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RESUMEN

La cafeticultura en México es de gran relevancia social, econémicay ambiental, durante
el 2018 las zonas cafetaleras abarcaron 712 mil hectareas. México es el onceavo productor
mundial de café. Esta produccion genera desechos como la pulpa de café (PC), se estima que se
generan méas de medio millon de toneladas de este subproducto al afio, lo que representa un gran

problema de contaminacion si la PC no es tratada en forma adecuada.

Por lo mencionado anteriormente en esta tesis se plantea la utilizaciéon de la PC para la
produccién de metabolitos con actividad bioldgica, asi como la produccion de enzimas con
actividad clorogenato hidrolasa apartir de hongos filamentos del género Aspergillus, y la

caracterizacion enzimatica, a través de las constantes cinéticas Km Y Vmax.

Durante la primera etapa experimental se evalué la posible actividad clorogenato
hidrolasa para Aspergillus niger (A. niger) CBA16-6 y Aspergillus niger (A. niger) CBR 16-4,
usando extracto de café verde como fuente de acido clorogénico (ACL) y como Unica fuente de
carbono, se determind que tenian la capacidad de hidrolizar el ACL y crecer, se midieron los
halos de hidrolisis encontrando valores de 1.15 para A. niger CBA16-6 y 1.19 para A. niger

CBR 16-4.

En la siguiente fase experimental se observé que la cepa A. niger CBR 16-4 presenta la
mayor velocidad de crecimiento radial con un valor de 0.049 cm/h. Posteriormente se hizo una
caracterizacion morfoldgica de las cepas fungicas seleccionadas. Se determind la relacién
longitud/diametro (L/D) de la hifa y se comprobd que las dos cepas tenian relaciones L/D

grandes con valores de 10.05 para A. niger CBA 16-6 y 9.29 para A. niger CBR16-4.



En la caracterizacion de la PC con extractos metandlicos se encontré una mayor
concentracion de ACL de 2-4 mg /g materia seca (MS) y en la hidrdlisis alcalina se encontro
una concentracion de ACL de 0.95-1.04 mg /g MS seguida de una concentracion de &cido
cafeico (AC) de 0.62-0.65 mg /g MS. Las dos cepas seleccionadas se cultivaron en medio sélido
se encontr6 que en la PC adicionada de glucosa para ambas cepas se alcanzaron tasas de

produccién de CO; altas 3.1-5.5 mg CO2/h g MS después de 40 h de cultivo aproximadamente.

Durante la siguiente etapa experimental se produjo extracto enziméatico usando agrolita
como soporte y un medio de cultivo definido como sustrato con extracto de café verde con ACL
como Unica fuente de carbono, encontrando una reduccion de la tasa de produccién de CO- de
2.7 2 29 mg COz/ h g MS a tiempos de fermentacion de cultivo més cortos 11 a 16 h
respectivamente. Los extractos enzimaticos se analizaron por HPLC encontrando que el ACL
disminuye a lo largo de la fermentacion hasta las 36 horas a este tiempo deja se disminuir para
mantenerse constante. Por su parte el AC aumenta al ser hidrolizado para posteriormente

disminuir al ser consumido.

En las reacciones enzimaticas se utilizé extracto enzimatico producido a 12 y 24 h de
cultivo a un tiempo de reaccion de 60 min, para las reacciones enzimaticas se prepararon
soluciones de ACL con una concentracion que vade 1.10x 10-2a 28.22 mmol obtenido valores

Km de 1.1 x102 — 1.64 (mmol) y Vmax de 0.2-0.75 nkatal/g MS.
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ABSTRACT

Coffee farming in México is of great social, economic and environmental relevance,
during 2018 the coffee growing areas covered 712 thousand hectares, Mexico is the 11 th largest
coffee producer in the. This production generates by products such as coffee pulp (CP). It is
estimated that more than half a million tons of this by-product are produced per year, this
represents a great contamination problem if the CP is not treated property

Due to the aforementioned in this thesis, the use of CP for the production of metabolites
with biological activity as well as the production of enzymes with chlorogenate hydrolase
activity, from filamentous fungi of the genus Aspergillus, and enzymatic laization, through
kinetic constants K and Vmax.

During the first experimental stage, the possible chlorogenate hydrolase activity was
evaluated for A. niger CBA 16-6 and A. niger CBR16-4, using green coffee extract as a source
of chlorogenic acid (CGA) and the sole carbon source, selecting strains that have the ability to
hydrolyze the CGA and use them as a source. of carbon, hydrolysis halos were measured and
found values of 1.15 for A. niger CBA16-6 and 1.19 for A. niger CBR 16-4.

The A. niger CBR 16-4 strain has the highest radial growth rate with a value of 0.049
cm/h. Subsequently, a morphological characterization of the selected fungal strains was made.
Their length / diameter (L/D) ratio of the hypha was determined and it was verified that the two
strains have large L/D ratios with values of 10.05 for A. niger CBA 16-6 and 9.29 for A. niger
CBR16-4.

In the characterization of the CP, a higher concentration of CGA of 2-4 mg / g of dry

matter (DM) is found in methanolic extraction, and in the alkaline hydrolysis, a CGA
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concentration of 0.95-1.04 mg / g of DM is found, along with a caffeic acid (CA) concentration
of (0.62-0.65 mg / g DM). The two selected strains were grown in solid medium and were found
that in the CP with added glucose, high CO; production rates (3.1-5.5 mg CO, / h g DM) were
reached after approximately 40 h of culture for both strains.

During the second stage, an enzymatic extract was found using agrolite as a solid support
and a culture medium defined as a substrate with green coffee extract as the only carbon source,
finding a reduction in the CO2 production rate of (2.7-2.9 mg CO, / hg MS) at shorter culture
fermentation times (11-16 h). The enzymatic extracts were analyzed by HPLC, finding that
CGA concentration decreases throughout the fermentation, but remains constant from 36 to 48
h. On the other hand, CA increases as a result the CGA hydrolysis and subsequently decrease

when consumed.

In the enzymatic reactions, enzymatic extract produced at 12 and 24 h of culture were

found at a reaction time of 60 min, the concentration of CGA was varied from 1.10 x 102 to

28.22 mmol obtained Ky, values of 1.1x10 - 1.64 mmol and Vmax 0.2-0.75 nkatal/g MS.
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1.- INTRODUCCION

México es un importante productor de café a nivel mundial. La pulpa de café (PC) es un
subproducto derivado del beneficio himedo del café y representa alrededor del 40% del peso
fresco del fruto, se estima que la industria cafetalera en México genera méas de medio millén de
toneladas de PC al afio (Rodriguez-Duran, 2016). Se busca que estos residuos sean tratados
adecuadamente mediante procesos biotecnoldgicos para evitar problemas ambientales, como la
contaminacion de cuerpos de agua lo que disminuye la posibilidad de vida de los ecosistemas,
el almacenamiento en época de recoleccion para luego ser retirados y causar contaminacion de

suelo y de este modo poder obtener compuestos de alto valor agregado.

El &cido clorogénico (ACL) es el acido fendlico mas abundante en la PC, se encuentra en
una proporcién de 2.3 a 26 g/kg de PC base seca (BS) (Ramirez-Velazco 2016), y representa
entre el 51% y el 81 % de los &cidos hidroxicinamicos (AHs). Los AHs presentes en la PC son,
acido cafeico (AC), acido quinico (AQ) y écido ferulico (AF) (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford
y Ramirez-Martinez, 1991; Ramirez-Coronel et al., 2004; Rodriguez-Duran, 2016). EI ACL
presenta actividad antiviral, antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria, reduce la respuesta
temprana de glucosa, es usado como modificador del sabor e inhibidor de la glucosa-6-fosfatasa

(Bushman et al., 2002; Solis y Herrera, 2005; Schwab et al., 2001; Torres-Mancera, 2013).

Un enfoque de la utilizacion de PC es la produccion de enzimas tales como pectinasas,

celulasas, proteasas, lipasas, tanasas, clorogenato hidrolasa, feruloil esterasas, entre otras.

El objetivo de la tesis es desarrollar estrategias para la extraccion y transformacién de ACL

empleando hongos filamentos con actividad clorogenato hidrolasa cultivados en medio sélido



para lo cual se utilizaron cepas de Aspergillus. Se obtuvo la relacion longitud/didmetro de las
hifas, se evalud la actividad clorogenato hidrolasa, se caracterizé la PC cuantificando la
concentracién de acidos hidroxicinamicos (AHC’s) y ACL. Se realizaron analisis cinéticos de
la hidrolisis de ACL en AC y AQ y por ultimo se obtuvieron parametros cinéticos tales como la

constante de Michaelis-Menten y la Vmax.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

El cultivo de café es la principal actividad econémica de més de 4,500 comunidades en
12 Estados de la Republica Mexicana destacando; Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca y
Guerrero, en los cuales se concentran méas del 90% de la produccion nacional, de estas, las
variedades arabicas (Coffea arabica L.) representan el 97% y las robustas (Coffea canephora
P.) el 3%, esta Ultima se destina principalmente a la industria del café soluble. Durante el 2018
las zonas cafetaleras abarcaron 712 mil hectareas. México es el onceavo productor mundial de

café. (SIAP, 2019)

2.1 PULPA DE CAFE

La PC es un importante residuo rico en azlcares y pectina, que se ha convertido en un serio
problema por los grandes volumenes que se producen, provocando contaminacion por su alta
demanda bioquimica de oxigeno y su rapida fermentacion. Si se deposita sin tratamiento sobre
terrenos o es vertida a los rios, produce malos olores, fauna indeseable y eutroficacion. La
composicion quimica de la PC varia de acuerdo con distintos factores como la variedad del
cultivo, la composicién del suelo de cultivo, la etapa de madurez del fruto y las préacticas y

tratamientos aplicados (Torres-Mancera, 2013).

2.1.2 USOS DE LA PULPA DE CAFE
Los usos mas comunes de la PC incluyen su uso como fertilizante, alimento animal o

composta, otros usos de la PC son la produccién lombricomposta, aminoacidos, cultivo de
hongos comestibles, produccion de pectin-esterasa y poligalacturonasa, produccion de biogas,

bio-pesticidas y pro-bidticos (Martinez-Carrera et al., 2000). Por medio de estas aplicaciones se



aprovecha solo una fraccién de la PC, por esta razon es necesario buscar alternativas de uso de

este subproducto (Murthy, el al., 2012). En la Tabla 2.1 se sefialan algunos de los usos

tradicionales de la PC.

Tabla 2.1 Usos tradicionales de la pulpa de café

Producto

Referencias

Biogéas
Fertilizante organico

Setas: la pulpa fermentada y secada puede ser sustrato
para el cultivo de setas

Extraccion de proteinas

Bebidas alcohdlicas y refrescante

Mucilago del café

Melaza

Pulpa de café en alimentos rumiantes.

enzimas (a- amilasas, xilasas, pectinasa, lacasa, tanasa,
clorogenato hidrolasa.

Rajkumar Rathinavelu, et al.,
2000

Bressani y Braham, 1980 Molina
etal., 1990

Boccas et al., 1994

Molina et al.., 1990

Raikumar. Rathinavelu, et.al.,
2000

Rajkumar Rathinavelu, et al.,
2000

Molina et al., 1990

Molina et al., 1990

Molina et al., 1990

Como parte de los nuevos usos de la PC se encuentra la extraccion de compuestos

fenolicos y AHs, en la Tabla 2.2 se muestran los usos de compuesto extraidos de la PC.



Tabla 2.2 Usos de compuestos extraidos de la pulpa de café

Compuesto Aplicaciones Referencias
Acido 1. Estandares para la Sigma-Aldrich, 2018
Clorogénico industria farmacéutica.
2. Reduccion de la
respuesta temprana de Van- Dijk et al., 2009

glucosa e insulina en test
de tolerancia a la glucosa

oral, (OGTT). Chaves-Ulate et al., 2018
3. Antioxidante.

4. Biotransformacion a éster

fenetilico del acido Rodriguez-Duran, 2016
cafeico (CAPE)
Acido Cafeico 1. Propiedades Van- Dijk et al., 2009

antioxidantes.

2. Biotransformacion a Rodriguez-Duran, 2016

CAPE.
Acido Quinico 1. Antioxidante Chaves-Ulate et al., 2018
2. Astringente Chaves-Ulate et al., 2018

2.1.3. COMPOSICION DE LA PULPA DE CAFE

La PC contiene una concentracion importante de compuestos fendlicos. Como ACL y
AHs, como son, &cido cafeico (AC), acido quinico (AQ) y é&cido ferulico (AF), el ACL es un

conjugado de AC y AQ. En la Tabla 2.3 se sefiala la composicion de la pulpa de café.



Tabla 2.3 Composicion de la pulpa de café

Compuesto Concentracion Referencias
(%)
Fibra 33-40 Adams y Ghaly, 2007
Taninos 1.80-8.56 Bressani y Braham, 1980
AzUlcares 14.4-27 Adams y Ghaly, 2007
Fructosa 10-15 Adams y Ghaly, 2007; Antier et al., 199
Sacarosa 2.8-3.2
Galactosa 1.9-24
Pectinas 6.5-12.4 Bressani y Braham, 1980 ; Antier et al., 1993
Lignina 12.2-21.5 Bressani y Braham, 1980; Molina et al., 1990
Celulosa 17.7-25.3 Bressani y Braham, 1980; Pefialoza et al.,1985.
Hemicelulosa 2.3-3.2 Bressani y Braham, 1980; Molina et al., 1990
Acido 0.23-2.6 Murthy et al., 2012; Rodriguez-Duran et al., 2014)
Clorogénico
Acido Cafeico 0.17-0.31 Benoit et al., 2006; Labat et al., 2000; Torres-
Mancera et al., 2011
Acido Ferulico 0.01-0.024 Benoit et al., 2006; Labat et al., 2000; Torres-
Mancera et al., 2011
Acido p- 0.08 Benoit et al., 2006; Labat et al., 2000; Torres-
cumarico Mancera et al., 2011
AHC totales 0.298-1.6 Rodriguez- Duran 2016

2.1.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos como su nombre lo indica se derivan de un compuesto
aromatico simple, fenol. Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en las plantas
y estan involucrados en los sistemas de proteccidn contra la invasion de insectos, bacterias,
hongos y virus (Friedman y Jurgens, 2000); son compuestos que poseen en su estructura un
anillo benceénico sustituido por al menos un grupo hidroxilo (OH) (Figura 2.1). Los compuestos

que presentan varios grupos hidroxilo se les denomina polifenoles (Waterman y Mole, 1994).



OH
Figura 2.1 Esquema de fenol

Los compuestos fendlicos se clasifican en base al nimero de anillos presentes en su
estructura. Los compuestos fenolicos sintetizados por la ruta del acido shikimico, como son los
AHCs (Cg-C3) al unirse por un enlace éster al AQ dan lugar a la familia de los ACL (Torres-
Mancera, 2013). En la Tabla 2.4 podemos observar la clasificacion de compuestos fendlicos

segun su namero de carbonos (Crozier et al., 2006; Baqueiro-Pefia, 2010).

Tabla 2.4 Clasificacion de compuestos fendlicos

Estructura Clase

Ce Fenoles simples

Ce-C1 Acidos fenolicos y compuesto afines
Cs-Co Acetofenonas y acidos fenil acéticos
Ce-Cs Acidos cinamicos y compuestos afines
Cs-Cs Cumarinas y afines

C6-C3-Cs Flavonoides y a fines

C6-C3-C6 Antocianidinas y compuestos afines
C6-C1-C6-Ce-C2-Cs Benzofenonas, Xantonas y Stilbenos
Cs-C10-C14 Quinonas

Cis Betacianinas

Lignanos, Neolignanos Dimeros u Oligémeros

Lignina (C30) Polimeros

Taninos (C14-C14) Oligémeros o Polimeros

Flobafenos (C 28) Polimeros




Crozier et al., 2006; Baqueiro-Pefia, 2010

2.1.5 COMPUESTOS HIDROXICINAMICOS
Los acidos hidroxicinamicos pertenecen al grupo de los compuestos fenolicos no

flavonoides. Su estructura consiste en un anillo bencénico asociado a una cadena de tres

carbonos de estructura C6-C3 (Andersen y Markham, 2006)

Los AHs derivan del &cido cinamico, dentro de los mas comunes se encuentran el AF,
AC, Ap-C, AQ, acido sinapinico (Figura 2.2), son los compuestos centrales en la biosintesis de

los polifenoles.

0 0 Sustituyentes

Acido cinamico C3 C4 C5

OCHs
A H OH H p-cumarico
Hidrolisis OH OH H cafeico
7 del enlace éster o)
OCHs  OH H ferdlico
OCH3 OH  OCH3 sinapinico

Metil derivado

del 4cido cinamico .o . . ) P .
5 5 Acido ferilico Acido caféico Acido p-cumdrico

Figura 2.2 Principales acidos hidroxicinamicos (Ardensen y Markham, 2016)

La via del &cido shikimico parte de la fenilalanina, la cual ingresa a la via del acido
propenoico y es convertida en &cido trans cinamico por una enzima amonio liasa, seguido de la
hidroxilacién de la posicion 4 del anillo aromaético, lo que da lugar al &cido 4-hidroxicinamico
0 p-cumarico. Una posterior hidroxilacion de la posicién 3 del anillo aromatico forma el acido
caféico y la subsecuente o-metilacién permite la formacién del acido ferdlico (Rechner et al.,
2001). Figura 2.3 se muestra la representacion de la via de transformacion de los principales

AHs (Torres- Mancera, 2013).
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Figura 2.1 Representacion de la via de transformacion de los principales acidos
hidroxicinamicos (Torres-Mancera, 2013)

2.1.6 ACIDO CLOROGENICO
El &cido 5-o-cafeoilquinico, frecuentemente conocido como ACL se encuentra

distribuido en las hojas de mate y en granos de café (Crozier et al., 2006). EI ACL es un



conjugado de AC y AQ (Figura 2.4). ElI ACL es el acido fendlico mas abundante presente en la
PC, estd en una proporcion de 2.3 a 26 g /kg de PC base seca (BS) (Murthy et al., 2012; Ramirez-
Velazco et al., 2016; Rodriguez-Duran, 2016), y representa entre el 51% y el 91 % de los AHs
totales presentes en la PC (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a;
Clifford y Ramirez-Martinez, 1991b; Ramirez-Coronel et al., 2004; Ramirez-Coronel et al.,

2007, Rodriguez-Duran 2016).

Acido clorogénico

H
ﬁ 0—C—CH=—CH OH
HO—¢C
nnOH .

o /
; on .
Acido quinico Acido caféico
Figura 2.2 Acido clorogénico (éster de los acidos quinico y cafeico) x|(Torres-Mancera,
2013)

El ACL es un compuesto polifendlico y presenta actividad antioxidante, antidiabética,
antihiperglucémica, antiestrés, antiviral, anticarcinogénica, y antiinflamatoria; es usado en la
producciéon de quimicos para consumo humano, industria alimentaria, aditivos en cosméticos,
asi como modificador del sabor e inhibidor de la glucosa-6-fosfatasa (Solis y Herrera, 2005). Su
precio en el mercado es de aproximadamente $16 000/kg, y es extraido con disolventes
organicos a partir de granos de café verde con una pureza >95% (Torres-Mancera, 2013). Un
analisis econdmico realizado muestra que las utilidades que se pueden obtener por tonelada de
PC procesado para la obtencion de compuestos fendlicos pueden alcanzar cerca de los $45

000/ton. EI ACL representaria el 84.3% de las utilidades, seguido del AC con un 5.9% y el AF

con un 2.3%. Por lo que resulta de interés la extraccion del ACL, un producto de alto valor
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agregado de un residuo de bajo valor como es la PC (Torres-Mancera, 2013). La extraccion con
solventes es el método convencional para la obtencidn de estos compuestos, pero este proceso
causa contaminacién por lo anterior es de especial interés encontrar enzimas que permitan
obtener ACL, este puede ser biotransformado de manera amigable con el medio ambiente por
hongos y bacterias. La enzima clorogenato hidrolasa es la responsable de romper el enlace éster

entre el AC y el AQ (Figura 2.5), aumentando la biodisponibilidad de estos compuestos (Adachi

et al., 2008).
Clorogenato OH
hldrolasa o) HO,, -~
HO 2 +
E _
:©/VLL /Ow/ _E WOH HO@(H
OH
HO ©
Acido clorogénico (ACL) Acido Cafeico (AC) Acido quinico (AQ)

Figura 2.3 Hidrolisis enzimética de acido clorogénico, para su disociacion en acido cafeico y
acido quinico (Rodriguez-Duran, 2016)

2.2 ENZIMAS CAPACES DE HIDROLIZAR ACIDO CLOROGENICO

Debido a que la extraccién de AHs y sus derivados requiere la utilizacion de solventes
organicos contaminantes, en los Gltimos afios la comunidad cientifica se ha interesado en
obtener ACL y sus derivados por via enzimatica. Las feruloil esterasas (FE; EC 3.1.1.73) y
clorogenato hidrolasa (CH; EC 3.1.1.42) son carboxil-éster hidrolasas capaces de liberar &cidos

fendlicos.

2.2.1 CLOROGENATO HIDROLASAS
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La clorogenato hidrolasa (EC 3.1.1.42) (CH) es una enzima que hidroliza el acido ACL
para disociarlo en AC y AQ. Esta enzima también actia (lentamente) sobre otros acidos
cafeoilquinicos (Mateos et al., 2009; Rodriguez-Duran, 2016). Schobel y Pollmann (1980)
aislaron y caracterizaron por primera vez una esterasa especifica capaz de hidrolizar el ACL a
partir de una pectinasa comercial de A. niger. Ellos también probaron distintos sustratos y
demostraron que la enzima fue inactiva sobre acetiltiocolina, butirato de etilo, butirato de metilo,

acetato de 1- naftilo, acetato de 2-naftilo, etil éster de acido DL-p-amigdalico y aceite de girasol.

Asther et al., (2005) purificaron y caracterizaron dos esterasas producidas por A. niger
en un cultivo liquido usando pulpa de remolacha azucarera como fuente de carbono e inductor
y encontraron que una de las enzimas tuvo actividad sobre ACL y sobre ésteres de AHs (ferulato
de metilo, cafeato de metilo, p-cumarato de metilo y sinapato de metilo), por lo que fue
identificada como una feruloil esterasa. La otra enzima solo fue activa sobre ACL, por lo que
fue identificada como clorogenato hidrolasa. Posteriormente, el gen que codifica para esta

proteina fue clonado y sobre expresado (Benoit et al., 2007).

En cepas de Aspergillus la produccién de CH es inducida al usar salvado de trigo en
fermentacion en medio sélido (FMS), (8 dias) y al usar pulpa de remolacha azucarera (Adachi
et al., 2008) en medio liquido (11 dias). La pulpa de café al ser impregnada con medio Czapek
también promueve la induccién de la CH. Schobel y Pollmann en 1980 y Barde y Dubourdie en
1998 aislaron una CH (EC 3.1.1.42) de un extracto enzimético pectinolitico producido por A.

niger.

La CH se expresa generalmente con muy bajos titulos de actividad en cepas silvestres.

Por ejemplo, se han obtenido actividades de 0.02 a 0.03 U/mL para A. niger y A. sojae en cultivo

12



liquido (Asther et al., 2005; Adachi et al., 2008) y de 0.13 a 1.2 U/g de soporte para A. japonicus
y A. ochraceus en FMS (Okamura y Watanabe, 1982; Ramirez et al., 2008). Por otro lado,
usando una cepa modificada de A. niger se han obtenido titulos de hasta 8.4 U/mL (Benoit et

al., 2007).

2.2.2. FERULOIL ESTERASAS

Las feruloil esterasas (E.C 3.1.1.73) (FE) catalizan la hidrolisis del enlace éster entre
polisacaridos de la pared celular de las plantas y acidos fenélicos (Pandey et al., 2000; Ramirez-
Velazco, 2016; Rodriguez-Duran, 2016). Las FE se clasifican en cuatro tipos (A, B, Cy D), con
base en su secuencia primaria y su capacidad de hidrolizar cuatro-metil esteres de AHs (Crepin
et al.,, 2004). Las FE tipo A muestran una mayor especificidad por los esteres de AHs
metoxilados (ferulato de metilo y sinapato de metilo), mientras que las FE tipo B tienen mayor
afinidad por los esteres de AHs hidroxilados (cafeato de metilo y p-cumarato de metilo). Las FE
tipo C y D son inespecificas ya que hidrolizan los cuatro sustratos de manera indistinta. En la

Tabla 2.5 se muestran algunos valores de Km Y Vmax para CH aisladas de cepas de A. niger.

Tabla 2.5 Constantes cinéticas de las clorogenato hidrolasas en presencia de acido

clorogeénico
Microorganismos Km V max Referencia
0.7 mM Shobel-Pollmann, 1980
Aspergillus niger 10 uM 140 nkat/ mg Asther et. al., 2004
6 mM 250 nkat/mg Benoit et. al., 2007
2 mM Negrel et. al., 2016
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Estas enzimas permiten liberar los AHs a partir de productos y subproductos agricolas
como el salvado de trigo, el salvado de maiz, la pulpa de remolacha y la pulpa de café. Esta es
la razon por la que estas enzimas han sido estudiadas con gran interés durante los ultimos afios

(Faulds y Williamson, 1991; Kroon y Williamson, 1999; Torres- Mancera, 2013).

Los hongos filamentos en particular del género Aspergillus, son los principales
productores de FE y CH, estos pueden ser cultivados en sistemas de cultivo sumergido y cultivo
en medio sélido. El sistema en medio sélido tiene una mayor productividad volumétrica, menor
represion catabélica e incluso mayor estabilidad en algunas preparaciones enzimaticas. El precio
en el mercado de ACL, AC y AQ varia dependiendo su grado de pureza algunos ejemplos de

encuentra en la Tabla 2.6

Tabla 2.6 Precios en el mercado de ACL, ACy AQ

Compuesto Cantidad (g) Precio ($) Referencia

Acido clorogénico 1-5 2,000-8,000 Sigma-Aldrich, 2020
(MERCK)

Acido cafeico 1- 5 1,000-2,000 Sigma-Aldrich, 2020
(MERCK)

Acido quinico 25-100 1,500-5,000 Sigma-Aldrich, 2020
(MERCK)

2.3 FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

La FMS es un proceso microbiano que se desarrolla en la superficie y en el interior de

materiales sélidos que tienen la propiedad de absorber y contener agua, con y sin materiales
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solubles (Lonsane et. al., 1985; Viniegra et. al., 1997). Los materiales sélidos pueden ser
biodegradables, por ejemplo, pulpa de café y almidon, o inertes como el poliuretano o agrolita.
El crecimiento de los microorganismos en FMS requiere que éstos crezcan sobre un soporte que
difunda nutrientes, bajo una atmdsfera gaseosa (Viniegra- Gonzalez et al., 2003; Torres-

Mancera, 2013).

La FMS tiene un gran potencial para la produccion de enzimas, principalmente en
aquellos procesos donde el producto crudo de la fermentacién puede ser usado directamente
como fuente de enzimas o alimento. Los principales factores que afectan la sintesis enzimatica
y el crecimiento de los microorganismos en FMS incluyen la seleccion adecuada del sustrato o
soporte inerte, tamafio de particula, espacio inter-particula y area superficial, contenido de
humedad y actividad de agua (aw) del sustrato, humedad relativa de la atmdsfera gaseosa, tipo
y tamafio de inoculo, control de la temperatura durante la fermentacion y remocion del calor
metabolico, tiempo de cultivo, como control en la uniformidad de las condiciones ambientales
durante la fermentacion, velocidad de consumo de oxigeno y velocidad de liberacién de CO;

(Pandey et al., 1999; Torres-Mancera, 2013).

2.4 PARAMETROS CINETICOS DE MICHAELIS- MENTEN Ky Y Vinax

Para la determinacion de pardmetros cinéticos el método méas antiguo consiste en la
determinacion de la velocidad de reaccion y su variacion con respecto a cambios experimentales,
uno de los factores clave que afecta la velocidad de una reaccion es la concentracion de sustrato
presente, y su variacion con respecto al tiempo. El modelo de Michaelis-Menten describe la
velocidad de reaccion de muchas reacciones enzimaticas y requiere de algunas consideraciones.

(Ancheyta-Jorge, 2017).

15



1. A mayores concentraciones de [S], los incrementos de velocidad inicial (Vo) se hacen
menores a medida que la concentracion de sustrato [S] aumenta.
2. Después de una cierta concentracion de sustrato [S], la velocidad inicial (Vo) ya no

aumenta, alcanzando asi su velocidad maxima (Vmax) COMo se muestra en la Figura 2.6.
En 1913 Michaelis-Menten propusieron la expresion que sigue vigente

Ecuacion 2.1 Ecuacion de Michaelis-Menten

__ Vmaxx[S]
" Km+[s]

Donde

Km es la constante de Michaelis
Vmax €S la velocidad méxima y
[S] es la concentracion de sustrato

Para predecir el comportamiento de un sistema enzimatico es necesario determinar V max
y Km, esto puede realizarse midiendo la velocidad inicial de la reaccion en un rango de

concentraciones de sustrato.

La velocidad maxima de reaccion (Vmax) representa la maxima eficiencia catalitica de
cierta cantidad de enzima, cuando V = Vmax todos los sitios activos estan ocupados y no hay

moléculas libres de enzima en este punto la saturacion esta al 100%. Cuando la saturacion esta
al 50 % es decir V = G) Vmax 12 ecuacion de Michaelis-Menten establece que K = [S]. De

esta manera, Ky (con unidades de concentracion) representa la cantidad de sustrato que se
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necesita para saturar la mitad de la enzima disponible y producir la mitad de la velocidad de

reaccion maxima (Ancheyta-Jorge, 2017).

Velocidad Maxima

max

Velocidad
de
Feaccion

S Concentracion
[S] p
Sustrato

Figura 2.4 Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad inicial de una reaccion
catalizada por una enzima (Ancheyta-Jorge, 2017)

2.4.1 ESTIMACION DE PARAMETROS A TRAVES DE MODELOS DE REGRESION LINEAL
La ecuacion de Michaelis-Menten se puede transformar algebraicamente en expresiones

Gtiles para representar los datos, los métodos de linearizacion mas utilizados para el calculo de
Km Y Vmax estan descritos en la (Tabla 2.7), depende de los datos utilizados, pero Hanes-Wolf
representa los datos experimentales de mejor manera pues presenta los valores mas altos de

coeficiente de correlacion (Ancheyta-Jorge, 2017).
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Tabla 2.7 Modelos de regresion lineal para cinéticas con comportamiento de Michaelis-Menten

Método Ecuacién Gréfica
Lineweaver — Burk 1_ ( Km ) <i> ( 1 )
v \Vmax [S] Vmax ~
¥ . Km
YWimax
1
Km\ \\-’#ax
1
[5]
ie — %4
Eadie — Hofstee V = Vimax — Kim <_>
[S]
Hanes — Wolf [S] ( Km ) < 1 )
_— = *
|74 Vmax Vmax
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3.- ANTECEDENTES DIRECTOS EN EL LABORATORIO

El primer trabajo fue realizado por Suzuki-Lopez (1999), quien realizé estudios sobre
el uso de bacteria lacticas para la conservacion de pulpa de café. Evaluo el aislamiento,
caracterizacion y seleccion de bacterias lacticas para la conservacion de pulpa de café por
ensilaje, encontrd 31cepas de bacterias gram positivas en forma de bacilos. En el ensilaje natural
predominan las bacterias lacticas de la microflora epifita dominan la fermentacion vy tienen la
capacidad de crecer en medio con pectina. Posteriormente Gerardo Gutiérrez-Sanchez (2000),
realizé estudios sobre la degradacion de cafeina. Evaluo la degradacion de cafeina en presencia
de &cido tanico por Penicillium commue V33A25, encontrd que degrada el 96 % de cafeina,
utilizo una relacion C/N de 50 usando sacarosa y cafeina, encontrd actividad enzimética cafein
desmetilasa. Barreto-Castro (2001), realizo estudios de utilizacion de pulpa de café. Evalué la
utilizacion de pulpa de café como complemento en dietas para crias de tilapia Oreochromis
niloticus, en la que encontré que después de la quinta semana de alimentacion con pulpa de
café seca y fermentada las crias de tilapia presentaron un mayor crecimiento. Posteriormente
Ruiz-Sanchez (2002), realizd estudios sobre la produccion de esterasas por Aspergillus
awamori. Evaluo la produccion de cafeoil, feruoil y p-cumaroil esterasas por A. awamori NRRL
3112 a partir de diferentes fuentes de carbono, la cafeoil esterasa crece en todos los menos
probados, excepto con xilanato de avena, si el xilanato de avena es mezclado con &cido ferulico,
se producen cafeoil esterasa | y feruloil esterasa. Isaias Nava- Villagdbmez (2003), realizo
estudios de fermentacion de pulpa de café. Evalud la fermentacion de pulpa de café con

Penicilium commune a nivel laboratorio y semi-piloto. A nivel laboratorio las condiciones
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fueron humedad inicial 65 %, concentracién de inoculo 1x107 esporas/g MS, temperatura 25
°C, con estas condiciones a nivel semi piloto se evitaron problemas de contaminacion en el que
se observd una alcalinizacion del medio sugiriendo asi la degradacion de la cafeina, En 2006
publicé un articulo en el que Realizo estudios a nivel planta piloto en un reactor de listones
helicoidales sobre pulpa de café (PC) en fermentacion en medio solido, para la evaluacion del
efecto de la duracion de tratamiento térmico en PC y el efecto de la temperatura de incubacion
en el rendimiento de produccion de esporas de Penicillium commue. Posteriormente en 2011
publicd un articulo en el que evalud la produccion de enzima pectilesterasa, crecimiento y el
efecto que el mezclado tiene en reactores a nivel planta piloto, determinando que no existe
diferencia significativa en el crecimiento y la produccién de enzimas y que el mezclado suave

no dafia el micelio del hongo.

Arellano-Gonzalez (2009), realiz6 estudios sobre el efecto antioxidante en la pulpa de
café. Evalud la estimacion de la capacidad antioxidante de acidos hidroxicindmicos obtenidos
de la pulpa de café, en el compara la capacidad antioxidante de la PC fermentada y la PC no
fermentada concluyo que los extractos de la PC fermentada presentan una mejor actividad
antioxidante a pesar de que contiene menor cantidad de compuestos fendlicos, el contenidos de
polifenoles es mayor en la PC no fermentada, la PC fermentada presenta una mayor
concentracién de polifenoles libres debido a la accion enzimatica. En 2011 publico un articulo,
en el que resalta los resultados obtenidos. Posteriormente Pérez-Morales (2008), realiz6 estudios
de la produccion de enzimas en pulpa de café002C Evalud la produccién de enzimas tipo feruloil
esterasa por fermentacién en medio solido en la pulpa de café. Las condiciones Optimas de

extraccion fueron 34 miny a 56 °Cy logro obtener 77.1 mg de ACL, 9.08 mg de AC, 3.10 mg
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de Ap-Cy 2.74 mg de AF por Kg de PC seca, midio la actividad enzimatica la cual fue de 12
nkatal /g MS y una productividad de 7 nkatal/ g MS en 36 dias. También realizo un articulo en
el afio 2011 en el que se resaltan los resultados antes mencionados. Posteriormente Baqueiro-
Pefa (2010), realizo estudios sobre la biotransformacion de acidos hidroxicindmicos por hongos
del género Aspergillus. Encontrd que en sustrato solido el proceso de biotransformacion de AF
a 4-vinilguayacol es casi el doble en comparacion con la fermentacion en medio sélido. En el
caso de la biotransformacion de ACL en cultivo liquido encontrd que una cepa de A. niger
produce 400 mg/l de AC y 24 mg/l de &cido protocatecoico. Publico un articulo en el afio 2010
en el que resalta los resultados antes mencionados. Torres-Mancera (2013), presento un articulo
basado en la extraccién enzimatica de &cidos hidroxicindmicos a partir de pulpa de café.
Posteriormente en 2013, realizé estudios para la obtencion de &cido clorogénico. Evalué la
obtencion de &cido clorogénico de la pulpa de café a partir de extractos enzimaticos producidos
por fermentacion en medio sélido. Encontré que las cepas Risopus pusillus y Trametes sp.
Presentan la mayor capacidad para extraer ACL por FMS, determino la presencia de la actividad
pectinolitica y xilanolitica, determino que tienen efecto importante en la extraccién de ACL, por
altimo determino que el extracto enzimatico crudo de R. pusillus producido por FMS alcanzo
rendimientos del 69 %. En 2013 publico un articulo en que resalta los resultados descritos
anteriormente. Rodriguez- Duran (2016)| realizo6 estudios de bioprocesos usando cepas de
Aspergillus para obtener el grado de doctorado sobre extraccion, purificacion y transformacion
enzimatica de acido clorogénico en pulpa de café, esto por medio de extractos enzimaticos
producidos por cepas de Aspergillus. Determino que existe una mayor concentracion de acidos
hidroxicinamicos en PC obtenida de los frutos semimaduros. Por medio de una extraccion

asistida por microondas recupero el 71.6 %, con una pureza de 61.7 % Yy rendimiento de 43.4
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%, probo distintas metodologias para la sintesis de CAPE catalizadas por enzimas comerciales
y extractos enzimaticos producidos por FMS, concluyendo que se puede extraer, purificar y
transformar ACL extraido de la PC para la obtencion de compuestos de alto valor agregado

como CAPE.
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4.-JUSTIFICACION

México es un importante productor a nivel mundial de café. La generacion de PC es de
alrededor de 100 mil toneladas base seca por afio, lo que representa un importante problema de
contaminacion si no se trata adecuadamente. Se pretende que estos residuos sean tratados
mediante procesos biotecnoldgicos para evitar problemas ambientales y obtener compuestos de
alto valor agregado. Por lo que para contrarrestar este problema se propone la obtencion de
productos de alto valor agregado a partir de esta PC, como el ACL, AC y AQ cuyos valores en
el mercado van de $2,000-8,000/1-5 g, $1,000-2,000 /1-5 g y $1,500-5,000/ 25-100 g

respectivamente. Esta accion podria ayudar al desarrollo de la cafeticultura en nuestro pais.

5.- HIPOTESIS

Los hongos filamentosos aislados del cultivo de café podrian tener actividad clorogenato

hidrolasa e hidrolizar el ACL en AC y AQ.
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6.- OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar estrategias para la extraccion y transformacion de ACL empleando hongos

filamentos con actividad clorogenato hidrolasa cultivados en medio solido.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluacién de cepas flngicas con actividad clorogenato hidrolasa a partir de cepas
aisladas del cultivo del café.

2. Caracterizar morfoldgicamente las cepas seleccionadas.

3. Producir enzimas con actividad clorogenato hidrolasa empleando hongos filamentosos
cultivados en medio solido.

4. Obtener un extracto enzimatico y realizar el andlisis cinético de la hidrolisis del &cido
clorogeénico en &cido cafeico y acido quinico.

5. Estimar los parametros cinéticos Km Y Vmax para cada una de las cepas aisladas.
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7.- MATERIALES Y METODOS

7.1 ORIGEN DE CEPAS

Se utilizaron 8 cepas de hongos filamentosos, del género de Aspergillus, 2 cepas aisladas
de café y que pertenecen a la coleccion del proyecto Angélica (ANR - CONACYT (FONCICYT
259874), y el resto al cepario de la Planta Piloto 4, todas de la Universidad Autdnoma

metropolitana (UAM-I). En la Tabla 7.1 se muestran el nombre y origen de cada una de ellas.

Tabla 7.1 Origen de cepas utilizadas

Cepa Origen
Aspergillus niger GH1 Hojas de gobernadora
Aspergillus niger PSH Hojas de pino silvestre
Aspergillus niger HT4 Tronco de eucalipto

Aspergillus tamarii V12307 Plantacion de café

Aspergillus oryzae 2094 Salsa de soya

Aspergillus japonicus AN5  Suelo cercano a un eucalipto
Aspergillus niger CBR16-4 Cultivo café Robusta, Veracruz
Aspergillus niger CBA16-6 Cultivo café Arabica, Veracruz

7.2 PROPAGACION Y CONSERVACION DE CEPAS

Las cepas se propagaron en Agar Papa Dextrosa (BD Bioxon ®), en matraces de 250
mL, se incubaron durante 7 dias a 30 °C. Para su conservacion se realizaron dos metodologias
una a corto plazo y una a largo plazo. Para ambos procedimientos se propagaron las cepas de la
forma descrita anteriormente se cosecharon esporas con 20 mL de Tween 80 al 0.1 %, para la
conservacion a largo plazo se utiliz6 la crioconservacion, en crioviales se colocaron 0.5 mL de

glicerol y 0.5 mL de caldo Czapek (BD Bioxon ®) se esterilizaron en condiciones estandar

25



(121°C, 15 psi por 15 min), y se inocularon con 1 mL de solucion de conidios, por ultimo se
preservaron a -18 °C. Para la conservacion a corto plazo se propagaron las cepas en cajas de
Petri incubadas a 30 °C por 7 dias. Una vez transcurrido el tiempo se cortaron cuadros de 1 x 1
cm con un bisturi estéril y se colocd un cuadrito en un vial de 5 mL que contenia 3 mL de agua

destilada estéril, y se conservarona 4 °C. u

7.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CEPAS FUNGICAS

Para la evaluacion macroscopica, primero se prepardO PDA, se esterilizd y vertié en
placas de Petri, posteriormente se inocularon con una concentracion de 1 x 102 conidios por mL
(ANEXO 1), para la observacion de caracteristicas fenotipicas para cada una de las cepas

evaluadas.

Para cada cepa a evaluar, A. niger GH1, A. niger PSH, A. niger HT4, A. tamarii V12307,
A. oryzae 2094, A. japonicus AN5, y las dos cepas recientemente aisladas de los cultivos de
café, A. niger CBR 16-4 aislado de Coffea canephora y CBA16-6 aislado del Coffea arabica.
Se realizaron microcultivos, para lo cual se tom6 una caja Petri con PDA en condiciones
estériles, con un bisturi (estéril) se cortaron cuadros de aproximadamente 1 cm de lado y se
colocaron 4 cuadros en cada caja de Petri. Sobre cada cuadro de agar se colocaron 15 L de
suspension de conidios con una concentracion de 1x108 conidios por mL (ANEXO 1). Los
analisis se hicieron para corroborar que se trataba de cepas se aspergillus, los datos obtenidos
pueden ser utilizados en anélisis posteriores, y determinar qué tipo de cultivos deben ser
utilizados. Posteriormente se colocd un cubreobjetos a cada cuadro de agar, las cajas de Petri se
incubaron a 30 °C durante 72 horas, pasado este tiempo se retiraron los cubreobjetos y se

colocaron en un portaobjetos con una solucién de azul de lactofenol y alcohol etilico 1:1 (v:v)
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(ANEXO 2). Las preparaciones se observaron al microscopio y se tomaron microfotografias,
con ayuda del software AmScope (84x). Posteriormente las imagenes se analizaron con software
Image J tomando como referencia de calibracion la distancia entre los cuadros de la region
central de la camara de Neubauer (50 um de distancia lineal). Lo anterior se hizo para determinar
las caracteristicas microscopicas como tamafio, longitud y diametro de hifa, asi como identificar

si se trata de un hongo septado o no.

7.4 SELECCION DE CEPAS FUNGICAS QUE PRODUCEN CLOROGENATO HIDROLASA

Se evaluaron dos cepas de A. niger, ambas aisladas del cultivo de café, A. niger CBA16-
6 y CBR16-4, se utiliz6 un control positivo A. tamarii V12307 y un control negativo Beauveria
bassiana. Las cepas se inocularon en placas con medio Asther modificado, compuesto por (en
g/L): Tartrato de diamonio, 1.842: extracto de levadura, 0.5; KH2PO4, 0.2; CaCl,-2H,0, 0.0132;
MgSO4-7H20, 0.5; extracto de café verde con ACL como fuente de carbono, 15; y agar 15; Se
incub6 a 30 °C durante 3 dias, en este periodo se midi6 el crecimiento radial cada 24 horas. A
los tres dias de incubacion se retiraron dos cajas de Petri de cada cepa y se agregaron 2.5 mL de
NH4OH al 28%, se agité durante 30 segundos y se elimind el exceso de solucion, cada caja de
Petri se mantuvo a temperatura ambiente en la campana de extraccion de disolventes y después
de dos horas se midieron los halos de inhibicion y el indice de potencia (Rodriguez-Duran,

2016).

Ecuacion 7.1 indice de potencia

_Dh

IP = —
Dc
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Donde:
IP es el indice de potencia
Dh es el diametro del halo de aclaramiento debido a la hidrolisis de ACL

Dc es el didametro de la colonia.

7.5 CARACTERIZACION DE PULPA DE CAFE
Se selecciond el fruto semimaduro de dos variedades de café, Coffea arabica variedad

Costa Rica sembrado fuera de Planta piloto 4 y Coffea arabica originario de Chiapas, se lavo
con abundante agua y posteriormente se despulpé con una despulpadora manual. Se sec6 por 72
h en un secador de charolas con corriente de aire forzado a una temperatura de 40 °C. Una vez
seco se molid y se tamizd con malla N°20 y se utilizd la PC tamizada que salié directamente

del tamiz, y posteriormente se realiz6 la extraccion de AHs solubles e insolubles.

7.5.1 EXTRACCION DE ACIDOS FENOLICOS

Una de las aplicaciones mas atractivas para el aprovechamiento de la PC consiste en la

extraccion de compuestos fenolicos, debido a su alto valor comercial

7.5.1.1 EXTRACCION DE ACIDOS HIDROXICINAMICOS SOLUBLES.

Se pesaron 2 g de PC seca en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se extrajo con 20 mL
de hexano, se colocé en un shaker durante 30 min a 30 °C y se agito a 150 rpm, la fase organica
fue desechada y el procedimiento se repito 2 veces mas, posteriormente se extrajo con 20 mL
de metanol acuoso (80% v/v + 1% de &cido acético) para lo cual se colocd en un shaker a 150

rpm una temperatura de 55 °C por 35 min y posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante
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30 min. El sobrenadante se filtré a través de membranas de celulosa regenerada con un tamafio

de poro de 0.22 um, para su posterior analisis por HPLC.

7.5.1.2 EXTRACCION DE ACIDOS HIDROXICINAMICOS INSOLUBLES

Para la extraccion de AHs insolubles se realizaron los dos primeros pasos descritos para
la extraccion de AHs solubles. Posteriormente se tomo la PC a la que se le realizaron las
extracciones anteriores y se hidrolizé con 20 mL de NaOH a una concentracion 2.0 M con
EDTA (10 mM) y &cido ascorbico (1% p/v) en proporcion 1:1:1(v:v:v). La muestra se incubo a
40 °C durante 4 h con una agitacion de 150 rpm, el pH se ajusté a 3 £ 0.1 con una solucion de
6 M de HCI. La mezcla se filtro a través de un filtro de vidrio sinterizado del nimero 2, el
residuo fue recuperado y posteriormente se extrajo con 10 mL de agua destilada, se mezclaron
los extractos y se filtraron a través de membranas de celulosa regenerada de 0.22 um.
Finalmente, las muestras fueron analizados por HPLC; cada analisis de realiz6 por triplicado,

los extractos se conservaron a -18 °C.

7.6 CUANTIFICACION DE AHs POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC).

Para la cuantificacion de ACL y de AHs obtenidos en la extracciébn metandlica e
hidrélisis alcalina, se realizd una curva de calibracién con estandares internos de cada
compuesto (ACL, AC, Ap-C y AF). Para lo cual se realizo la preparacion de una solucion madre
con una concentracion 0.5 g/L y se realizaron diluciones para tener una curva de calibracion con
concentraciones de 0.025 g/L a 0.5 g/L. El anélisis fue realizado por medio de un sistema HPLC
Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), con una bomba LC-20AT, una

unidad desgasificadora DGU-20AS, un automuestrador SIL-20A HT, un detector de arreglo de
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diodos (PDA) SPD-M20A y un horno CTO-20A, con una columna Thermo Scientific C-18 (250
X 4.6mm x 5um). Para el andlisis se utiliz6 un método isocratico con una fase movil compuesta
por metanol, acido acético y agua (35, 1.25 y 63,75 % v/v, respectivamente) a un flujo de 1
mL/min durante 15 minutos, a una longitud de onda de 320 nm (Rodriguez- Duran, 2016).
7.7 FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO PRODUCCION DE EXTRACTO ENZIMATICO
7.7.1 SOPORTE SOLIDO PULPA DE CAFE

Para la fermentacion en medio solido se desarrollaron dos condiciones una con PC como
soporte y sustrato (condicion 1) y otra con PC como soporte adicionada de glucosa (condicién
2). Para ambas condiciones se utilizaron 10 unidades experimentales (columnas de vidrio); en
cada una de ellas se colocaron 7.5 g de PC, seca, tamizada (malla 12-16), la PC fue sometida a
un tratamiento térmico colocandola en una atmosfera de vapor a ebullicion durante 15 min. La
humedad se ajusté al 60% agregando agua destilada e indculo para la condicion 1 PC sin
glucosa. Para la condicion 2 PC con glucosa la humedad se ajusté con indculo y medio de cultivo
compuesto por (g/L): Glucosa, 5.5; KH2PO4,0.2; MgSO4-7 H20, 0.5; CaCl,-2 H,0, 0.0132; para
ambas condiciones se colocéd un indculo de 2x107 esporas/g materia seca. Posteriormente se

incub6 a 30 °C por 60y 72 h a un flujo de aire de 20 mL/min se tomaron muestras cada 12 h.

7.7.2 SOPORTE SOLIDO AGROLITA

Para la fermentacion en medio sélido usando agrolita como soporte, esta se lavd con
agua caliente y agua fria posteriormente se secd, se tamizd (malla 12-16) y esterilizdé bajo
condiciones convencionales, se colocaron 60 g de agrolita en un vaso de precipitados de 500
mL, se agregé medio Asther modificado con la siguiente composicién (g/L): tartrato de

diamonio, 3.68; extracto de levadura, 1; KH2POg, 0.4; CaCl,*2H20, 0.0264; MgSQO4+7H;0, 1;
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maltosa, 4.0; y extracto de café verde, 30.0. Se inocul6 con 1x107 esporas /mL, posteriormente
se puso en columnas de vidrio esterilizadas, con 7.5 g de agrolita ya preparada y se incubd
durante 48 h a 30 °C con una aireacion de 20 mL aire/min, el proceso se muestreo cada 12 h en
un ensayo preliminar, posteriormente la fermentacion solo se incubd durante 12 y 24 h

(Rodriguez- Duran, 2016).

7.8 EXTRACTO EZIMATICO

Para la produccién de extracto enzimatico se tomo cada muestra de las fermentaciones
antes mencionadas. Se prepararon 5 g de materia fermentada en un tubo Falcon y se agregaron
12.5 mL de buffer de fosfatos a un pH 6.5, la muestra se agité por 4 min en un Vortéx y se
decant6 el sobrenadante el cual se centrifugd a 3500 rpm por 20 min y por ultimo se filtré por

membranas de celulosa regenerada de 0.22 vy se analizé por HPLC.

7.9 REACCION ENZIMATICA

Las reacciones enzimaticas se realizaron en dos etapas, para la primera etapa se prepar6
una solucién de ACL 5 mM, se colocaron 900 uL de esta solucion en tubos de vidrio y se
preincubaron por 5 min a 37 °C transcurrido este tiempo se agregaron 100 pL de extracto
enzimatico y se dejé reaccionar deteniendo la reaccion con 1 mL de metanol a 0, 10, 20, 30, 40,
50 y 60 minutos. El proceso descrito se aplico para cada tiempo de fermentacion 12, 24, 36 y

48 h para cada una de las cepas.
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Para la segunda etapa, se tomo el tiempo de mayor actividad medida a 60 min de
reaccion, con un extracto enzimatico obtenido con un cultivo en medio sélido incubado 12 y 24

h, asimismo se vario la concentracién de sustrato (ACL) 0.001-28 mM.

7.9.1 ANALISIS ESTADISTICO

Para la caracterizacion morfoldgica de cepas fangicas se tomo en cuenta el criterio de
datos atipicos u Outliers, datos atipicos del 10% considerando la distribucion de las muestras.

El andlisis estadistico se realizé con Excel.

Para el modelo logistico del comportamiento de microorganismos, y la determinacion

de los parametros cinéticos se utilizé el Excel.

8.- RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CEPAS FUNGICAS

Se realizaron micro cultivos para las 8 cepas evaluadas todas del género Aspergillus
esto con el fin de caracterizar longitud y diametro de la hifa para cada una de las cepas, se

tomaron imégenes las cuales se muestran a continuacion.

Las Figuras 8.1 muestra un conidiéforo de la cepa A. japonicus AN5, la Figura 8.2

muestra las hifas y septos captados para la cepa de A. niger GH1, con estas imagenes se realizé
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la medicion de longitud y didametro de cada hifa para las cepas evaluadas, las mediciones se
realizaron con el software image J, se grafico los datos para cada una de las cepas en las que se

muestra el comportamiento de la longitud y didmetro de la hifa.

Figura 8.1 A) A. niger a) microconidios; b) fidlides; c) vesiculas; d) Conidioforo. B) A.
japonicus AN5, 72 h de incubacion

Figura 8.2) Estructuras de las hifas A. niger CH1 a 72 h de cultivo.

Las 8 cepas fueron evaluadas y se seleccionaron los datos de menor y mayor relacion

L/D, los datos completos se describen en el ANEXO 3
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Los graficos muestran el comportamiento de los datos, con el fin de disminuir la

dispersion de los datos y reflejar de manera més certera la longitud y diametro de las hifas se

realizé un outlier del 10 %, tal y como se muestra en las figuras 8.3-8.6

Figura 8.3 Datos originales de longitud y diametro de las hifas de A. niger CBA16-6 A)
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Figura 8.4 Mediciones de las hifas de A. niger CBA16-6 A) longitud y B) diametro, (outlier
10%) Cepa con mayor relacion L/D.
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Tabla 8.1 Promedios para cada longitud y diametro de las 8 ce6pas de Aspergillus analizadas.

Cepa Numerode  Promedio Desviacion CV (%) Promedio Desviacion CV (%) L/D
mediciones STD STD
Longitud (um) Diametro (um)

A. japonicus AN5 160 24.69 6.20 25.10 3.84 0.72 18.81 6.42
A. orizae 2094 160 18.97 5.36 28.26 241 0.61 25.23 7.86
A. niger HT4 160 22.71 6.06 26.68 2.54 0.55 24.74 8.95
A. niger GH1 160 40.40 12.18 30.26 4.27 0.82 19.31 9.56
A. niger PSH 160 41.54 11.83 28.47 5.43 1.15 21.26 7.65
A. niger CBR16-4 160 24.87 7.94 31.90 2.68 0.62 22.99 9.29
A. niger CBA16-6 160 28.49 7.69 26.99 2.83 0.67 23.75 10.05
A. tamarii V12307 160 23.72 6.94 29.24 3.90 1.95 24.37 6.09
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La Tabla 8.1 muestra las relaciones L/D obtenidas, la cepa con una relacion L/D més
alta es A. niger CBA 16-6 con un valor de 10.05 y la méas pequefia es para A. tamarii V12307
con un valor de 6.09. Las cepas con una relacion L/D més alta son méas susceptibles a sufrir
dafos en sus estructuras en sistemas en cultivo agitado, Kumar y lonsane (1989) no recomiendan
la agitacion debido al dafio que provoca al micelio, en comparacion con las relaciones mas
pequefia las cuales son mas resistentes al esfuerzo cortante, estos resultados podrian ser de gran

relevancia para la seleccién del tipo de cultivo en medio solido a realizar (agitado o estatico).

El microcultivos es el procedimiento idoneo para la identificacion de estructuras
fungicas, pues permite visualizar al microscopio micelio e hifas, utilizando este método se

obtuvo una estimacion de la relacion longitud y diametro de las hifas para cada cepa evaluada.

8.2 SELECCION DE CEPAS FUNGICAS CON ACTIVIDAD CLOROGENATO HIDROLASA (CH)

Para evaluar el efecto de la CH se usaron las cepas de A. niger CBA16-6 y CBR 16-4 y
se utiliz6 un control positivo A. tamarii V12307 y un control negativo B. bassiana esta Gltima
esta reportado que tiene actividad esterasa y quitanasa sobre broca de café, pero no actividad

clorogenato hidrolasa, (Valdez et. al., 1999; Acufia, et. al., 2017).
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Figura 8.7 B. bassiana (control negativo), crecimiento radial a 3 dias de incubacion a) Placa
incubada, b) Placa después de la adicion de NH4OH al 28 %, c¢) Placa después de la adicién
de NH4OH al 28 % incubada durante 2 h.

La Figura 8.7 muestra que no hubo crecimiento para B. bassiana en medio con ACL
como Unica fuente de carbono, esto era algo que se esperaba pues esta cepa es un hongo
entomopatdgeno utilizado para el control biolégico de plagas, pero no esta reportado que esta

cepa sea capaz de hidrolizar el ACL para crecer y por esta razon fue elegida control negativo.

Como control positivo se considero la cepa de A. tamarii V12307. Estd documentado
que esta cepa tiene la capacidad de hidrolizar el ACL (Rodriguez-Duran, 2016), y también la
capacidad de producir enzimas CH como se muestra en la Figura 8.8 tuvimos crecimientos
positivos y la formacion de halos de hidrélisis al ser revelados con una soluciéon de NH4OH al

28 % (Rodriguez-Duran, 2016).
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Figura 8.8 A. tamarii V12307, crecimiento radial a 3 dias de incubacion a) Placa incubada,
b) Placa después de la adicion de NH4OH al 28 %, c) Placa despues de la adicion de NH,OH
al 28 % incubada durante 2 h.

Se evaluo el efecto CH de A. niger CBA 16-6 y CBR 16-4 cepas recientemente aisladas
del cultivo de café arabica y robusta respectivamente. Las Figuras 8.9 y 8.10 muestran el
crecimiento y los halos de hidrolisis para cada una de las cepas. En la Figura 8.9 se muestra la
cepa de A. niger CBA16-6, esta cepa presentd crecimiento después de 24 h, al ser revelado con
la solucion de NH4OH al 28%, presento halos de hidrolisis, lo que indica que puede ser utilizada

para la produccion de extracto enzimatico con actividad clorogenato hidrolasa.

Las Aa

Figur .9 . niger CBA 16:6, crecimiento radial a 3 dias de incubacion aTP]ééa incubada,
b) Placa después de la adicién de NH4OH al 28 %, c) Placa después de la adicion de NH,OH
al 28 % incubada durante 2 h.
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En la Figura 8.10 se muestra la cepa de A. niger CBR 16-4, esta cepa presenta
crecimiento el cual se observo 24 h después de su inoculacion, al ser revelado con la solucién
de NH4OH al 28% present6 halos de hidrolisis, estos resultados muestran que puede ser

utilizada para la produccion de extracto enzimatico con actividad clorogenato hidrolasa.

Figura 8.10 A. niger CBR 16-4 crecimiento radial a 3 dias de incubacion, a) Placa
incubada, b) Placa después de la adicién de NH4OH al 28 %, c) Placa después de la adicion
de NH4OH al 28 % incubada durante 2 h.

Torres-Mancera, 2013 determino los halos de hidrolisis para cepas de A. tamarii y A.
niger usando como revelador una solucién de Lugol y azul de algodon. Rodriguez-Duran 2016,
reporta la formacion de halos de hidrolisis para cepas de A. niger y A. tamarii usando como
revelador una solucién de NH4OH al 28%, esta técnica de crecimiento radial es una prueba
cualitativa para evaluar la produccion de enzimas con actividad CH, de este modo nos permitio

evaluar las cepas a utilizar para la produccion de un extracto enzimatico.

Se determino el indice de potencia revelando el halo de hidrolisis para cada una de las

cepas evaluadas.
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En la Figura 8.11 se presentan los valores de indice de potencia obtenido para las cepas
evaluadas. El control negativo B. bassiana no presentd crecimiento como se esperaba ya que
es un hongo entomopatégeno, y no posee la capacidad de producir enzimas clorogenato
hidrolasa. La cepa A. niger CBR16-4 tuvo el mayor indice de potencia 1.19 sin embargo es
menor al reportado por Rodriguez-Duran,2016; para cepas de A. niger el cual vade 1.23 a 1.31,
la cepa de A. tamarii es el control positivo present6 un IP de 1.08 el cual es menor al reportado

por Rodriguez-Duran,2016 de 1.20, esto puede deberse a la metodologia utilizada.
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A. tamarii V12307 A. niger CBA16-6 A. niger CBR16-4 Control negativo

Cepa

Nd= no detectado, Control negativo= Beauveria bassiana, n=5
Figura 8.11 indice de potencia para cada cepa evaluada
CRECIMIENTO RADIAL

Se midi6 el crecimiento radial por 72 h para cada cepa evaluada y de esta forma se
determind la velocidad de crecimiento. La Figura 8.12 muestra el crecimiento radial para la cepa

A. niger CBR16-4 el resto de las graficas se encuentran (ANEXO 4),
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Figura 8.12 Crecimiento radial de cepas fungicas (A. niger CBR16-4)

Tabla 8.2 Velocidad de crecimiento radial para las tres cepas de Aspergillus

Cepa Velocidad Error (%) R’
de crecimiento
(cm/h)
A. tamarii V12307 0.043 £ 0.003 6.98 0.96
A. niger CBR16-4 0.049 £+ 0.002 4.24 0.98
A. niger CBA16-6 0.044 + 0.001 3.05 0.99

(valor de coeficiente — valor inferior al 95 % de confianza ) * 100
error =

valor del coeficiente

En la Tabla 8.2 se muestra la velocidad de crecimiento, se puede observar tanto en la
imagen como en la Tabla que la cepa de A. niger CBR 16-4 presenta la mayor velocidad de

crecimiento con un valor de 0.049 cm/h este es mayor a lo reportado por otros autores.

42



Rodriguez-Duran (2016), reporta valores de (0.0216-0.0282 cm/h) utilizando ACL
grado reactivo como fuente de carbono las diferencias se atribuyen a la diferencia de fuente

de &cido clorogénico pues se utilizo extracto de café verde como fuente de acido clorogénico.

Todas las cepas evaluadas presentan crecimiento lo que nos indica que son capaces de
hidrolizar el ACL, esta informacidn se puede utilizar para la produccion de extracto enzimatico

con actividad clorogenato hidrolasa.

8.3 CARACTERIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE ACIDO CLOROGENICO

El acido clorogénico grado reactivo resulta muy caro para la realizacién de todos los
ensayos por lo que se busco una fuente alternativa del mismo, se utilizaron dos muestras de
suplemento alimenticio con extracto de café verde (VIDANAT®) a una concentracion reportada
de 45 % de ACL, la muestra 1 es una muestra solida (café verde VIDANAT ®) y la muestra 2
es una muestra liquida (S&R Green coffee Bean), ambas muestran fueron analizadas por HPLC

para determinar la concentracién correcta.

Tabla 8.3 Concentraciones obtenidas en el analisis de fuente alternativa de acido

clorogeénico

Muestra  Concentracién (%)

Sélida 21.40 + 0.084

Liquida 2.65+0.071

Las fuentes alternativas comerciales de ACL tanto sélida como liquida reportan una

concentracion de ACL de 45 % en la etiqueta. En la Tabla 8.3 se observa que en la muestra
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sélida se tiene alrededor del 21.40% lo que corresponde al 47 % de lo reportado en la etiqueta.
En la muestra liquida se encontr6 alrededor del 2.65 % lo que corresponde al 5.9 % de lo
reportado en la etiqueta. Con estos resultados se decidio utilizar la muestra solida como fuente

alternativa de ACL ajustando la concentracion para tener la proporcion de ACL deseada.

8.4 CARACTERIZACION DE LA PULPA DE CAFE

8.4.1 EXTRACCION DE ACIDOS FENOLICOS Y ACIDOS HIDROXICINAMICOS SOLUBLES E
INSOLUBLES

8.4.1.1 PULPA DE CAFE CHIAPAS

La Tabla 8.4 se reporta el contenido de acidos fendlicos y acidos hidroxicinamicos
extraidos y cuantificados en pulpa de café proveniente del estado de Chiapas. Se puede observar
la concentracion de ACL tanto en la extraccion metandlica la cual contiene todos los compuestos

libres, como la hidrolisis alcalina en la que se extraen todos los compuestos esterificados.

Tabla 8.4 Cuantificacion de acidos fendlicos y acidos hidroxicinAmicos en muestras de

pulpa de café proveniente del estado de Chiapas

Compuesto Extraccion Hidrolisis alcalina Acidos Total
Metanolica (mg/ g MS) fenolicos (mg/g MS)
(mg/g MS) totales * (%)

Acido clorogénico 4.19 + 0.0072 0.95 £0.75 84.18 5.14 £ 0.082
Acido cafeico Nd 0.65+ 0.23 10.15 0.65+ 0.23
Acido fertlico 0.146 + 0.003 0.056 + 0.014 3.31 0.202 + 0.017

Acido p-cumérico 0.082 + 0.002 0.032 £ 0.0001 2.29 0.114+ 0.002

Nd= no detectado, * Acidos fendlicos totales extraidos y cuantificados
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8.4.1.2 PULPA DE CAFE PP4

En las Tabla 8.5 se reporta el contenido de acidos fendlicos y acidos hidroxicinamicos
extraidos y cuantificados en la pulpa de café proveniente de la planta piloto 4. En general la
extraccion metandlica contiene la concentracion de compuestos mas alta en comparacion con la
hidrdlisis alcalina, la cual contiene los &cidos fendlicos esterificados, esto es diferente a lo
reportado por Torres-Mancera, 2013, quien encuentra una mayor concentracién de AHs en la

hidroélisis alcalina.

Tabla 8.5 Cuantificacion de acidos fendlicos y acidos hidroxicindmicos en muestras de

pulpa de café proveniente de PP4

Compuesto Extraccion Hidrolisis alcalina Acidos Total
Metanolica (mg/ g MS) fenolicos (mg/g MS)
(mg/g MS) totales *(%)

Acido clorogénico 2.1 £0.032 1.0£0.01 78.9 3.1+0.04
Acido cafeico Nd 0.6 = 0.009 15.0 0.6 + 0.009
Acido fertlico 0.09 £ 0.03 0.01 £ 0.002 2.9 0.1+ 0.009

Acido p- cumarico 0.08 £ 0.004 0.03 £ 0.005 2.6 0.1+0.0009

Nd= no detectado, * Acidos fendlicos totales extraidos y cuantificados

El ACL es el componente mas abundante presente en la PC, la cantidad de ACL
encontrada en la extraccién metandlica es de 2-4 mg /g MS, la cual esta dentro de lo reportado
por autores como Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991; Labat et al.,
2000; Torres- Mancera, 2013; Rodriguez-Duran, 2016, ellos reportan valores que van de los
1.31 —24. 42 mg /g MS y representa entre el 92-94 % de los acidos fenolicos cuantificados en
esta fraccion, dentro de esta extraccion se encontraron componentes como AF y Ap-C en
concentraciones menores que varian de 0.076 a 0.146 mg/ g MS y 0.076 a 0.082 mg/g Ms

respectivamente.
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En la hidrdlisis alcalina se obtuvo una concentracion de ACL menor a la reportada en la
extraccion metandlica, con una concentracion de 0.95 a 1.04 mg /g MS, representando el 56 %
de los &cidos fenolicos cuantificados en esta fraccion, seguido por AC con una concentracion
de 0.62 a 0.65 mg /g MS representando del 37 al 39 % de los compuestos totales cuantificados,
y en menor concentracion se encuentra el AF y el Ap-C con valores de 0.014-0.056 mg/g Ms y
0.025 — 0.032 mg/g MS respectivamente; estos valores son similares a los encontrados por
Rodriguez-Duran, 2016 con valores que varian de 0.016 a 0.52 mg/g MS y son menores a los
reportados por autores como Torres-Mancera et. al, 2011; Pérez-Morales et. al, 2011, que van
de 0.079-0.113 mg /g MS. Las diferencias se pueden explicar por el origen diferente de las

muestras y por las diferentes metodologias aplicadas.

8.5 FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO
8.5.1 PULPA DE CAFE

La FMS se llevo a cabo durante 60 h para A. niger CBR 16-4 y hasta 72 h para A. niger
CBA 16-6 esto se decidié por un ensayo preliminar en el que se determino el tiempo de
crecimiento. El crecimiento se estimo directamente por respirometria, la produccion de CO; se

modeld utilizando el método logistico (Ecuacion 8.1) (Torres-Mancera, 2013; Rodriguez-

Duran, 2016).

Ecuacion 8.1
COZmax

COzmax _ s
1+ ( C0,0 1) * exp(—Hcoz * 1)

COZ ==

Donde:
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Tasa de

produccion de CO,

(mgCo, /hgMs)

CO; = Produccién total de CO,
Hcoz = Tasa especifica de produccién de CO;

CO2 max = Maxima produccion de CO;

La Figura 8.13 muestra la tasa de produccion de COz para A. niger CBA16-6, para ambas
condiciones, para la condicion PC sin glucosa se observa una tasa de produccion maxima de
CO; de 3.70 a4.04 mg CO2/h g MS, a un tiempo de 38.4-42.4 h, para la condicion PC con
glucosa tenemos una tasa de produccion maxima de CO; de 4.94-5.51 mg CO2/h g MS, a un

tiempo de 34.46 -43.67 h.

(6]

H

N

Tasa de produccion de CO, (mg
CO, /hgMs)
= w

Tiempo (h)

Figura 8.13 A) Tasa de produccion de CO; en pulpa de café adicionada con glucosa, B) Tasa
de produccion de CO- en pulpa de café sin glucosa, para A. niger CBA 16-6.
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Figura 8.14 A) Tasa de produccion de CO; en pulpa de café adicionada con glucosa, B) Tasa
de produccién de CO; en pulpa de café sin glucosa para A. niger CBR16-4.

La Figura 8.14 muestra la tasa de produccion de CO; para A. niger CBR 16-4, para la
condicion PC sin glucosa se observa una tasa de produccion maxima de CO, de 2.45-2.51 mg
CO2/h g MS, a un tiempo de 16.31 a 27.7 h. Para la condicién PC con glucosa tenemos una tasa

de produccion maxima de CO; de 3.09-5.03 mg COz/h g MS, a un tiempo de 20.63-24.9 h.

Los datos obtenidos permiten caracterizar el crecimiento de las cepas estudiadas, se
observa que la cepa A. niger CBA 16-6 tiene una mayor tasa de produccion de CO; para la
condicién PC con glucosa esto puede deberse a la mayor disponibilidad del sustrato, en

comparacion con la condicione PC sin glucosa que muestra valores mas bajos

Las Figuras 8.15 y 8.16 muestran la produccién total de CO; para A. niger CBA 16-6 y
A. niger CBR16-4 respectivamente para las dos condiciones estudiadas, los datos obtenidos se

representan con diferentes simbolos y las lineas continuas representan el ajuste del modelo
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Produccién de CO, (mgCO,/g

logistico, la mayor produccién de CO, experimental es para A. niger CBA16-6 en la condicion

con pulpa de café con glucosa con un valor de 138.3 = 0.95 mg/g MS. La menor produccion de

CO- es para A. niger CBR16-4 en la condicion con pulpa de café sin glucosa, con un valor de

36.84 £ 0.78 mg /g MS.
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Figura 8.15 A) Produccion de CO; en pulpa de café adicionada con glucosa, B) Produccion
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Figura 8.16 A) Produccién de CO2 en pulpa de café adicionada con glucosa, B) Produccion
de CO2 en pulpa de café sin glucosa para A. niger CBR16-4
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La Tabla 8.6 muestra los valores cinéticos obtenidos con el modelo logistico, se observa

buen ajuste con valores de R? mayores a 0.99, los valores estimados de CO2 ma Son muy

cercanos a los valores experimentales, para A. niger CBA16-6 se obtuvieron valores de 129.30-

133.90 mg/ g MS. La constante especifica de produccién de COz (ucoz) mayor es para A. niger

CBR 16-4 con un valor de 0.56 £ 0.006 h'' y el valor menor es para A. niger CBA 16-6 con 0.15

+ 0.065 hl. Se observa que para ambas cepas las condiciones con glucosa tienen un mayor

crecimiento esto se explica por la mayor disponibilidad de sustrato en el medio.

Tabla 8.6 Parametros cinéticos obtenidos en fermentacién en medio solido con pulpa

de café
Microorganismo  Condicion Hco, CO, Max TdCO,max  CO, Max T dCOmax R 2
(h'l) a (mg/ g MS) (h) ? (mg/hg (h)
a MS)
A. niger Pulpa de café ~ 0.3+0.02 999+15 51.9+01 4.0£0.2 384+01 0.99x0.002
CBA16-6 sin glucosa
0.2+0.07 98.8 +4.3 60.4 £ 0.6 3703 424+06 0.99+0.001
Pulpa de café  0.20+0.03 129.7+49 60.1+£0.1 55+0.2 34.5£0.1  0.99+0.0001
con glucosa
0.4+0.02 133.9+1.0 72.2+0.1 49+03 43.6+0.1 0.99+0.003
A. niger Pulpa de caf¢é  0.2+0.04 36.1+£0.8 33.7£0.6 2.5£0.3 16.3+0.1 0.99+0.0004
CBR 164 simglucosa 11001 527+05  501#05 25802 277403 099 +0007
Pulpa de café 0.4+0.1 64.4+£6.7 34.1+0.001 5.0+0.6 249+01 0.99+0.001
con glucosa
0.6£0.01 98.5+0.7 49.0+£0.002 3.0x0.1 20.6 0.2  0.99 £ 0.006

a:uCOZ’ CO2 max, T d CO, max, R2 = modelo logistico; Heo, tasa especifica de produccion de CO3; CO; max,

2
produccion maxima de CO2; T d CO, max, tiempo de produccion maxima de CO2; R = coeficiente de

determinacion del modelo logistico.
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Se decidi6é cambiar la pulpa de café por agrolita como soporte en la fermentacion ya que
al realizar la reaccion del extracto enziméatico con ACL como sustrato se encontrd que no habia
actividad enzimatica clorogenato hidrolasa, esto puede atribuirse a que en la PC se encuentran
distintas fuentes de carbono. Al usar agrolita como soporte y poner un medio de cultivo definido
y extracto de café verde como inductor se busca la produccion de enzimas CH capaces de

hidrolizar el ACL en AC y AQ.

8.5.2 CULTIVOS USANDO AGROLITA COMO SOPORTE

Se realiz6 un ensayo preliminar para caracterizar el cultivo y determinar el maximo valor
de tasa de produccion de CO». La Figura 9.17 muestra la tasa de produccion de CO; para ambas
cepas evaluadas, la fermentacion tuvo una duracion de 48 h. Se observa que el valor més alto es
para A. niger CBR16-4 2.69 £ 0.09 (mgCO2 /h g MS) a un tiempo de 11.8 h y el menor valor
corresponde a la cepa A. niger CBA 16-6, con 1.47 = 0.06 (mgCO3 /h g MS) alcanzado a un
tiempo de 16.78 h. Se puede atribuir la reduccion de tiempo en comparacion con el experimento
anterior con pulpa de café a la utilizacién de un medio de cultivo definido y tiene como inductor

extracto de café verde con una proporcion de 22 % de ACL.
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Figura 8.17 A) Tasa de produccion de CO; para A. niger CBA 16-6, B) Tasa de produccién
de CO; para A. niger CBR16-4
La Figura 8.18 muestra la produccion total de CO, para A. niger CBA 16-6 y A. niger

CBR16-4, los datos obtenidos experimentalmente se representan con diferentes simbolos y las

lineas continuas representan el ajuste del modelo logistico. La mayor produccion de CO;

corresponde a A. niger CBA16-4 con un valor de 21.06 = 0.88 mg/g MS. La menor produccion

de CO es para A. niger CBR16-6 con un valor de 9.77 = 0.08 mg /g MS.
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Figura 8.18 A) Produccion acumulada de CO;para A. niger CBA 16-6, B) Produccion
acumulada de CO; para A. niger CBR 16-4

En la Tabla 8.7 se muestran los valores cinéticos obtenidos con el modelo logistico con

soporte de agrolita, se observa buen ajuste con valores de R?> mayores a 0.98, los valores

estimados de CO2 max Son muy cercanos a los experimentales, la constante especifica de

produccion de CO; (Mco2) difiere para ambas cepas teniendo el mayor valor para A. niger
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CBA16-6 con un valor de 0.41 +0.008 h-!y el valor minimo es para A. niger CBR 16-4 con un

valor de 0.20 + 0.009 h 1.

Microorganismo Tiempo Hcoz CO; max T dCO; CO; max T dCO; R
de (hhe Max Max
fermentacion (mg/ g MS) (mg/hg
: (h)® MS) (h)

(h)
A. niger 36 0.4+0.007 9.8+0.008 36+0.1 1.5+0.06 16.8+0.2 0.99+0.003
CBA16-6

48 0.3+0.008 18.2+1.4 48.2+0.5 2.240.02 15.5+0.8 0.99+0.009
A. niger 36 0.3+0.006 21.1+0.9 36.1+1.2 1.7+0.03 13.9+0.9 0.98+0.009
CBR 16-4

48 0.2+0.009 20.4+1.5 48.2+0.9 2.7+0.09 11.8+0.7 0.98+0.002

Tabla 8. 7 Parametros cinéticos obtenidos en fermentacién en medio solido con

a=pCO, CO2 yax, Td CO, max, R2= modelo logistico; uCO_: tasa especifica de produccion de COy;
2 2 2

agrolita

2
CO2 max,: produccion maxima de CO,; T d CO, max: tiempo de produccion maxima de COz; R
coeficiente de determinacion del modelo logistico.

Con base en los datos obtenidos de tasa de produccion de CO; al tener el pico maximo

de produccion entre las 12 y 24 h se decidio detener el cultivo a las 12 y 24 h. La Figura 8.19

muestra la tasa de produccion de CO; para ambas cepas evaluadas, la fermentacion tuvo una

duracion de 24 h. El valor mas alto corresponde a A. niger CBR16-4 2.95 + 0.11 (mg CO2 /h g

MS) a un tiempo de 10.55 h, y el menor valor es para la cepa A. niger CBA 16-6, con 1.91 £

0.32 (mgCO2 /h g MS) a un tiempo de 11.02 h.
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Figura 8.19 A) Tasa de produccion de CO; para A. niger CBA 16-6, B) Tasa de produccién

de CO; para A. niger CBR 16-4

Los valores obtenidos son similares a lo reportado por Rodriguez- Duran 2016, reporta

valores de tasa de produccion de 1.73-2.58 mgCO; /h g MS, a un tiempo de 11.2-12.7 h.

La Figura 8.20 muestra la produccion total de CO, para A. niger CBA 16-6 y A. niger

CBR16-4, los datos experimentales se representan con diferentes simbolos y las lineas continuas

representan el ajuste del modelo logistico. La mayor produccion de CO; corresponde para A.

niger CBA16-4 con un valor de 18.75 = 0.11 mg/g MS. La menor produccion de CO;

experimental es para A. niger CBR16-6 con un valor de 12.32 + 0.26 mg/g MS.
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En la Tabla 8.8 se muestran los valores cinéticos obtenidos con el modelo logistico

usando agrolita como soporte, se observa buen ajuste con valores de R? mayores a 0.98, los

valores estimados de CO2 max SON muy cercanos a experimentales, la constante especifica de

produccion de CO- ([co2) es similar para ambas cepas para A. niger CBA16-6 tenemos un valor

de 0.46 +0.09 h'ly para A. niger CBR 16-4 tenemos un valor de 0.47 £ 0.035 h -1,

Tabla 8.8 Parametros cinéticos obtenidos en fermentacion en medio solido con

agrolita
Tiempo Keo, CO, max TdCO, CO, max TdCO, R2 a
Mlcroorganlsmo de h-l . (mg/g MS) Max (mg/ h g Max
fermentacion () a (h) ? MS) (h)
(h)
A. niger 24 05+0.1 12.3+0.3 24.0 £0.1 1.9+0.3 11.0+0.26 0.99+0.004
CBA16-6
A. niger 24 05+0.04 18.8+0.1 24.0 £0.03 29+0.1 10.6+0.03 0.98+0.003
CBR 16-4

a=pco, CO2max, T d CO, Max, R’ = modelo logistico; pco,: tasa especifica de produccion de

COg; CO2 max,: produccion maxima de COz; T d CO, max,: tiempo de produccion maxima de

COy; R’: coeficiente de determinacion del modelo logistico.

Rodriguez-Duran, (2016) reporta que A. niger tiene una constante especifica de

crecimiento (U coz) entre 0.43-0.56 h, si se comparan los valores obtenidos tenemos que las

cepas analizadas entran en el rango reportado.

8.6 EXTRACTOS ENZIMATICOS

La Figura 8.21 muestra el perfil de concentracion ACL y AC para A. niger CBA16-6, se

hicieron muestreos cada 12 horas hasta 48 horas. Podemos observar que la concentracion de
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Concentracion (umol ACL /g

ACL disminuye de la concentracion inicial (0.345-0.279 umol ACL/ g MS) esto puede ser
atribuido a la hidrolisis, pues es la Unica fuente de carbono presente en el medio. Para el AC
observamos que la concentracién aumenta (0.0 a 0.17 umol AC/ g MS) debido a la hidrolisis de

ACL y después disminuye al ser consumido (0.17 a 0.13 pumol AC/ g MS).
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Figura 8.21 A) Concentracion de acido clorogénico, B) Concentracion de acido cafeico para
A. niger CBA 16-6.

Figura 8.22 muestra el perfil de concentracion ACL y AC para A. niger CBR16-4, para
esto se hicieron muestreos cada 12 h hasta 48 h. Se observa que la concentracion de ACL
disminuye de la concentracion inicial (0.40-0.27 umol ACL/ g MS) esto puede ser atribuido a
la hidrolisis, pues es la Unica fuente de carbono presente en el medio. Se observa que el AC
aumenta de 0.0 a 0.27 umol AC/ g MS debido a la hidrolisis de ACL y después disminuye al ser
consumido de 0.27 a 0.048 umol AC/ g MS). Para las dos cepas se observa comportamiento
similar. Se observa que la conversion de ACL a AC no muestra una conversion equimolar esto

puede atribuirse a la presencia de otros acidos cafeoil-quinicos en el extracto de café verde

(Rodriguez-Duran; 2016).
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Figura 8.22 A) Concentracion de acido clorogénico, B) Concentracion de acido cafeico para
A. niger CBR 16-4

8.7 REACCION ENZIMATICA

En primer lugar, se evalud la actividad enzimética del extracto enzimatico producido a
cada tiempo de muestreo (12-24-36 y 48 h) para determinar la concentracion de ACL que se
hidroliza y AC que se forma conforme avanza la fermentacion y determinar el tiempo de mayor

actividad enzimatica.

En la Figura 8.23 se muestra el perfil de formacién de AC para A. niger CBA 16-6 con
una concentracion maxima de 0.4759 (umol AC/ g MS) para el extracto enzimatico a 12 h de
fermentacion. El perfil de hidrolisis de ACL se encuentra en ANEXO 5, en esta grafica el
comportamiento de la hidrolisis no es muy claro y se describe mejor en la grafica de formacion

de AC, por lo que se decidido centrarse en ellas.
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Figura 8.23 Formacion de acido cafeico para A. niger CBA 16-6

En la Figura 8.24 muestra el perfil de formacion de AC para A. niger CBR 16-4 con una
concentracion méaxima de 1.04 (umol AC/ g MS) para el extracto enzimatico a 36 h de

fermentacion. El perfil de hidrolisis de ACL se encuentra en ANEXO 5.
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Figura 8.24 Formacién de acido cafeico para A. niger CBR 16-4

En Tabla 8.9 se muestran los parametros de regresion lineal, para ambas cepas evaluadas
teniendo los mejores ajustes con valores de R? arriba de 0.94 para los extractos enzimaticos
producidos a 12 y 24 h para ambas cepas, con pendientes que van de 0.002-0.005 (umol ACL/g

MS*min).

En base a estos resultados se decidid utilizar extracto enzimético a 12 y 24 h de cultivo,

fijando el tiempo de reaccion a 60 min.

Tabla 8.9 Parametros de regresion lineal

Cepa Tiempo Pendiente Error (%) r?
de (umol ACL/g MS*min)
muestreo (h)

A. niger CBR16-6 12 0.002 +0.0002 12.2 0.96
24 0.002 +0.0002 8.0 0.98
36 0.002 +0.0004 16.7 0.93
48 0.003 +0.0009 33.6 0.77

A. niger CBA16-4 12 0.005 £ 0.0007 15.1 0.94
24 0.003 +0.0004 13.0 0.95
36 0.009 +0.003 38.2 0.73
48 0.008 +0.002 20.7 0.90

La Figura 8.25 muestra la hidrolisis de ACL y formacion de AC para A. niger CBA 16-
6 a un tiempo de reaccion de 60 min con cada tiempo de muestreo de 0, 12, 24, 36y 48 h, se

observa que la concentracion de ACL disminuye con un valor de 0.031 pmol ACL/ g MS * min,
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Concentracién de ACL (umol

ACL /g MS*min )
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esto podria ser causado por el agotamiento del sustrato, de manera inversa la concentracion de
AC aumenta con un valor de 0.034 umol AC/ g MS * min, la diferencia en las concentraciones
puede atribuirse a la hidrolisis de ACL, a la presencia de otros acidos cafeoil-quinicos, asi como
a una posible actividad enzimatica distinta (proteolitica). (Farah y Donangelo; 2006; Rodriguez-

Duran; 2016)
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Figura 8.25 A) Hidrolisis de acido clorogénico, B) formacion de acido cafeico para A. niger
CBA 16-6

La Figura 8.26 muestra la hidroélisis de ACL y formacion de AC para A. niger CBA 16-
4 a un tiempo de reaccion de 60 min con cada uno de 0, 12, 24, 36 y 48 h, se observa que la
concentracion de ACL disminuye con un valor de 0.05 pmol ACL/ g MS* min, esto podria ser
causado por el agotamiento del sustrato, de manera inversa la concentracion de AC aumenta con
un valor de 0.054 umol AC/ g MS* min, la diferencia en las concentraciones puede atribuirse a
la hidrolisis de ACL, a la presencia de otros &cidos cafeoil-quinicos, asi como a una posible

actividad enzimatica distinta (proteolitica) (Farah y Donangelo; 2006; Rodriguez-Duran; 2016).

60



Concentracion de ACL (umol

ACL /g MS * min)

Para ambas graficas la concentracion de ACL se ajusto con los blancos (concentracion
de ACL con extracto enzimatico y metanol a tiempo cero) y la concentracion de AC se ajusto a

cero ya que no fue detectada en el cromatdgrafo.
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Figura 8.26 A) Hidrdlisis de acido clorogénico, B) formacion de acido cafeico para A. niger
CBR 16-4.

En las Figuras 8.27 y 8.28 se describe el analisis de la actividad clorogenato hidrolasa,
para ambas cepas utilizadas, se muestra el perfil de actividad enzimatica cuantificada a partir
del producto formado, ambas con un extracto enzimatico producido a 12 y 24 horas a un tiempo

de reaccion de 60 min variando la concentracion de sustrato de 1.10 x 102 — 28.22 mmol.

Se observa que los datos se adaptan al modelo de Michaelis- Menten y por medio de
modelos de regresion lineal (Lineweaver-buk y Hanes-Wolf) se estimaron los pardmetros

enzimaticos Km Y Vmax para cada cepa evaluada bajo las condiciones indicadas.

61



Act. Enzimatica (U/g MS)

IS

3 T —‘———‘_: ..... a
P SUTRTTII I L
’/’..E..-
/’.°"
2 + s
= 12h
L1 . (_,é’
A &=-24h
P e
0 e : : : :
0 1 2 3 4 5

Concentracion (mg AC/ml)

Figura 8.27 Analisis de actividad enzimatica clorogenato hidrolasa en A. niger CBR 16-6
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Figura 8.28 Andlisis de actividad enzimatica clorogenato hidrolasa en A. niger CBR 16-4.

Tomando los datos descritos en las graficas anteriores y por medio de métodos de

regresion lineal, se determind el valor de Ki Y Vimax para cada cepa. La Figura 8.29 muestra un

ejemplo de las regresiones lineales utilizadas para la caracterizacion de la enzima clorogenato
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1/V (Act. Enzimatica (U/g MS)

hidrolasa. El resto de las graficas se encuentran en el ANEXO 6, ambos métodos tienen buenos
ajustes con valores de R? mayores a 0.9. Se reportan valores de Km Y Vimax del mismo orden de

magnitud, para cada cepa evaluada con extracto enzimatico producido a 12 y 24 h.

LINEWEAVER-BUK HANES-WOLF
700 . 14
600 + .-D g 2+ e O
0 + e %D o+ e
400 1 ® 8+ e
300 1 O ,..rV=3:.7533+22.707 5l O O y = 57.508x+3.296
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O
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Figura 8.29 Modelos de regresion lineal para la estimacion de parametros cinéticos Km y
Vmax

En la Tabla 8.10 se muestran los valores de Km Y Vmax Obtenidos para A. niger CBA 16-
6, se observa un buen ajuste del modelo con R? mayor a 0.90. EI modelo de regresion de Hanes-
Wolf tiene valores mas altos lo que nos dice que describe mejor los datos, se observan valores
de Km entre 1.67 x10! — 5.73 x10 (mmol) y valores de Vmax entre 1.2 x102 — 4.4 x10* (U/g

MS). Se transformaron los valores obtenidos de concentracion en unidades mg/mL a mmol

En la Tabla 8.11 se muestran los valores de Kmn Y Vmax Obtenidos para A. niger CBA 16-
4, en general se observa buen ajuste del modelo con R? arriba de 0.94, el modelo de regresion

de Hanes-Wolf tiene valores mas altos lo que nos dice que describe mejor los datos, se observan
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valores de Kr, entre 2.6 X102 — 1.64 (mmol) y valores de Vmax entre 1.74 x102 — 4.2 x102 (U/g

MS).

Los valores de K, de 1.1 X102 — 2.3 x10'* (mmol) y Vimax de 0.2 2 0.75 nkatal/g MS los

valores pueden ser comparados con los que reportan autores como Asther et al. (2004), reporta

una Ky de 0.01 mM y una Vmax de 140 nkatal /mg, Shébel y Pollmann, (1980) reportan una Ky,

de 0.70 mM, y Benoit et. al, (2007) reportan valores de Kn 6 MM y Vinax 250 nkatal /mg en una

cepa genéticamente modificada. Las diferencias podrian explicarse por las diversas

metodologias empleadas, pero también por la especificidad de la enzima ya que ellos utilizan

extractos enzimaticos puros y el que aqui se analiz6 es un extracto enzimatico crudo.

Tabla 8.10 Valores de Ki y Vmax para clorogenato hidrolasa, para A. niger CBA16-6

Compuesto Tiempo de Método Km Vmax R?
Extracto (h) (mmol) (Ulg Ms)
Acido clorogénico 12 L-B? 2.9x107? 1.2 x107? 0.94
H-WP 2.3 x101 3 x102 0.96
24 L-B? 2.77 x10°2 3.4 x107? 0.94
H-WP 1.15 x10! 2.9 x10°? 0.96
Acido cafeico 12 L-B? 1.67 x10 4.4 x1072 0.94
H-WP 5.73 x10°2 1.74 x107? 0.90
24 L-B? 1.1 x102 1.7 x10°? 0.94
H-wp 1.1 x10°? 1.74 x107? 0.90

a = Lineweaver - Burk: ? = Hanes - Wolf
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Tabla 8.11 Valores de Ki y Vimax para clorogenato hidrolasa, para A. niger CBR16-4

Compuesto Tiempo de Método Km Vmax R?
Extracto (h) (mmol) (Ulg Ms)
Acido clorogénico 12 L-B 1.64 4.2 x10? 0.97
24 L-B 1.25 3.2 x10? 0.97
Acido cafeico 12 L-B 1.5x101 3.4 x10? 0.95
H-W 5.6 X102 1.7 x10%2 0.90
24 L-B 1.6 x101 4.5 x107? 0.94
H-W 5.7 x10? 1.7 x10°? 0.90

a = Lineweaver - Burk: ? = Hanes - Wolf
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9.- CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo se aplicaron técnicas para la valoracion de la actividad clorogenato
hidrolasa en cepas de hongos filamentosos aisladas de la pulpa de café, con lo que se obtuvo un
perfil enzimatico y la estimacion de los pardmetros cineticos Km Y Vmax para A. niger CBA 16-

6 y CBR16-4.

Para la caracterizacién morfoldgica de cepas fungicas, en A. niger CBR 16-4 y CBA
16-6 se encontrd una relacion L/D de 9.29 y 10.05 respectivamente, al tener relaciones L/D altas
son mas susceptibles a sufrir dafios en sus estructuras, esto en comparacion con relaciones
menores A. tamarii V12307 de 6.09 y A. japonicus AN5 de 6.42, las cuales son mas resistentes
al esfuerzo cortante, estos resultados podrian ser de gran relevancia para la seleccion del tipo de
cultivo (agitado o estatico). En esta seccion se concluye que para estudios posteriores en FMS
se recomienda la utilizacion de cultivos estaticos para las cepas con relacion L/D mayores

debido a su mayor susceptibilidad al rompimiento

Se aplico una estrategia experimental para evaluar la actividad clorogenato hidrolasa de
las cepas de manera facil, lo que indicé que las dos cepas evaluadas son capaces de crecer en un
medio con ACL como Unica fuente de carbono, lo que nos dice que las cepas producen la enzima
capaz de realizar dicha hidrolisis. Se determind que la cepa de A. niger CBR16-4 tiene una
velocidad de crecimiento y un indice de potencia mayor en comparacion con el resto de las
cepas con indice de potencia de 1.19 y una velocidad de crecimiento de 0.049 cm/h

respectivamente.
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Se analizaron dos variedades de pulpa de café con el fin de caracterizarlas, se determino
que para las variedades evaluadas el ACL es el compuesto que se encuentra en mayor proporcion
en la fraccién metanodlica (92-94 %); la hidrdlisis alcalina muestra que el &cido cafeico solo se
encuentra en la fraccion esterificada (37-39%), la concentracion de acido clorogénico y acido
cafeico varia de la variedad, origen, estado de maduracion de la pulpa de café. (Torres-Mancera,

2013: Rodriguez-Duran, 2016).

Se produjo un extracto enzimatico por fermentacion en medio sélido, usando pulpa de
café como soporte, se observan distintos perfiles de crecimiento. Para ambas cepas evaluadas la
condicion con pulpa de café con glucosa presenta un mayor crecimiento esto explica por la
mayor disponibilidad de sustrato en el medio. Al analizar el extracto enzimético se determiné
gue no habia actividad enzimatica especifica la cual fue analizada usando ACL puro como
sustrato y extracto enzimatico producido en la fermentacion y no hubo disminucién en la
concentracion de ACL ni formacion de AC, por lo que se decidio usar agrolita como soporte y
un inductor de extracto de café verde con 22 % de &cido clorogénico. Se determind que la
concentraciéon maxima de AC producido se encuentra entre las 12 y 24 h de cultivo, después
disminuye esto se atribuye al consumo, por lo que se decidié usar un extracto enzimatico

producido a este tiempo.

Para la reaccion enzimética se utilizaron extractos producidos a 12 y 24 h con un tiempo
de reaccion de 60 min y una concentracion de sustrato de 1.10 x 102 — 28.22 mmol. Usando
métodos clasicos de regresion lineal se determinaron los valores de Km Y Vmax, S€ obtuvieron
valores de Ky, de 1.1 x102—1.64 (mmol) y Vmax de 0.2-0.75 nkatal/g MS. Usando ACL como

sustrato, los valores obtenidos son significativamente mas bajos comparados con los reportados
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en la literatura reportan valores de Ky 6 mM y Vimax 250 nkatal /mg, en una cepa genéticamente
modificada, tal diferencia podria explicarse por las diferencias en el ensayo, pero también por
el hecho que estos autores utilizan extractos enzimaticos puros y el que aqui se analizo es un

extracto enzimatico crudo.

9.1 PERSPECTIVAS

1. Purificacion del extracto enzimatico

2. Reacciones enzimaéticas con distintos sustratos para caracterizacion de la enzima

3. Estimacion de los parametros cinéticos

4. Desarrollar una estrategia experimental para aumentar la actividad enzimatica, variando
pH, temperatura, y la concentracion de sustrato.

5. Desarrollar estrategias para la utilizacion de pulpa de café desechada en masa

6. Realizar fermentacion en medio sélido a nivel reactor, tomando en cuenta la relacién
L/D encontrada, asi como los valores de mayor produccién de CO2y mayor actividad

enzimatica
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11.- ANEXOS
11.1 ANEXO 1. Preparacion de indculo

Colocar 200 pl de Tween 80 en un tubo Eppendorf y se agregd inoculo con un asa de
platino de manera estéril y cuantificar la concentracion de la suspension de conidios con camara

de Neubauer y se estandarizo hasta obtener una concentracién de 1x108 conidios * ml-2.

11.2 ANEXO 2. Composicion de azul de lactofenol

Tabla 11.1 Elaboracién de colorante azul de lactofenol

Compuesto Cantidad
Fenol 0.1g
Acido lactico 8 mL
Agua destilada 10 mL
Glicerina 20 mL

Azul de alanina 0.5¢
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11.3 ANEXO 3 Longitud y didmetro de hifas
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Figura 11.1 Datos de diametro de las hifas de A. japonicus AN5 A) Datos originales, B)
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Figura 11.2 Datos de longitud de las hifas de A. japonicus AN5 A) Datos originales, B) Datos
corregidos.

78

160



)

Longitud (um

10

Diametro (im)

60

(03]
o

40
30
20
10

Longitud (A)

Longitud (B)

Longitud (um)

1 8 %> O &0
INDING 3 X L
40 6=0 8=0 1(=)0 1=20 1:10

Ndmero de repticiones

100 120 140 160
Numero de repeticiones

Figura 11.3 Datos de longitud de las hifas de A. tamarii V12307 A) Datos originales, B)

Didmetro (A)

Datos corregidos

Diametro (B)

Diametro (um)

Numero de repeticiones

Numero de repeticones
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11.4 ANEXO 4 Crecimiento radial de cepas fungicas
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Figura 11.17 Crecimiento radial de cepas fungicas (A. niger CBA 16-6)
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11.5 ANEXO 5 Hidrdlisis de acido clorogénico
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Figura 11.19 Hidrdlisis de acido clorogénico en A. niger CBA 16-6
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Figura 11.20 Hidrolisis de acido clorogénico en A. niger CBR 16-4
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11.6 ANEXO 6 Actividad enzimatica
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Figura 11.21 Analisis de actividad enzimatica clorogenato hidrolasa en A. niger CBA 16-6
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Figura 11.22 Analisis de actividad enzimatica clorogenato hidrolasa en A. niger CBR 16-4
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11.7 ANEXO 7 Modelos de regresion lineal
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Figura 11.23 Modelos de regresion lineal para la estimacion de Kin y Vimax para acido

clorogeénico con extracto enzimatico de 12 y 24 h, para A. niger CBA 16-6.
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Figura 11.24 Modelos de regresion lineal para la estimacion de Kn y Vimax para acido cafeico
con extracto enzimatico de 12 y 24 h para A. niger CBA 16-6
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Figura 11.26 Modelos de regresion lineal para la estimacion de Kmy Vmax para acido
cafeico con extracto enzimatico a 12 y 24 h para A. niger CBR 16-4

11.8 ANEXO 8 Memoria de calculo

CARACTERIZACION MORFOLOGICA
Datos originales

Numero de muestras: nimero de mediciones tomadas

Promedio: %
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Desviacién estandar muestral:\/2

Coeficiente de variacion (%): (

L/D

__ Promedio longitud

Promedio diametro

Tabla.11.2 Promedios de longitud y diametro para las 8 cepas de Aspergillus

(x—X)2
(n-1)

STD
Promedio

)*100

analizadas, datos originales

Cepa Numero de Promedio Desviacion CV  Promedio Desviacion CV  L/D
mediciones STD (%) STD (%)
Longitud (um) Didmetro (um)
A. japonicus 160 25.12 8.51 33.87 3.99 1.0 25.43 6.29
AN5
A. orizae 160 19.83 7.48 37.73 2.44 0.84 34.35 8.12
2094
A. niger HT4 160 23.58 7.53 31.93 2.6 0.81 31.1  9.07
A. niger GH1 160 41.21 14.70 35.67 4.36 0.9 20.72 9.47
A. niger PSH 160 40.82 15.50 37.98 5.42 1.45 26.7 7.54
A. niger 160 25.5 10.42 40.85 2.67 0.71 26.47 9.56
CBR16-4
A. niger 160 30.0 10.66 35.48 2.88 0.76 26.53 10.44
CBA16-6
A. tamarii 160 24.99 9.18 36.76 3.98 1.13 28.36 6.28
V12307
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Tomado en cuenta el criterio de datos atipicos u Outliers: Datos extraordinarios para las
que el investigador no tiene explicacion. En estos casos lo mejor que se puede hacer es replicar

el andlisis con y sin dichas observaciones con el fin de analizar su influencia sobre los resultados.

Se analizaron los datos originales y excluyendo el 10 % inferior y el 10 % superior esto
con el fin de reducir el error, se observa que el porcentaje de coeficiente de variacion (medida
estadistica que informa acerca de la dispersion relativa de un conjunto de datos) disminuye,

esto nos arroja que la variacion entre los datos es menor.

Tabla.11.3 Promedios de longitud y diametro para las 8 cepas de Aspergillus

analizados
Cepa NuUmero de Promedio Desviacion CV  Promedio Desviacion CV  L/D
mediciones STD (%) STD (%)
Longitud (um) Diametro (um)
A. japonicus 160 24.69 6.20 25.10 3.84 0.72 18.81 6.42
AN5
A. orizae 160 18.97 5.36 28.26 2.41 0.61 25.23 7.86
2094
A. niger HT4 160 22.71 6.06 26.68 2.54 0.55 24.74  8.95
A. niger GH1 160 40.40 12.18 30.26 4.27 0.82 19.31 9.56
A. niger PSH 160 41.54 11.83 28.47 5.43 1.15 21.26 7.65
A. niger 160 24.87 7.94 31.90 2.68 0.62 22.99 9.29
CBR16-4
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A. niger 160 28.49 7.69 26.99 2.83 0.67 23.75 10.05
CBA16-6

A. tamarii 160 23.72 6.94 29.24 3.90 1.95 24.37 6.09
V12307

EVALUACION DE CEPAS FUNGICAS CON ACTIVIDAD CLOROGENATO
HIDROLASA

indice de potencia

Donde:
IP es el indice de potencia
Dh es el diametro del halo de aclaramiento debido a la hidrolisis de ACL

Dc es el diametro de la colonia.

Se calculo el indice de potencia midiendo los diametros de la colonia y el halo de

hidrolisis.

=
S

1.19 + 0.084
1.16 £ 0.035 T
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Figura 11.27 Indice de potencia para cada cepa evaluada
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CRECIMIENTO RADIAL DE CEPAS FUNGICAS

Velocidad de crecimiento: por medio de una regresion lineal Y = mx + b en donde la

velocidad corresponde a la pendiente de la recta: m = b-b)

valor del coeficiente—valor inferior al 95 % de conzianza

Error: x 100

valor del coeficiente

R2: coeficiente de determinacion

Tabla 11.4 Crecimiento radial de cepas fungicas

Cepa Velocidad Error (%) R?
de crecimiento
(cm/h)
A. tamarii V12307 0.043 £ 0.003 6.98 0.96
A. niger CBR16-4 0.049 + 0.002 4.24 0.98
A. niger CBA16-6 0.044 £ 0.001 3.05 0.99

CARACTERIZACION DE LA PULPA DE CAFE

Se utilizo estandares internos de acido clorogénico, acido cafeico, acido quinico y acido
p-cumarico, con las concentraciones y el area obtenida en el HPLC realizamos una regresion

lineal para obtener la pendiente y la ordena al origen, estos datos se utilizaron para calcular la

., . -b
concentracién de cada compuesto presente en las muestras analizadas (x = yT

96



Tabla 11.5 Cuantificacion de acidos fenolicos y acidos hidroxicinamicos en muestras

de pulpa de café proveniente del estado de Chiapas

Compuesto Extraccion Hidrolisis alcalina Acidos Total
Metanolica (mg/ g MS) fenolicos (mg/g MS)
(mg/g MS) totales * (%)

Acido clorogénico 4.19 + 0.0072 0.95 £0.75 84.18 5.14 £ 0.082
Acido cafeico Nd 0.65 + 0.23 10.15 0.65 + 0.23
Acido ferdlico 0.146 = 0.003 0.056 = 0.014 3.31 0.202 + 0.017

Acido p-cumérico 0.082 £+ 0.002 0.032 + 0.0001 2.29 0.114+ 0.002

Nd= no detectado, * Acidos fendlicos totales extraidos y cuantificados
Fermentacion en medio solido

Se modelo la tasa de produccién de CO2con el modelo utilizando el método logistico

COZmax

COZmaX

C02 =
1+ ( C0,0 1) * exp(—Hcoz * 1)

Donde:

CO. = Produccion total de CO,
Hcoz = Tasa especifica de produccion de CO;
CO2 max = Maxima produccion de CO;

Con este modelo se obtuvieron graficas que describen el comportamiento de
Aspergillus en fermentacion en medio solido usando pulpa de café como soporte y como
sustrato.
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Figura 11.28 Produccion de CO; en pulpa de café adicionada con glucosa para A. niger CBA
16-6

Célculos aproximados con solver en Excel
Kco, (h_l): tasa especifica de produccion de CO»

CO, Max (mg/ g MS): concentracion maxima de CO;
T dCO; Max (h): tiempo de produccion maxima de CO»

CO; Max (mg/ h g MS): concentraciéon maxima de CO; con respecto al tiempo
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Tabla 11.6 Parametros cinéticos obtenidos en fermentacion en medio solido con pulpa

de café
Microorganismo  Condicion Hco, CO, Max TdCO,max  CO,Max T dCO,max R 2
s (mggMs) (' (mghg ()
a MS)
A. niger Pulpa de café¢ ~ 0.3£0.02  99.9+1.5 51.9+£0.1  4.0+0.2 384+0.1 0.99+0.002
CBAI6-6 sin glucosa
0.2+0.07  98.8 4.3 604+06 3703 424+0.6 0.99+0.001
Pulpa de café¢  0.20+0.03  129.74+4.9 60.1+0.1 55+£0.2 34.540.1 0.99+0.0001
con glucosa
0.4+0.02  133.9+1.0 722+0.1  49+03 43.6+0.1 0.99+0.003
A. niger Pulpa de café 0.2+0.04 36.1 0.8 33.7+0.6 2.5£0.3  16.3+0.1 0.99+0.0004
CBR 16-4 sin glucosa
0.4+0.01 52.7+0.5 50.1+0.5 2.540.2  27.7+0.3 0.99 +0.007
Pulpa de café¢ 0.4 +0.1 64.4+6.7 34.1£0.001 5.0£0.6 249+0.1 0.99+0.001
con glucosa
0.6£0.01  98.5+£0.7 49.0+£0.002 3.0£0.1 20.6+0.2 0.99=+0.006

a=pCO, CO2max, T d CO, Max, R’ = modelo logistico; pco, tasa especifica de produccion de

COz; CO2 max, produccion maxima de CO2; T d CO, max, tiempo de produccion maxima de

COy; R’ = coeficiente de determinacion del modelo logistico.

PRODUCCION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS

Se utilizo estandares internos de acido clorogénico y &cido cafeico para cuantificar la

concentracion de cada compuesto distintos tiempos de muestreo durante la fermentacion sélida

y de manera indirecta la actividad enzimatica, al cuantificar la concentracion de acido cafeico

que es producto de la hidrolisis de &cido clorogeénico, con las concentraciones y el area obtenida
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en el HPLC realizamos una regresion lineal para obtener la pendiente y la ordena al origen,

estos datos se utilizaron para calcular la concentracion de cada compuesto presente en las

. -b
muestras analizadas (x = T)
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Figura 11.29 Concentracion de acido clorogénico para A. niger CBR 16-4

REACCION ENZIMATICA

Tomando cada punto de muestreo se determind el punto de mayor actividad enzimatica
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Figura 11.30 Formacion de acido cafeico para A. niger CBA 16-6

Se realizo una regresion lineal con el fin de obtener la pendiente y el coeficiente de coeficiente
de determinacion para cada tiempo de muestreo y asi identificar el tiempo de mayor actividad

enzimatica.

Para calcular los gramos de materia seca tomamos en consideracion la humedad al 60 % por
lo tanto solo el 40 % es de materia himeda (0.4 g), se tomaron 5 g de materia fermentada y se

extrajeron con 12.5 ml de buffer de fosfatos.

5g materia humeda=*0.4 g materia seca

materia seca = =0.16 g materia seca * ml -

12.5ml de buf fer g de materia huneda

Se colocaron 0.1 ml de extracto enzimatico en la reaccion.

0.16 g materia seca .
( 7 ) % (0.1 ml) = 0.016 g materia seca

Para estimar la actividad enzimatica

Ejemplo cepa A. niger CBA 16-6 a una concentracion de acido clorogénico para la reaccién

enzimatica de 0.99 mM

Concentracion del blanco — concentracion del punto

(0-4983%) - (0.40%) = 0.0983%

Dividimos el resultado entre el tiempo de reaccién

mg
—0.00164———
60min ml x min

101



Se requiere expresar todo en unidades enzimatica de actividad especifica (nUmero de
unidades de enzima por mg de proteina o ml de disolucion), al tener una fermentacion en medio

solido se requiere que las unidades sean unidades de enzima por mg de materia seca.

Una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de un

pmol de sustrato en un minuto

Lo dividimos entre el peso molecular de &cido clorogénico PM=354.3 mg/mmol

mg  mlxmmol _gmmol

0.00164

ml *min ~ 354.3mg X min

Lo convertimos a micromol por minuto para asi tener unidades enzimaticas

4x10"*mmol 1000 pumol . umol
, * = 4.6x1073—
min 1 mmol min
Lo dividimos por los gramos de materia seca
4.6x10° linLlOnl umol
; =2.8x1071 _ ;
0.016 g materia seca gr de materia seca * min
Lo que es equivalente a
2.8x1071U

gr de materia seca
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Tabla 11.7 Parémetros de regresion lineal

Cepa Tiempo Pendiente Error (%) r?
de (umol ACL/g MS) *min-?)
muestreo (h)
A. niger CBR16-6 12 0.002 + 0.0002 12.2 0.96
24 0.002 + 0.0002 8.0 0.98
36 0.002 + 0.0004 16.7 0.93
48 0.003 + 0.0009 33.6 0.77
A. niger CBA16-4 12 0.005 + 0.0007 15.1 0.94
24 0.003 + 0.0004 13.0 0.95
36 0.009 + 0.003 38.2 0.73
48 0.008 £ 0.002 20.7 0.90
4
s |
23 7 B o
= AT e
E /:: .o
T2 e
g ’,‘/._...
UEJ 1 ,,r-fﬁ'"" o 12h
g A 24h
0 u’w : : : : :
0 1 2 3 4 5
Concentracion (mg AC/ml)

Figura 11.31 Analisis de la actividad clorogenato hidrolasa en A. niger CBA 16-4
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ESTIMACION DE PARAMETROS CINETICOS

Se decidié la utilizacion de los extractos enzimaticos a 12 y 24 h de cultivo y se
determino que se adaptan al modelo de Michaelis-Menten y por medio de modelos de regresion
lineal (Lineweaver-burk y Hanes-Wolf) se estimaron los pardmetros enziméaticos Km y Vmax

para cada cepa evaluada bajo las condiciones indicadas.

Tabla 11.8 Modelos de regresion lineal para cinéticas con comportamiento de

Michaelis-Menten

Los datos de concentracion tenian unidades de mg/ml con el peso molecular de ACL =354.3

Método Ecuacion Gréfica

Lineweaver —Burk 1 _ ( Km ) . (i) N (L)
v \Vmax [S] Vmax e
1
Ordenada b = — v .
Pendiente m = —2 K T
vmax \ Wmax
&
Hanes — Wolf [S] ( Km ) ( ! ) [S] v
- = * e
14 Vmax Vmax 7
A
e ,,/’/ V max
\ /’/ /:-\\ Km
’/, //’ : V max > (S)

mg/mmol y AC =180.156 mg/mmol y 1L =1000 ml

Si tenemos

y=mx+b
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Km mmol x gMS

m= Vmax U
1 gMS
" Vmax U

y = 3.7533x + 22.707

Despejamos Vmax

1
Vmax = B
U
Vmax = 55707 =~ M9 s

Despejamos Km

Km =m=x*Vmax

mmol * gMS U
Km = 3.7533 ———— % 0.044—— = 0.165 mmol
U g MS
LINEWEAVER-BUK HANES-WOLF
700 14
€ 600 + - A O
< 500 + o Lol T
) Le* 3 ......
g 400 ¢ g8t e
Fwor O fer O e
g200+ L g 4 1o
+ 100 - |—_-|' B2
2 - 20
= o aa] : : : =0 : : :
S 0 50 100 150 200 3 0 0.05 0.1 0.15
1/Cs (mmol) Cs (mmol)

Figura 11.32 Modelos de regresion lineal para la estimacion de parametros cinéticos Kmy
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Vmax

Tabla 11.9 Valores de Kmy Vmax para clorogenato hidrolasa, para A. niger CBA16-4

Compuesto Tiempo de Método Km Vmax R?
Extracto (h) (mmol) (Ulg Ms)
Acido clorogénico 12 L-B 1.64 4.2 x102 0.97
24 L-B 1.25 9.0 x102 0.97
Acido cafeico 12 L-B 1.46 x101  2.19 x10t 0.95
H-W 558 x102  9.67 x102 0.98
24 L-B 9.18 x10!  2.44 x10! 0.94
H-W 573 x102  9.65 x102 0.96
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Con base en la Legislacién de 1la Universidad Autdnoma
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