioxidante es la

eliminacién de radicales mediante la donacion de atomos de hidrégeno.

Otros antioxidantes establecen que los mecanismos de extincion de radicales son
a través de la donacion de electrones y la extincion de oxigeno singlete (Shahidi y
Wanasundara 1992). Los sustituyentes en el anillo aromético afectan la
estabilizacion y, por lo tanto, afectan la capacidad de eliminacion de radicales de
estos acidos fendlicos. Los diferentes acidos tienen, por lo tanto, una actividad
antioxidante diferente (Chalas y col. 2001, Rice-Evance y col. 1996). Se ha
informado sobre el comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos

libres, esterificados, glucosilados y no glucosilados (Williamson y col. 1999).

2.5.3 APLICACION DE LOS ACIDOS FENOLICOS EN LA SALUD HUMANA
Recientemente se vincula el consumo de frutas y verduras que tienen alto

contenido de antioxidantes con la prevencidon de enfermedades oxidativas como la
enfermedad coronaria, el accidente cerebrovascular y el cancer (Jacob y Buri,
1996, Block y col. 1992). Ciertos alimentos incluso se clasifican como alimentos
funcionales, debido a sus efectos protectores saludables establecidos (Stacewicz-
Sapuntzakis y col. 2001, Oomah, 2001). Por lo general, cuando se habla de
compuestos fendlicos en alimentos vegetales, los flavonoides son la clase
predominante descrita (Bors y col. 1996), ya que representan aproximadamente
dos tercios de los fenoles en la dieta (Scalbert y Williamson, 2000).

Sin embargo, los &cidos fendlicos representan casi la totalidad del tercio restante,
y existen una mayor conciencia e interés en el comportamiento antioxidante y los
beneficios potenciales para la salud asociados con estos acidos fendlicos simples.
Su papel como antioxidantes dietéticos ha recibido la mayor atencién en la
literatura (Rice-Evance y col. 1996, Rice-Evance y col. 1997, Laranjinha, 2002,
Lodovici y col. 2001). Debido a su presencia en alimentos de origen vegetal, los

humanos consumen acidos fendlicos a diario. El rango de consumo estimado es
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de 25 mg/g por dia, dependiendo de la dieta (frutas, verduras, granos, tés, cafés,
especias) (Clifford, 1999b).

Aunque la naturaleza exacta de los efectos antioxidantes o protectores in vivo no
esta bien establecida, existen algunas investigaciones preliminares (Nardini y col.
1997, Rechner y col. 2001). Se ha escrito mucho mas sobre el comportamiento
antioxidante in vitro y quimico de compuestos fendlicos (Rice-Evance y col. 1996,
Lodovici, y col. 2001, Laranjinha y col. 1994, Morton y col. 2000). Solo se han
explorado los destinos metabodlicos del acido caféico, ferulico, clorogénico y
sinapico. El acido clorogénico es muy probablemente metabolizado por la
microflora colénica (Plumb y col. 1999, Azuma y col. 2000). Bourne y col. (1998)
informan que solo el 11-25 % del 4cido ferulico ingerido se excreta en la orina
como &cido ferulico libre o como conjugado glucurénido. Ciertos metabolitos
excretados comunes y recurrentes reportados son acido hipuarico (Clifford y col.
2000b) y é&cido ferulico e isoferdlico (Andreasen y col. 2001), asi como

glucurénidos y conjugados de sulfato de los &cidos fenélicos (Azuma y col. 2000).

Méas alla del comportamiento antioxidante protector, se han reportado otras
actividades biolégicas de acidos fendlicos. Se sabe que el acido caféico, uno de
los &cidos cindmicos naturales mas prominentes, bloquea selectivamente la
biosintesis de leucotrienos, componentes implicados en enfermedades de
inmunorregulacién, asma y reacciones alérgicas (Koshihara y col. 1984). Otros
estudios han informado que el &cido caféico y algunos de sus ésteres pueden
poseer actividad antitumoral contra la carcinogénesis del colon (Rao y col. 1993,
Olthof y col. 2001). Investigaciones recientes de Maggi-Capyeron y col. (2001) han
vinculado una serie de &cidos fendlicos (Clifford, 1999a, Rice-Evance y Packer,
1998, Robards y Antolovich, 1997, Haslam, 1935, Wu y col. 2000) con la inhibicion
de la actividad transcripcional AP-1. AP-1 es una proteina activadora implicada en
los procesos que controlan la inflamacién, la diferenciacion celular y la
proliferacion. Se ha demostrado que los derivados del acido caféico (por ejemplo,
acidos dicafeoilquinico y dicafeolitartrico) son inhibidores potentes y selectivos de

la integrasa del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). Esta enzima
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cataliza la integraciéon del ADN viral en la cromatina del huésped. Por lo tanto,
estos derivados de hidroxicinamato se estan investigando actualmente para su

potencial terapia antiviral (King y col. 1999).

2.6 FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO
La fermentacion en estado solido de forma general, se puede definir como el

crecimiento de microorganismos en un material sélido con ausencia (o cerca de la
ausencia) de agua libre (Padey y col. 2008). El material sélido, sirve como soporte
y fuente de nutrientes (Rodriguez y col. 2006; Hoélter y col. 2005) ademas de
poseer cierto grado de humedad para soportar el crecimiento y metabolismo del

microorganismo (Pandey, 2002; Raghavarao y Ranganathan, 2003).

Algunos de los procesos mas importantes en la fermentacion solida son el
compostaje, ensilaje, produccion de enzimas, sabores, &cidos organicos,
produccién de alimentos, combustibles, produccion de metabolitos secundarios,
produccion de hongos comestibles, produccion de alimentos para animales, la
degradacion de tintas de la industria papelera entre otros (Robinson y col. 2003;
Rodriguez y col. 2006; Carabajal y col. 2012). La fermentacién solida tiene unas
ventajas, dentro de la que se destacan la alta productividad volumétrica, menor
generacion de efluentes y residuos, aprovechamiento de numerosos desperdicios
agroindustriales, menores costos de energia en los procesos (Pandey y col. 2008;
Rodriguez y col. 2006; Robinson y col. 2003).

2.6.1 ASPECTOS IMPORTANTES DE LA FERMENTACION SOLIDA
Hay varios factores importantes para el buen desarrollo de la fermentacion sélida.

Incluye la seleccion de microorganismos y sustrato, el control de los pardmetros
que influyen en el proceso y también la purificacién del producto final. Los hongos
y las levaduras se han denominado microorganismos adecuados para la
fermentacién solida de acuerdo con el concepto tedrico de la actividad del agua,
donde las bacterias se han considerado inadecuadas. Sin embargo, la
disponibilidad de varios articulos de investigacion (Gupta y col. 2008; Mukherjee y

col. 2008; Chinn y col. 2007) demuestra que los cultivos bacterianos también
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pueden manipularse y manejarse bien para el proceso de fermentacion sdlida

incluso para la enzima tanasa recientemente producida (Sabu y col. 2006).

El establecimiento de relaciones entre la fisiologia de los microorganismos y los
factores fisico-quimicos es el objetivo para el desarrollo de modelos adecuados.
Estos factores incluyen temperatura, pH, aireacion, actividad del agua y humedad,
propiedades del reactor, naturaleza del sustrato sélido empleado, etc. Entre varios
factores criticos, la humedad y la naturaleza del sustrato solido empleado son el
factor mas importante que afecta los procesos de fermentacion solida. La
selecciéon de humedad depende del microorganismo empleado y también de la
naturaleza del sustrato. Los hongos necesitan humedad mas baja, 40-60 % de
humedad podria ser suficiente, pero la seleccion del sustrato depende de varios
factores relacionados principalmente con el costo y la disponibilidad y, por lo tanto,
puede implicar la seleccion de varios residuos agroindustriales (Singhania y col.
2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Centro de Innovacion y
Desarrollo Tecnoldgico perteneciente a la empresa GreenCorp Biorganix de
México, Asi como en los laboratorios del Departamento de Investigacion en
Alimentos (DIA), de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma

de Coahuila, ubicados todos en la Ciudad de Saltillo, Coahuila, México.

3.1 REACTIVOS
Cloruro de potasio (KCl),Sulfato de magnesio (MgSO4),Acido sulfdrico (H,SOy) ,

acido galico (Sigma-Aldrich®), Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®), carbonato sodico
0,01 M, catequina (Sigma-Aldrich®), Reactivo Férrico, HCl/Butanol (1:9), Agua
destilada, agar papa y dextrosa (APD), 5 % hipoclorito de sodio , etanol-agua 50

%, etanol, dextrosa y fenol 5 %.

3.2. OBTENCION, IDENTIFICACION Y CONSERVACION DEL
MICROORGANISMO
Se utiliz6 la cepa de Aspergillus niger proporcionada por el Centro de

Investigacion de Microbiologia Aplicada (CEMAP) perteneciente de la empresa
GreenCorp Biorganiks de México. Se evaluaron las caracteristicas morfolégicas
macroscopicas y microscopicas del hongo para confirmar su pureza. Para la
evaluacion de caracteristicas macroscopicas: En un matraz Erlenmeyer se preparo
agar papa dextrosa (APD), se calentd hasta ebullicion durante 1 minuto y se
esterilizé a 121 °C (15 psi) durante 15 min, en condiciones asépticas, se vacio el
medio de cultivo en cajas petri estériles y se almacenaron a 4 °C. La cepa de
Aspergillus se sembr6 en APD, se incub6 en una incubadora marca Scorpion
cientific, modelo A-50985 a 28 °C durante tres dias y se hizo la respectiva
evaluacion como se muestra en la figura 7. Para la evaluacion de caracteristicas
microscopicas, se colocd una porcion de muestra de la cepa del hongo y una gota
de reactivo de azul de metileno entre porta y cubreobjetos, se observé en un
microscopio marca Zeiss modelo Primo Star marca con los objetivos 10 x y 40 x.

En unos tubos con tapa de 1 cm se prepararon con APD en el cual se sembro la
cepa de Aspergillus niger, se incubaron a una temperatura de 28 °C durante 3

dias, posteriormente se conservaron en refrigeracién a una temperatura de -4°C.
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Figura 7. Conservacion del microorganismo en tubos inclinados con agar papa
dextrosa (APD).

3.3. OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DEL SOPORTE DE CASCARA DE
NARANJA
Las frutas de naranjas variedad valencia (Citrus sinensis) se obtuvieron en la

central de abastos de la ciudad de Saltillo, Coahuila, México. Las frutas se lavaron
con 5 % de hipoclorito de sodio, se pelaron, se retird la cascara, se cortaron en
cuadros pequefios y se deshidrataron en una estufa marca Luzeren® de secado a
60 °C por un tiempo de 48 horas, luego se procedié a pulverizar en una licuadora
doméstica, marca Oster, modelo M6798-13 y se paso a través de un tamiz No. 40
(420 um) para obtener el polvo de cascara de naranja. Posteriormente se
almacenaron en frascos de vidrios de, se esterilizaron a 121 °C (15 psi) durante 15
min y se guardaron en frascos de vidrio para los experimentos posteriores como

se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Acondicionamiento y conservacion de la cascara de naranja.

3.4. EVALUACION DEL CRECIMIENTO RADIAL DE LA CEPA Aspergillus niger
UTILIZANDO CASCARA DE NARANJA
Se prepar6 el medio de cultivo APD previamente esterilizado, se vacié en 3 cajas

Petri con 15 g de soporte cascara de naranja, se esperé a que se solidificara y se
sembrd la cepa de Aspergillus niger, se incub6é incubadora marca Scorpion
cientific, modelo A-50985 en una incubadora marca Scorpion cientific, modelo A-
50985 a 50 °C, y se evalu6 el crecimiento radial ancho y largo con ayuda de una

regla geométrica a 24, 48, 72 y 94 h, como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Evaluacién del crecimiento radial de la cepa de Aspergillus niger en
cascara de naranja.

3.5. PRODUCCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS POR FERMENTACION EN
ESTADO SOLIDO

Las cepas conservadas en tubos con agar APD se activaron en cajas Petri con
medio APD (30 ml) a 28 °C durante cinco dias. Las nuevas esporas se recogieron
usando una solucion estéril de agua destilada y se contaron en una camara
Neubauer utilizando un microscopio marca Scorpio Scientific con objetivo a 40 X,

como se muestra en la figura 10.

!
\; ‘-

Figura 10. Preparacion del inoculo y conteo en cdmara de neubauer.

3.6. EVALUACION DE LOS FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PROCESO DE
FERMENTACION

Se evaluaron las condiciones de fermentacion de acuerdo como se muestran en la
cuadro 5. Se utilizé6 un disefio exploratorio Box Hunter y Hunter, en el cual se
evaluaron 3 factores independientes: inoculo (esporas/g), KCI (g/l) y MgSOy (g/l) a
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dos niveles uno minimo (-1) y maximo (+1) con un total de 8 tratamientos por

triplicado. Todos los experimentos se manejaron a una temperatura de 28 °C.

Cuadro 5. Matriz condensada de tratamientos a través de un disefio exploratorio
Box Hunter & Hunter.

Tratamientos Inoculo KCI MgSO,
(esp/g) (a/l) (all)
1 1 x 10° 0.76 0.76
2 1 x 10° 0.76 1.56
3 1x 108 0.76 1.56
4 1x10°8 0.76 0.76
5 1x10° 1.56 1.56
6 1x10° 1.56 0.76
7 1x10°8 1.56 0.76
8 1x 108 1.56 1.56
Niveles
Factores +1 -1
Inoculo (esp/g) 1x 108 1x10°
KCI (g/l) 1.56 0.76
MgSO, (g/l) 1.56 0.76

Se inocularon 1 ml de concentracién de esporas 1 x 102 y 1 x 10° en condiciones
asépticas a 9 g de cascara de naranja y 3 ml de medio comprendido como se
muestra en el cuadro anterior, estos dos ultimos esterilizados previamente a 120
°C (15 psi) durante 15 min, se homogenizé con un asa aséptica, posteriormente se
incubé en una incubadora marca Scorpion cientific, modelo A-50985 a 28 °C
durante 12 dias, como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Esquema del proceso de fermentacion solida.

3.7. RECUPERACION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS OBTENIDOS POR
FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO
Una vez transcurrido el tiempo de fermentacion se adicionaron 10 ml de etanol-

agua al 50 % a cada reactor. Adicionado el solvente, se mezcl6 y se obtuvieron los
extractos de fermentacién de forma manual con la ayuda del embolo de la jeringa
haciendo presion, se pasard a través de un papel filtro para eliminar residuos
sélidos que no son de interés como se muestra en la figura 12. Todos los extractos
se almacenaron en tubos Eppendorf® con capacidad de 1.5 ml en condiciones de

refrigeracion.

Figura 12. Recuperacion de los compuestos bioactivos.
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3.8. DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES POR MICROPLACA
Los azucares totales se midieron por el método de Dubois y col. (1956). Se us6

dextrosa como estandar, se mezclaron 250 pl de muestra diluida (1:1000) con 250
ul de fenol al 5 %, se agité en un vortex y se dejo en bafio de agua con hielo por 5
min, luego se colocdé 1 ml de acido sulfurico (H,SO,4) concentrado por la pared del
tubo, se agité en un vortex y se llevé a ebullicién por 5 minutos, posteriormente se
dej6 enfriar a temperatura ambiente. Después de 5 minutos las muestras se
midieron en un espectrofotometro UV/VIS Epoch BioTek a 480 nm (Figura 13).

Todas las muestras se realizaron por triplicado.
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Figura 13. Determinaciéon de azucares totales por microplaca.

3.9. DETERMINACION DE TANINOS HIDROLIZABLES POR MICROPLACA
Los taninos hidrolizables se midieron por el método de Makkar y col. (1993). Se

uso acido galico (Sigma-Aldrich®) como estandar 0-1000 ppm, se mezclaron 800
ML de muestra con 800 uL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®), cinco
minutos después, se agregaron 800 pL de carbonato de sodio al 0.01 M,
finalmente, la solucion se diluyé con 5ml de agua destilada. Después de 1 minuto,
las muestras se midieron en un espectrofotémetro UV/VIS EPOCH BioTek a 790
nm. Todas las muestras se realizaron por triplicado, como se muestra en la figura
14.
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Figura 14. Determinacion de taninos hidrolizables por microplaca.

3.10. DETERMINACION DE TANINOS CONDENSADOS POR MICROPLACA.
Los taninos condensados se midieron por el método reportado por Ventura y col.

(2014). Se us6 catequina como estandar 0-750 (ppm), en tubos de ensaye (16 x
150) se colocaron 0.5 mL de la muestra o el estandar, sobre este, se agregaron 3
mL de HCI/Butanol (1:9) y 0.1 mL de reactivo férrico. Los tubos se taparon, dentro
de los tapones se colocaron empaques, para evitar la evaporacion del butanol.
Todos los tubos fueron calentados por 1 hora en un bafio metabdlico a 100 °C.
Una vez transcurrido el tiempo, se dejaron enfriar y se leyd la absorbancia en un

espectrofotometro espectrofotometro UV/VIS Epoch BioTek a 460 nm. Todas las

muestras se realizaron por triplicado, como se muestra en la figura 15.

Figura 15. Determinacién de taninos condensados por microplaca.

38



3.11. ANALISIS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION DE
FASE INVERSA IONIZACION POR ELECTROSPRAY ESPECTROMETRIA DE
MASAS (RP-HPLC-ESI-MS)

El andlisis de cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa fue realizado
en un sistema de HPLC Varian incluyendo un automuestreador, (VarianProStar
410, USA), una bomba ternaria (VarianProStar 230I, USA) y un detector de PDA
(VarianProStar 330, USA). Acoplado a un espectrometro de masas de trampa de
iones de cromatografia liquida (Varian 500-MS IT MassSpectrometer, USA)
equipado con una fuente de ionizacion por electrospray. 5 ml de la muestra fueron
inyectados en una columna ACE® Super C18 (150 mm x 2.1 mm, 3um, Grace,
USA). La temperatura fue mantenida a 30 °C, como se muestra en la figura 16.
Los eluentes utilizados fueron acido formico (0.2 %, v/v; solvente A) y acetonitrilo
(solvente B). Se aplico el siguiente gradiente: inicial, 3 % B; 0-5 min, 9 % B
lineales; 5-15 min, 16 % B lineales; 15-45 min, 50% B lineal. La columna
posteriormente fue lavada y reacondicionada. La tasa de flujo fue mantenida a 0.2
mi/min y la elusion fue monitoreada a 245, 280, 320 y 550 nm. El efluente
completo fue inyectado en la fuente del espectrémetro de masas sin ser dividido.
Todos los experimentos de MS se llevaron a cabo en modo negativo [M-H]-1. Se
utilizé nitrégeno como gas acarreador y helio como gas amortiguador. Los
pardmetros de la fuente de iones fueron: voltaje de pulverizaciéon 5,0 kV y voltaje
capilar y temperatura fueron 90,0 V y 350 °C, respectivamente. Los resultados
fueron recolectados y procesados usando MS Workstation software (V 6.9). La
muestra fue analizada primero en modo de exploracion completa adquirida en el
rango m/z 50-2000.
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Figura 16. Equipo de HPLC y muestras de cascara de naranja obtenidos por
fermentacion solida.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO.
Para la evaluacion de caracteristicas microscopicas, se colocé una porcion de

muestra de la cepa del hongo y una gota de reactivo de azul de metileno entre
porta y cubreobjetos luego se observo en un microscopio con los objetivos 10x y
40x. En el cual se observaron conidioforos lisos, hialinos, vesiculas esféricas,
cabezuelas conodiales radiadas, biseradas. Las metulas son de mayor tamafo

que las fialades. Como se muestra en la figura 17.

En comparacion con otros autores se demostrdo que es una cepa de Aspergillus
niger de acuerdo con la descripcion de caracteristicas microscopicas: conidiéforos
lisos de pared gruesa, hialinos o pigmentados. Vesiculas subesféricas de 50 a 100
um de diametro, ligeramente pigmentadas de amarillo o café claro. Cabezuelas
radiadas, biseriadas. Las metulas son del doble del tamafio que las fialides.
Conidias cafés, ornamentadas con verrugas y crestas, esféricas de 3.5 - 5 um de
diametro (Arenas, 2011. Bonifaz, 2012. Larone, 2011) como se muestra en la

figura 18.

Figura 17. Caracteristicas microscopicas observadas a partir de cultivo de
Aspergillus niger con Azul de metileno, observado en un microscopio con objetivo
de 40 x.
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Figura 18. Cabezas aspergilares de A. niger (Tangarife, 2011).

En este estudio las caracteristicas macroscopicas se realizd6 a simple vista,
observando color y forma de crecimiento de los micelios, al principio se
observaron colonias de inicio blanco algodonosa, luego toma un color amarillo
verdoso claro que con el tiempo se cubre de cabezuelas de color negro. El reverso
es color blanco amarillento como se muestra en la figura 19. En comparacién con
otros autores la cepa de Aspergillus niger es muy similar ya que presenta colonias
de crecimiento rapido, maduran en 3 dias, son de color blanco-amarillento y con
abundantes puntos negros. El reverso suele ser incoloro, blanco o crema (Larone,
2011. Arenas, 2011).

Figura 19. Crecimiento radial de Aspergillus niger en APD.
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4.2 CONTENIDO DE AZUCARES TOTALES
El contenido de azUcares totales se determiné aplicando el método Dubois (1956)

utilizando dextrosa como estandar. En la figura 20 se observa la curva patron

construida para cuantificar los azucares totales.

2.9

y = 0.0044x + 0.4847
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Figura 20. Curva estandar de dextrosa para cuantificar los azucares totales.
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Figura 21. Concentracidén de azucares totales en cada tratamiento.

La figura 21 muestra el contenido de azucares totales de los tratamientos
obtenidos a partir del extracto de la cascara de naranja obtenido de la
fermentacién sélida. El tratamiento 3, 1 y 4 presentan una concentracién de 123.
88, 122. 69 y 116.55 g/L respectivamente. En contraste el tratamiento 2 presento
la menor concentracion de 77.69 g/L. Existen pocos trabajos sobre pruebas de
andlisis de azucares totales en extracto de céascara de naranja obtenido por
fermentacién sdlida, pero hay reportes similares. Harvey y Rygg, (1936) reporto
qgue el contenido de azucares totales presentes en la cascara de naranja varia
entre 29 y 44 %. Lépez-Hernandez (2014) reportd 0.032 g equivalentes de
glucosa/g en cascara de naranja (citrus sinensis) aplicando el método de Dubois et
al., (1956), homogenizando la muestra con etanol al 80% (v/v) y en refrigeracion
durante 24h. Ademas, Rodriguez (2016) reportd6 491.4 + 32 mg az/g m.s. en
cascara de naranja (citrus sinensis) aplicando un tratamiento de hidrélisis
(tratamiento hidrotérmico a 120 °C). Por otra parte Trejo y col. (2016) reportaron
8.1 g/L en cascara de naranja (Citrus sinensis) aplicando un tratamiento de
hidrdlisis acida de H,SO4 concentracion 0.3 N a una temperatura de 30 °C y 150
rom. La glucosa, la fructosa y la sacarosa son los principales azucares, aunque la
xilosa también se puede encontrar en pequefas cantidades en la cascara de

naranja.
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4.3. CUANTIFICACION DE TANINOS HIDROLIZABLES
En la figura 22 se presenta la curva estandar de acido galico el cual se utilizo para

la cuantificacion de compuestos fendlicos hidrolizables, presentes en los extractos
de cada tratamiento. En la figura 23 se presenta la cantidad de taninos

hidrolizables de los tratamientos obtenidos de la matriz experimental.

y = 0.0013x + 0.0977
R2 = 0.9952

Absorbancia

0 200 400 600 800 1000
Concentracién (ppm)

Figura 22. Curva estandar para cuantificar los taninos hidrolizables.
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Figura 23. Concentracion de taninos hidrolizables en cada tratamiento.
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Se observa que en los tratamientos 4, 1 y 3 se obtuvieron una concentracion de
0.80, 0.77 y 0.77 g/L respectivamente. En contraste el tratamiento 5 presento la
concentracion mas baja de 0.54 g/L. Existen pocos trabajos sobre pruebas de
analisis de taninos hidrolizables en extracto de cascara de naranja obtenido por
fermentacion sélida, pero hay reportes similares. En otro trabajo, por ejemplo,
Wang y col. (2008) reportaron 35.5 mgGAE/gbs en la cdscara de naranja valencia
utilizando metanol como disolvente, estos resultados varian debido a que se

utilizaron distintos métodos de extraccion.

Los estudios de Xu y col. 2007 reportaron un contenido fendlico de 47 mg GAE/g
bs en cascaras de toronja utilizando metanol al 80 %, una temperatura de 120 °C
durante 90 min. Por otra parte, Li y col. (2006b) realizaron una extraccién con
etanol al 72 % y reportaron en la cascara de toronja un contenido fenélico de 8.08
mgGAE/gbs.

4.4. CUANTIFICACION DE TANINOS CONDENSADOS
La Figura 24 muestra la curva de calibracion estandar utilizando catequina como

patrén para determinar el contenido de taninos condensados.
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Figura 24. Curva estandar para la determinacion de taninos condensados.
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La figura 25 muestra el contenido de taninos condensados obtenidos en el
proceso de fermentacion. Los tratamientos 4 y 7 se obtuvieron las concentraciones
mas elevadas de de 127.52 y 124.75 g/L respectivamente. En contraste, los
tratamientos 2 y 3 presentaron la concentracion mas baja de 90.86 y 95.02 g/L
respectivamente. No se ha reportado el contenido de taninos condensados en
cascara de naranja, pero hay trabajos similares realizados. La USDA en 2004 y
Prior y Gu en 2005 reportaron que las frutas con mayor contenido de taninos
condensados fueron las bayas salvajes del bosque con 2.55 + 0.0839 mg/g de
producto, seguidas de los arandanos con 2.33 = 0.49 mg/g de producto En el
grupo de cereales y leguminosas, el sorgo con 29.27 + 3.3538 mg/g de producto y
el cacao con 15.6849 + 3.34 mg/g de producto fueron los alimentos con mayor
concentracion de taninos, mientras que el grupo de las nueces lo encabezan las
avellanas con 3.2244 + 1.0248 mg/g de producto y las nueces pecaneras con
2.2301 + 0.5901 mg/g de producto. Por dltimo, en las especias, la que mayor
contenido de taninos condensados fue la canela con 25.087 mg/g de producto.
También han revelado que la presencia de proantocianidinas (taninos
condensados) variaba segun la parte del fruto que se analizaba, siendo
habitualmente mas abundante en la piel de frutas como ejemplo: la manzana con
cascara presentd mayor contenido de taninos con 1.30 mg/g que aquellas sin

cascara con 1 mg/g (Prior y Gu, 2005).
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Figura 25. Concentracion de taninos condensados en cada tratamiento.

La naturaleza quimica de los taninos condensados ha permitido un mayor
monitoreo de su presencia en alimentos, puesto que para su determinacion todos
pueden ser degradados a antocianidinas (flavonoides) de facil identificaciébn por

técnicas cromatogréficas.

4.5. EFECTO DE LOS FACTORES INDEPENDIENTES SOBRE LA LIBERACION
DE TANINOS CONDENSADOS.

En la Figura 26. Se muestra la cantidad de taninos condensados obtenidos a partir
del proceso de fermentacion en estado solido. Se muestra que en el tratamiento 4
se obtuvo la mayor cantidad de taninos condensados 198.37 mg/g sin diferencia

estadistica con el tratamiento 7 194.05 mg/g.
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Figura 26. Cantidad de taninos condensados a partir de la fermentacion en estado
solido.
En la figura 27 se muestra el efecto estimado estandarizado de los factores
independientes sobre la liberacién de taninos condensados. La linea punteada
delimita el efecto con valor del 95 % de confianza de acuerdo al valor de p=0.5. Se
observé que solo el MgSO, sobrepasé esta linea, lo que significa que afecta de
manera directa en el proceso de fermentaciéon para la liberacion de taninos
condensados. El efecto negativo de este factor indica que al disminuir los valores
de los intervalos tienden a mejorar la respuesta. El resto de los factores
independientes no afectan de manera directa en el proceso de fermentacion lo que
indica que para futuros trabajos estos niveles se mantendran al minimo para

disminuir de manera significativa los costos en el proceso de fermentacion.
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cantidad de taninos condensados obtenidos. En color verde oscuro se muestran los

MgSO, y sin diferencia entre los valores de KCI para encontrar una maxima respuesta.
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En la figura 29, se muestra el Diagrama de Contorno del efecto del MgSO, e
indculo sobre la cantidad de taninos condensados obtenidos. En color verde
oscuro se muestran los valores minimos que se pueden obtener, en contraste el
color rojo oscuro se muestran los valores maximos. En el diagrama se muestra
una tendencia hacia valores altos de indculo y valores bajos de MgSO, para

encontrar una maxima respuesta.

MgSQO, (g/L)
o

Il 190
Bl 180
Il 170
T 0 1 & 180
i Il 150
Inéculo (esp/g)
Figura 29. Efecto del MgSO, e in6culo sobre el efecto de liberacion de taninos
condensados.

En la figura 30, se muestra el Diagrama de Contorno del efecto del KCl e in6culo
sobre la cantidad de taninos condensados obtenidos. En color verde oscuro se
muestran los valores minimos que se pueden obtener, en contraste el color rojo
oscuro se muestran los valores maximos. En el diagrama se muestra una

tendencia hacia valores bajos de KCl y valores altos de indculo para encontrar una

maxima respuesta.
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Figura 30. Efecto del KCI e in6culo sobre el efecto de liberacidén de taninos
condensados.

4.6 IDENTIFICACION POR CLAR DE COMPUESTOS DE LA CASCARA DE
NARANJA POR EXTRACCION ASISTIDA POR FERMENTACION SOLIDA

De acuerdo con los resultados que se muestran en el cuadro 6 obtenidos por
cromatografia liquida de alta resolucion, se observé que en todos los tratamientos
presentaron en comun los siguientes compuestos: escopoletina, acido ferdlico,
acido glicélico p-cumaroil, (-) —epicatequina, cirsimaritina, acido 5-O-galoilquinico,
acido feralico 4-O-glucésido, acido 3-feruloilquinico, &acido 5-5-Dihidrodiferulico,
luteolin 7-O-(2-apiosil-glucésido), apigenina 6,8-di-C-glucésido, quercetina 3-O-
xylosil-glucurénido,  Isoramnetina  3-O-glucésido7-O-ramnosido. En  los
tratamientos dos, seis, siete y ocho se identificé la 1, 2, 2' triferuloilgentiobiosa, en
los tratamientos tres y siete (-)-Epicatequina-(2a-7)-(4a-8), epicatequina 3-O-
galactésido, en los tratamientos dos y tres apigenina arabindsido-glucosido, en el
tratamiento tres se identificdé vitisina A, en el tratamiento cuatro se encontro
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petunidina 3-O-(6"-p-cumaroil-glucésido), y la (-)-epicatequina 3-O-galato se

encontré en el tratamiento siete.

Cuadro 6. Compuestos polifendlicos identificados por Cromatografia liquida de

alta resolucion HPLC

Compuesto

Escopoletina

Acido ferulico

p-Cumaroil acido glicélico
(-) —Epicatequina
Cirsimaritina

Acido 5-O-galoilquinico
Acido feralico 4-O-glucésido
Feruloil glucosa

Acido 3-feruloilquinico
Acido 5-5' dehidroferulico

Acido 5-8' dehidroferulico
(-)-Epicatequina 3-O-galato

Vitisina A
Apigenina arabinésido-glucosido

Luteolina 7-O-(2-apiosil-
glucésido)

Apigenina 6,8-di-C-glucosido
Delfinidina 3-O-sambubidsido

Quercetina 3-O-xilosil-
glucurénido

Isoramnetina 3-O-glucésido7-0O-
ramnésido

masa

190.9
192.9
221.9

288.9

313

342.9

354.9

366.9

384.9

442.9

560.9

563

325

593

596

609

623

Tiempo de
retencion
(min)
3.233
3.968
24.313

37.778
15.22

40.983

30.383

27.14

21.955

38.819
31.446
29.801

579

25.24

25.56

33.891

26.292

Tratamiento

7,8
, 7, 8.
, 8.

1,
1,
2

5
’5’
6

W NN
AW W
o~ b
~N O O

1,2,3,4,5,6,7,8.
1,2,3,4,5,6,7,8.

1,2,3,4,5,6,7,8.

1,2,3,4,5,6,7,8

1,2,3,4,5,6,7,8

1,2,3,4,5,6,7,8
7
3
2, 3.

1,2,3,4,5,6,7,8

2,3,4,5,6,7,8

1

1,2,3,4,5,6,7,8

1,2,3,4,5,6,7,8
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Petunidina 3-O-(6"-p-cumaroil-
glucésido) 624 47.822 4

(-) - Epicatequina- (2a-7) (4a-8) - 706.9 33.287 3,7
epicatequina 3-O-galactésido

1,2,2'-triferuloilgentiobiosa 868.8 28.87 2,6,7,8

En comparacion con lo reportado a la literatura por Manthey y Grohmann (1996)
por medio de extraccion por solventes organicos, metanol-DMSO (1:1 v/v) en
cascara de naranja (Citrus sinensis) identificaron los siguientes compuestos:
narirutina, hesperidina, sinensetina, nobiletina, nobiletina/Tetrametil escutelareina,
tangeretina/5-hidroxi-3, 7, 8, 3’, 4’-Pentametoxiflavona. Chen y col (2012) con
disolventes n-hexano, acetato de etilo y n-butanol identificaron en cascara de
naranja dulce hesperidina, hesperitina, nobiletina y tangeretina. Wang y col. en
2008, realizaron la extraccion con metanol a 85 °C durante 12 horas, reportaron en
cascara de naranja los siguientes compuestos flavonones: naringina hesperidina
neohesperidina. Flavona: diosmina, luteolina, sinensetina. Flavonol: rutina,
quercetina, kaempferol.

En otro estudio por M. Escobar (2010) realizaron una extraccion con 80 % de
etanol a temperatura 25 °C, de los extractos de céscaras de toronja y naranja
agria se identificaron los siguientes compuestos: naringina, quercetina, y luteolin-
7-glucésido. Tenorio Dominguez, 2016 reportaron la obtencion de los extractos
ricos en flavonoides por el método de soxhlet en cascaras de naranja tangelo
(Citrus reticulata x Citrus paradisi) en cuatro tipo de disolventes organicos, éter
etilico, acetato de etilo y agua, en el los extractos metandlico, acetatato de etilo y
acusoso se identificaron los siguientes compuestos: naringina, hesperidina,
neohesperidina, rutina, quercetina, kaempferol, luteolina y en el éter de etilico:
rutina, quercetina, kaempferol, luteolina. Estas diferencias se pueden deber a las

diferentes caracteristicas genotipicas y fenotipicas de cada fruta.
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5. CONCLUSION

En este trabajo se identificd y se caracterizd la cepa de Aspergillus niger para su
uso en el proceso de fermentacion en estado sélido.

Se obtuvieron los compuestos bioactivos de la cascara de naranja mediante el
empleo de un disefo experimental exploratorio Box Hunter y Hunter en donde se
evaluaron 3 variables independientes: indculo (esporas/g), KCI (g/l) y MgSO, (g/l)
a dos niveles uno minimo (-1) y maximo (+1) a una temperatura de 28 °C. Se
obtuvo mayor contenido de taninos condensados en todos los tratamientos que
taninos hidrolizables. El valor mas alto en taninos condensados (127.52 g/l) se
obtuvo con el tratamiento cuatro con una cantidad de inoculo de 1x10°
(esporas/g), 0.76 (g/l) de KCl y MgSO,.

Se identificaron y cuantificaron los principales compuestos bioactivos presentes en
la cascara de naranja Citrus sinensis a partir de la extraccién asistida por
fermentacién en estado solido. Los compuestos mayoritarios detectados por
medio de la técnica cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) fueron:
Escopoletina, &cido ferulico, acido glicélico p-cumaroil, (-) -—epicatequina,
cirsimaritina, &cido 5-O-galoilquinico, acido ferulico 4-O-glucésido, acido 3-
feruloilquinico, acido 5-5-Dehidroferulico, luteolin 7-O-(2-apiosil-glucésido),
apigenina 6,8-di-C-glucésido, quercetina 3-O-xylosil-glucurénido, Isoramnetina 3-
O-glucosido7-O-ramnosido. La utilizacién de cascara de naranja representa una
alternativa biotecnoldgica para la produccién de biocompuestos, que son
considerados como antioxidantes naturales o como aditivos alimentarios y poseen
diversas propiedades benéficas para la salud del ser humano, tales como
actividades anticancerigenas, antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas,

proteccion contra enfermedades del corazoén.

Empleando la extraccion asistida por fermentacion solida se obtienen una variedad
de compuestos que aun no estan escritos en la literatura y algunas que no se
encontraron en este trabajo esto debido a los diferentes métodos de extraccion

utilizados. Los efectos de la variedad y del medio ambiente en la producciéon de
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metabolitos secundarios en los citricos y el contenido de flavonoides en las frutas
depende principalmente de las caracteristicas genéticas (Cano y Arnao 2004)
También dependiendo del estado de madurez del fruto, en funcion del origen

geografico, entre otros factores.

6. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Es necesario hacer més estudios sobre la identificacién de todos los compuestos

encontrados en la cascara de naranja.

Estudiar sobre la composicion, propiedades y obtencién de compuestos de la
cascara de naranja que permitan su amplia utilizacion en la industria alimentaria

y/o farmacéutica.

Estudiar el efecto del estado de madurez de la naranja (frutos maduros e

inmaduros), en la identificacion de otros compuestos.

Utilizar un sistema de fermentacion en estado liquido para la obtencion de

compuestos polifendlicos.

Evaluar otras cepas fungicas que tengan la capacidad de utilizar compuestos

polifendlicos como fuente de carbono y energia.

Elucidar, evaluar y purificar las enzimas involucradas en la liberacién de

flavonoides.

Realizar un estudio técnico-econdmico de todo el bioproceso de liberacién de

flavonoides para uso en la industria alimentaria.
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