G WO 7

=)

FACULTAD DE QUIMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PRODUCCION DE TANASAS A PARTIR DE RESIDUOS

VINICOLAS

TRABAJO MONOGRAFICO DE ACTUALIZACION

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA

VARSOVIA RIVERA HERNANDEZ

ASESORA

CARMINA MONTIEL PACHECO

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX.

ANO 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: MARIA AMANDA GALVEZ MARISCAL
VOCAL: Profesor: FRANCISCO RUIZ TERAN
SECRETARIO: Profesor: CARMINA MONTIEL PACHECO

ler. SUPLENTE: Profesor: EDUARDO BONILLA ESPINOSA

2° SUPLENTE: Profesor: EDUARDO BARZANA GARCIA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO 314. DEPARTAMENTO DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA,
CONJUNTO E, FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.

ASESOR DEL TEMA:

Carmina Montiel Pacheco

SUSTENTANTE:

Varsovia Rivera Hernandez




INDICE

Contenido
Resumen

El vino y sus generalidades

Origen del vino
Los vifiedos y la uva

Produccién de vino

Cosecha

Despalillado

Estrujado

Fermentacion

Maceracion

Prensado

Sedimentacién y decantacién
Fermentacion malolactica
Clarificacion y estabilizacion
Embotellado y etiquetado

Produccién de vinos en México

Datos mundiales

Residuos de la industria vinicola

Composicion de los residuos vinicolas

Uso de las enzimas en la industria vitivinicola

Produccién de compuestos de valor agregado a partir de residuos vinicolas
Taninos

Estructura y clasificacién de los taninos

Tanasas

Actividad y estructura

Microorganismos utilizados para la produccion de tanasas

Aspergillus niger

Fermentacion en estado sélido y sumergida

Propuesta de metodologia

O© © OV VW 0 O W N N 9

—_
o

—_
w

14

15

23

24

24

25

29

29
33

33
39

40



Aislamiento y purificacion de cepas de Aspergillus niger
Aislamiento de Aspergillus niger
Purificacién de Aspergillus niger
Produccion de tanasas
Preparacion del sustrato
Fermentacién sumergida
Cuantificacién de taninos
Separacion y purificacién de tanasas
Purificacion enzimética
Caracterizacion del extracto enzimatico
Cuantificacion de proteinas
Cuantificacion de la actividad enzimética de la tanasa
Determinacion de condiciones 6ptimas de la actividad enzimatica

Conclusiones

Referencias bibliograficas

41
41
43
44
44
45
47
48
49
51
51
53
54
55

56



INDICE DE FIGURAS

Contenido

Figura 1. Anatomia de los vifiedos y de la uva

Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.

Figura 13.

plantarum

Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

sustrato

Figura 20.
Figura 21.

Figura 22.

Mapa de las empresas vinicolas mexicanas

Datos de consumo, produccion del vino en México (OIV, 2013)
Datos de consumo, produccion del vino en el mundo (OIV, 2013)
Diagrama de productos obtenidos de residuos de la industria vinicola
Hidrolisis del 4cido tanico tomada de Chavez et al., 2018.
Clasificacion de taninos

Estructuras de los subgrupos de taninos

Estructura de compuestos flavan-3-ol
Hidrdlisis de taninos con la enzima tanasa (Chavez et al., 2012)
Reacciones de la enzima tanasa (Aguilar et al., 2007)

Estructura tridimensional de tanasa obtenida a partir de Lactobacillus

Linea del tiempo de los avances cientificos sobre Aspergillus niger
Cuadro comparativo de la fermentacién en estado sélido y sumergida
Toma de muestra y aislamiento de Aspergillus niger

Purificacion de Aspergillus niger y almacenamiento

Diagrama para el pretratamiento del orujo

Diagrama para la fermentacion sumergida, utilizando el orujo como

Diagrama para la determinacién de taninos
Diagrama para la precipitacion del complejo enziméatico

Diagrama para la purificacion del complejo enzimatico

4

Diagrama de blogues del proceso de elaboracion del vino blancoy rojo 6

11

27

28

29

30

44

45

47

48

49

51



Figura 23. Reaccion de biuret que ocurre en el método de Lowry antes de afiadir el
reactivo de Folin-Ciocalteu 52

Figura 24. Diagrama para la cuantificacion de proteinas, empleando la metodologia

de Lowry 53

Figura 25. Diagrama para cuantificar la actividad mediante dos métodos 54



INDICE DE TABLAS

Contenido

Tabla 1. Composicion de mosto antes del proceso de fermentacion 8
Tabla 2. Composicion de residuos vinicolas 16
Tabla 3. Composicion del orujo obtenido a partir de distintos vinos tintos 19
Tabla 4. Enzimas empleadas en el proceso de elaboracion del vino 23

Tabla 5. Microorganismos utilizados para la obtencidén de tanasa a partir de residuos
35

Tabla 6. Tipos de columna Sephadex 50



Resumen

En la actualidad la produccién de vino genera una gran cantidad de desechos,
aproximadamente de 15 millones de toneladas por afio, debido a esto a partir del afio
2000 se han propuesto alternativas para utilizar los desperdicios o tratamientos para
generar un menor impacto ambiental. Sin embargo, las alternativas no siempre
pueden ser empleadas en modelos industriales o en algunos casos la implementacion
suele ser limitada. La nueva tendencia de la bioconversion se basa en utilizar los
residuos para volver a incorporarlos al proceso de elaboracion. Este proceso tiene
gran importancia econdémica para las industrias alimentarias y con un enfoque
significativo para la quimica verde. Esta tendencia tiene como propésito utilizar los
residuos para reducir el impacto ambiental que generan en el proceso de elaboracion
de los alimentos, al mismo tiempo obtener aditivos alimentarios que son integrados al
mismo proceso del que se obtuvieron los desechos.

Los residuos vinicolas se han empleado como materia prima para obtener
compuestos que sean empleados en la industria agricola, cosmética y alimentaria. A
lo largo del proceso de la elaboracion del vino se generan distintos tipos de residuos,
organicos, inorganicos, solidos y/o acuosos. Debido a la gran diversidad y cantidad
de bioactivos que ofrecen estos desechos, se han investigado distintos compuestos
como: polifenoles con una actividad antioxidante elevada, aceites, celulosa, fibra
dietética, acido lactico, 4cido tartarico, &cido mélico, asi como las enzimas celulasas,
hemicelulasas, y tanasas por mencionar algunos.

A pesar de que las tanasas pueden ser de gran utilidad para la industria alimentaria y
cosmeética, la investigacion de estas enzimas en comparacion con las celulasas,
hemicelulasas y pectinasas ha sido poca. Por tanto, el objetivo de esta investigacién
es reunir informacion bibliografica actualizada para conocer a fondo las caracteristicas
fisicoquimicas de las enzimas tanasas, su importancia en la industria alimentaria y

condiciones o factores que afectan o favorecen su estabilidad.

Debido al alto costo de las enzimas, se busca utilizar sustratos provenientes de los
residuos vinicolas cuyo potencial permitiria usar la enzima tanasa dentro del proceso
de produccién del vino. En diversos articulos se ha reportado la obtencién de tanasas

de distintos residuos alimenticios con resultados positivos, sin embargo, adn no se




conocen las condiciones Optimas para la extraccion de estas enzimas a partir de

residuos vinicolas mexicanos.

En vista de que los residuos obtenidos dependen del tipo de proceso que se utilice en
las industrias vinicolas, se propone emplear los residuos de industrias mexicanas
procedentes del mismo proceso de elaboracion de vino para proponer un método para

la obtencion de enzimas empleando fermentacidn en estado solido.

Para el método de fermentacién, se han utilizado microorganismos de distintas
fuentes. Asi mismo en este trabajo se sugerirA el método para aislar un
microorganismo especifico que se encuentre en las condiciones de los vifiedos

mexicanos para lograr un rendimiento destacado en la obtencion de la enzima tanasa.
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El vino y sus generalidades

Origen del vino
La definicion de la uva destinada para la elaboracién de vinos de acuerdo al Codigo

Internacional de Préacticas Enolégicas de la OIV (Organizacion internacional de la vifia
y la vid) es la siguiente: “Uva fresca que, por sus caracteristicas, es destinada
esencialmente a la vinificacion. Puede estar sobremadura, ligeramente pasificada o
afectada de podredumbre noble, a condicidén de que pueda ser estrujada o prensada
usando los procedimientos ordinarios de cada bodega y produzca espontaneamente

una fermentacion alcohélica”

De la uva Vitis vinifera sylvestris se tiene registro de que los humanos tuvieron
contacto con el fruto durante el periodo paleolitico alrededor de hace 60,000 a
100,000 afios, en lo que ahora se conoce como el pais del Libano (MacNeil, 2015).
La jarra con evidencia del proceso de vinificacibn mas antigua fue encontrada en
Georgia que data del periodo Neolitico (Jhonson, 2005). La Vitis vinifera (Fig. 1) se
cultivaba en Medio Oriente en el afio 4000 a.C. y probablemente antes. Los registros
egipcios, que datan del 2500 a.C., mencionan el uso de la uva para la elaboracion de
vino, y las numerosas referencias biblicas al vino indican el origen temprano y la
importancia de la industria en Oriente Medio. Un ejemplo de este registro es en la
tumba de Ptah-Hotep en donde se muestran escenas de la viticultura y el cultivo de
la uva en la cultura egipcia (Laufer, 1940).

El intercambio del vino esté registrado durante el periodo clasico de la cultura griega
cuando los vinos de Asia Menor fueron importados a través de Marsella a la zona de
la Galia (actualmente, Francia). Los griegos no consumian el vino como hoy en dia,
diluian el vino; una parte de vino y tres partes de agua.

Los griegos mantuvieron un activo comercio de vino y plantaron uvas en sus colonias
desde el Mar Negro hasta Espafia. Los romanos llevaron el cultivo de la uva a los
valles del Rhin y el Mosela (que se convirtieron en las grandes regiones vinicolas de
Alemania y Alsacia), el Danubio (de Rumania, Serbia, Croacia, Hungria y Austria) y
el Rédano, el Saona, el Garona, el Loiray el Marne (que definen las grandes regiones
francesas del Rdédano, Borgoiia, Burdeos, Loira y Champafa, respectivamente)
(Amerine, 2021).




Los vifiedos y la uva
La uva crece en racimos que estan unidos por pedicelos y luego el pedanculo es la

estructura que lo une al tronco. En la Fig. 1 se ilustra la anatomia del vifiedo y de la
uva. El vifiedo se puede clasificar en dos partes: los 6rganos vegetativos y los érganos
reproductivos. Los 6rganos vegetativos son las raices, el tronco, las hojas y las ramas.
Y los érganos reproductivos son los racimos (Keller, 2015).

Este fruto tiene una forma de circular a ovoide. La piel es una capa delgada que cubre
el interior del fruto, esta puede ser de tonos morados, azules y verdes. La pulpa tiene
una consistencia casi gelatinosa color verde muy claro, puede contener de 0 a 4

semillas.
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Figura 1. Anatomia de los vifiedos y de la uva, adaptado de Cox, 2015
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Produccién de vino
La ubicacién geografica de los vifiedos, tipo de suelo, época de recoleccion de la uva,

grado de madurez de los frutos, tipo de fertilizantes utilizados, métodos de transporte,
condiciones climaticas, los pasos del proceso de la elaboracion del vino, tiempo de
fermentacion, tiempo de maduracion, el material en el que se deja madurar el vino
(Maamoun, 2022); son algunos de los factores que dictan la calidad y la compaosicion

del producto terminado.

El proceso de elaboracion del vino tiene dos vertientes: vino blanco y vino tinto Fig.
2. De ahi, para producir distintos vinos se modifican algunos ingredientes o

condiciones en el paso de fermentacion, maceracién y maduracion (Venema, 2017).
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El proceso de produccién de vino se describe en los siguientes puntos:

Cosecha
La uva utilizada para la produccion del vino es la Vitis vinifera, L. ssp. El tamafio, color

y forma depende del lugar donde se cultiva, de las condiciones climatologicas y de la
composicion del suelo. La recoleccion de la uva depende del nivel de madurez, esta
se elige en funcién del estado maximo de madurez, ya que esta contiene un alto

porcentaje de azucares para el proceso de fermentacion (Zoecklein, et al., 2020).

Una vez que se eligen los racimos de uvas en su estado de madurez deseado, se

separan las uvas verdes o con nivel de madurez menor (Fig. 2.1).

Despalillado
Para la produccion de vino rojo, los frutos se separan de los pedunculos antes de

pasar por el proceso de extraccion. Este proceso tiene distintos objetivos: 1. prevenir
la difusién de compuestos fendlicos no deseados y de otras sustancias solubles que
afectan la estabilizacion de la bebida como catequinas, epicatequinas y acido galico,
2. evitar que los tallos obstruyan el flujo de la materia de los reactores, y 3. mejorar la

distribucién de sulfitos que se adicionan en el proceso de maceracion (Fig. 2.2).

Estrujado
Una vez que se despalillan las uvas, estas pasan por un proceso mecanico en donde

son aplastadas. La fruta pasa por un equipo que esta conformado por rodillos para
obtener el mosto, el cual es la mezcla que esta conformada por jugo de la uva,
semillas y piel. Los rodillos deben tener una presion suficiente para obtener el maximo
jugo posible, no obstante, la presion no debe ser tan grande para evitar que las
semillas y los tallos se trituren, debido a que proporcionan acidos grasos y sabor
amargo al mosto (Fig. 2.3). El mosto tiene un porcentaje de solidos muy elevados,
alta densidad y viscosidad elevada. Como se observa en la Tabla 1., los solidos
cambian inclusive entre la misma variedad de uva. En el articulo de Bagher et al.,
llevaron a cabo el andlisis del mosto en Sudafrica a partir de dos cosechas del 2012
y 2013, obteniendo resultados diferentes en °Brix, pH y concentracion de acido

tartarico. Asi mismo KoSmer et al. 2013, analizaron el mosto de dos variedades tintas




de Montenegro dando como resultado valores diferentes en los parametros de &cido

tartarico y pH.

Tabla 1. Composicion de mosto antes del proceso de fermentacion (elaboraciéon

propia)

Parametro
Variedad R Acido tartarico Referencia
Brix pH (/L)
Cabernet 20-25 3.3-3.6 2.3-54 Bagheri et al.,
Sauvignon 2016
Vrnac n.r 3.6 5.5-5.9 KoSmerl et al.,
Krstac n.r 3.3-35 3.7-4.3 2013
Valores n.r 3-4.5 3.6-5.8 Moreno et al.,
general de 2012
vino tinto

Nota: n.r. no reportado

Fermentacion
En algunos casos, el mosto se lleva a 50°C para favorecer la extraccion de las

antocianinas; en otros casos simplemente se evita este paso debido a que se realiza
en el proceso de maceracion.

El reactor se llena a 85-90% de su volumen y la temperatura alcanza de 20-23°C. Se
inocula con cepas de Saccharomyces como de las especies: apiculatus, exiguus
verecisiae var. ellipsoides o pastorianus (Millis et al., 2008). En este reactor, los
azucares se transforman en etanol. La fermentacion se detiene aproximadamente a
una concentracion de etanol de 12-15% (v/v), dependiendo de la cepa utilizada
(Fig.2.4).

Maceracion
El mosto obtenido de la fermentacion se deja reposar de 4 a 10 dias a una

temperatura de 20-27°C, con el fin de extraer compuestos aromaticos, minerales y
pigmentos. Para evitar el crecimiento de microorganismos o evitar reacciones de
oxidacion que produzcan sabores amargos u olores indeseados, se adiciona didxido

de azufre.

Prensado
Una vez que ha terminado la primera fermentacion y se han liberado los pigmentos y

compuestos aromaticos a la fase acuosa, el mosto se pasa al proceso de prensado;




se prensan los sélidos para desprender la mayor cantidad de compuestos para el
desarrollo de sabores y olores, el vino se conserva para continuar con el proceso. A
la materia solida seca resultante de este proceso se le denomina orujo y es
descartada (Fig. 2.5).

Sedimentacion y decantacion
Para separar la materia solida del vino se utilizan centrifugas para eliminar la turbidez

y mejorar el aspecto visual de la bebida. Asi mismo, este proceso favorece la
oxigenacion, util para el desarrollo de compuestos sensoriales positivos para el aroma

y gusto (Fig. 2.6).

Fermentacion malolactica
Existe una segunda fermentacién o fermentacion malolactica, es el proceso que

ocurre debido al metabolismo de las bacterias acido lacticas presentes en las uvas,
usualmente hay de 10 UFC/mL a 10* UFC/mL. Este paso puede ser opcional, con la
adicion de diéxido de azufre. Si se desea la fermentacion maloléctica, el dibxido se
agrega en el paso de maduracion (Fig. 2.7). Esta fermentacion se lleva a cabo debido
a que brinda mayor estabilidad microbiolégica al disminuir la concentracion de acido
malico y se sintetizan compuestos antimicrobianos, ademas favorece el desarrollo de

aromas y sabores en el vino (Lucio et al., 2017).

Clarificacion y estabilizacion
A pesar de realizar el proceso de sedimentacion y decantacion, el vino es una

disolucién coloidal que tiende a sedimentarse. Para evitar la sedimentacion de las
particulas de un coloide no basta con un proceso mecanico, sino que se deben afadir
estabilizantes o clarificantes. “La clarificacion implica la formacién de un precipitado
flocular en el vino, que absorbe o arrastra los constituyentes naturales que forman
turbidez y/o las particulas coloidales” (Reynolds, 2021). Los agentes mas utilizados

para la clarificacion y estabilizacion son las bentonitas y tanasas (Fig. 2.9).

Embotellado y etiquetado
El vino se vacia en botellas de vidrio, usualmente los vinos rojos son embotellados en

vidrio ambar para evitar oxidacion de los pigmentos por la radiacion de la luz. En caso




de utilizar corchos, se debe dejar un espacio entre la superficie del liquido y la del
corcho, debido a que en el almacenamiento se pueden producir gases que provocan
la salida de la bebida. El etiquetado del vino debe ser de acuerdo con la NOM-199-
SCFI-2017, Bebidas alcoholicas-Denominacion, especificaciones fisicoquimicas,

informacion comercial y métodos de prueba (Fig. 2.10).

Produccién de vinos en México

En México, las industrias dedicadas a la elaboracion de vino se ubican principalmente
en los estados del centro y norte del pais como son Baja California, Chihuahua,
Coahuila, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora y Zacatecas, estos
estados cuentan con las condiciones adecuadas para el cultivo de la vid como una
temperatura media de 19.8 °C durante el ciclo de crecimiento del fruto en los meses
de abril a octubre y durante la maduracion de la uva en el mes de septiembre a una
temperatura media de 20.4 °C (Valenzuela et al., 2014); en Baja California se
encuentran la mayoria de los vifiedos debido a que tiene un mesoclima con brisas
frias provenientes del mar (Gibson, 2010) como las condiciones en las que se
encuentran los vifledos del Mediterraneo.(Fig. 3). Las empresas ubicadas en estos

estados son principalmente espafiolas, francesas y mexicanas.
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Figura 3. Mapa de las empresas vinicolas mexicanas (elaboracion propia)

Empresas vinicolas mexicanas: 1.Adobe Guadalupe, Baja California; 2.Altos Norte Vinicola, Jalisco;
3.Bodegas de Cote, Querétaro; 4.Bodegas de Santo Tomas, Baja California; 5.Bodegas del Viento,
Coahuila; 6.Bodegas Ferrifio, Coahuila; 7.Bodegas Jacques & CIE, Querétaro; 8.Bodegas Origen,
Aguascalientes; 9.Bruma Vinicola, Baja California; 10.Casa Madero, Coahuila; 11.Cava Quintanilla,
San Luis Potosi; 12.Chateau Camou, Baja California; 13.Clos de Tres Cantos, Baja California;
14.Concierto Enolégico, Baja California; 15.Cuna de Tierra, Guanajuato; 16.El Cielo, Baja California;
17.Finca La Carrodilla, Baja California; 18.Freixenet México, Querétaro; 19.Hacienda del Marques,
Coahuila; 20.Hacienda La Florida, Coahuila; 21.Hacienda la Lomita, Baja California; 22.Lopez Rosso
Cavas, Zacatecas; 23.Monte Xanic, Baja California; 24.Pedro Domecq, Ciudad de México; 25.Pozo de
Luna, San Luis Potosi; 26.Puerta del Lobo, Querétaro; 27.Rancho el Fortin, Coahuila; 28.Rancho Llano
Colorado, Baja California; 29.Tierra Adentro, Zacatecas; 30.Tres Rios, Chihuahua; 31.Uvas de Altura,
Sonora; 32.Vinaltura, Querétaro; 33.Vinicola Regional de Ensenada, Baja California; 34.Vinicola Santa
Elena, Aguascalientes; 35.Vino Zapa, Coahuila; 36.Vinos Cudtro Soles, Aguascalientes; 37.Vinos
Guanamé, Guanajuato; 38.Vinos Trasiego, Ciudad de México; 39.Vifias del Sol/Santos Brujos, Baja
California; 40.Vifiedos Don Leo Coahuila; 41.Vifiedos San Juanito, Querétaro; 42.Vifiedos San
Miguel, Guanajuato; 43.Vifiedos y Bodegas Encinillas, Chihuahua.

El vino procedente de Baja California Norte, es el vino con mayor aceptacion en el
mercado nacional e internacional, en razon de encontrarse en condiciones
climatoldgicas parecidas a las del Mediterraneo, produciendo vinos sensorialmente
similares a las bebidas europeas (Larousse, 2009). Algunas de las casas vinicolas
mas importantes en México son: Bodegas de Santo Tomas, L.A. Cetto, Allied Domecq
México, Cavas Valmar, Chateau Camou, Mogor Badan, Vifia Liceaga, Monte Xanic,

11
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Casa de Piedra, Adobe Guadalupe, Vinisterra, Bodega San Rafael y Bodegas Baron

Balché (Covarruvias et al., 2015).

De acuerdo con un estudio de mercado del gobierno espafiol (2021), se pronosticaba
que para el afio 2020 la produccion de vino aumentaria 12.5% con respecto al afio de
2019, es decir, 22.5 millones de litros. Asi mismo, en este reporte declaran que en los
tltimos 10 afios la produccion ha aumentado en un 65% en volumen y 37% en valor

en México (Espafia Exportacion e inversiones, 2021).

La Organizacion Internacional de la Vifia y el vino (OIV) reportd en 2017 que
anualmente en México se producen 200 000 hectolitros de vino. Esta misma fuente
registra que en el 2018 fue el afio con mayor consumo de vino (1.19 x 106 hL) . Como
se observa en la Fig. 4 la produccion, el consumo y la importacién van en aumento
desde el afio 2010 hasta el 2019.

Vino en México
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Figura 4. Datos de consumo, produccién del vino en México (OlV, 2013)
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La uva cultivada en México se consume principalmente en fresco, el 22.93% es el
insumo para el sector vinicola de acuerdo al informe de planeacion agricola Nacional
2017-2030 (2017) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacion (SAGARPA).

La produccion de la uva, de acuerdo al atlas agroalimentario de SAGARPA-SIAP
(2018), divide la produccion de uva en tres categorias: uva fruta 75%, uva industrial
22% y uva pasa 3% (Franco et al., 2017). La uva fruta o también conocida como uva
de mesa es producida principalmente por los estados de: Sonora, Zacatecas,
Aguascalientes, Baja California, Guanajuato, Coahuila, San Luis Potosi, Durango,

Baja California Sur y Puebla.

La uva pasa se destina para la elaboracion del fruto seco. Se utilizan frutas medianas,

tintas o blancas, sin semilla, el secado natural tarda entre dos o tres semanas.

Por su parte, la uva industrial se cultiva en mayor volumen en los estados de Baja
California, Zacatecas, Sonora, Aguascalientes, Coahuila, Querétaro, Chihuahua,
Guanajuato, San Luis Potosi y Nuevo Ledén. Como el nombre lo indica, es utilizada
para productos industriales como jugos concentrados, vinos y licores como el brandy
(CEDRSSA, 2017).

Para la produccion de vino tinto en México existen diferentes cepas, tales como
Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot, Pinot (s), Syrah, Garnacha o Grenache,
Nebbiolo y Tempranillo. Las cepas blancas que se producen en el pais son
Chardonnay, Chenin, y Moscatel (es) de acuerdo a la investigacion interna del Centro
de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria
(CEDRSSA, 2017).

Datos mundiales

Los productores mas importantes de vino a nivel mundial se encuentran en el
continente Europeo en paises como lItalia, Francia y Espafia. En el continente
Americano se han destacado paises de Sudameérica como Argentina y Chile. En
Norteamérica, en la costa oeste de los Estados Unidos, cuenta con un gran niumero

de vifiedos y produccién vitivinicolas.
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Comparando los datos de México con los de nivel mundial (Fig. 5), el volumen de
consumo, de produccion y de exportacion son menores. Como se observa en la
grafica de vino en México (Fig. 4), el volumen de consumo se incrementa conforme
pasan los afios, no obstante, cabe destacar que el volumen de produccion va en
decremento, por lo que hay mayor importacion de vino y el volumen de exportacion
del vino mexicano es cada vez menor. A pesar de que a nivel mundial el consumo
per capita es elevado, el volumen de produccién es aun mayor. De esta forma México

se abastece de vino favoreciendo las importaciones.

Vino en el mundo

300000 -

200000

1000 hL

100000 —

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Afio

B Produccion [ Exportacion Importacion [l Consumo

Figura 5. Datos de consumo, produccion del vino en el mundo (OIV, 2013)

Residuos de la industria vinicola

La industria vinicola genera aproximadamente de 1.3-1.5 kg de residuos al producir
un litro de vino (loannou et al., 2015). Bustamante y colaboradores (2008) al analizar
estos desechos reportaron una alta concentracion de macronutrientes, asi como una
alta concentracion de polifenoles (1.2-19.0 g/kg) y una baja concentraciéon de

micronutrientes y de metales pesados.

Debido a la crisis climética, actualmente la industria esta enfrentando una gran

demanda para el desarrollo e implementacion de nuevas técnicas sustentables para
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la obtencion de alimentos de alta calidad e inocuos, manteniendo al mismo tiempo

una alta eficiencia durante el procesamiento (Neethirajan, 2010).

Composicion de los residuos vinicolas

Los residuos vinicolas representan del 25-35% (Nanni et al., 2021) de la produccion
del vino y estos residuos estan compuestos por pedunculos, piel de uvas, semillas,
lias (que son la materia organica que se produce después de filtrar y clarificar el vino)
y el orujo (Nanni et al.,2021) que se detallan en la Tabla 2. Los pedunculos son los
tallos que unen el fruto al arbol, su mayor composicion son los polisacaridos como la
celulosa, hemicelulosa y lignina. La piel y las semillas no son trituradas por completo
en el proceso de estrujado debido a que prensarlos completamente libera compuestos
amargos indeseables. La piel es el epicarpio de la uva que contiene un gran
porcentaje de fibra dietética insoluble (98%). De igual manera las semillas tienen un
alto porcentaje de fibra y un alto porcentaje de lipidos (13-15%). Uno de los residuos
finales del proceso son las lias, este residuo esta compuesto principalmente por los
microorganismos inoculados en el proceso de fermentacion y las proteinas que se
precipitaron a lo largo del proceso de elaboracién del vino.

La composicion del orujo esta reportada por Moreno et al., (2020) en la Tabla 2. El
orujo es el residuo que se obtiene después de prensar el mosto para separar la
materia sélida de la acuosa. Dependiendo con la eficiencia con que se separe el
residuo serd la composicién quimica de este deshecho. Ademas de tener un alto
porcentaje de agua, este residuo contiene fibra dietética, proteinas, lipidos, una gran
diversidad de compuestos fendlicos, entre ellos, los taninos. Como se muestra en la
Tabla 2 en donde se reportan los valores de analisis quimico proximal de distintas
variedades de vino tinto, los taninos, son compuestos que producen las plantas como
un mecanismo de defensa ante condiciones de estrés, protegiéndolas de rayos UV y
de radicales libres (Corral et al., 2021), es por esto que se encuentran en los
pedunculos y en el orujo.

En la Tabla 3 se recopilan datos de la composicién quimica mas especifica del orujo
de distintos vinos tintos provenientes de diversos lugares. Como se observa en esta
tabla el mismo tipo de vino tinto se obtiene un andlisis quimico proximal singular. Uno

de los vinos mas consumidos es el Cabernet Sauvignon, de esta variedad de vino se
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reportan distintos valores de cenizas, proteinas, polifenoles y fibra dependiendo de la
region de origen.

De los vinos mexicanos descritos en la tabla, los de Baja California cuentan con un
mayor contenido de polifenoles. Como se mencioné anteriormente, existen factores
intrinsecos y extrinsecos que determinan la composicion de la uva y por lo tanto del
vino. La mayor produccion de vinos de Baja California se encuentra en el Valle de
Guadalupe. EI crecimiento de la uva es optima en esta region ya que el clima es
extremadamente seco y arido con una temperatura promedio de 30°C en el verano y
de 5°C en invierno (Covarrubias et al., 2015). Dadas estas condiciones climatolégicas,
la planta produce mayores compuestos benéficos para su proteccion como en este
caso los compuestos polifénolicos. De los nueve vinos analizados de Baja California,

el vino Petit verdot contiene el mayor porcentaje de polifenoles, acido galico y taninos.

Tabla 2. Composicion de residuos vinicolas, Moreno et al., 2020

Residuos vinicolas Composicion

Pedlnculos

20-30% celulosa
15-20% hemicelulosa
17-26% lignina
6-16% taninos condensados
(insolubles)

6% proteinas
6-9% cenizas

1-3% polifenoles solubles

5-12% proteinas
2-8% cenizas
2-5% lipidos
1-2% polifenoles solubles

Piel de uvas

1-70% azucares solubles
60% fibra dietética

98.5% fibra dietética insoluble

16

——
| —



1.5% fibra dietética soluble

4-6% pectinas

Semillas

48% fibra dietética
11.5% proteinas
13-15% lipidos
5-8% compuestos polifendlicos
6-70% carbohidratos

Fase sdlida:

Levadura y bacteria
Celulosa, hemicelulosa y lignina
Proteinas
Sales organicas
2-6 % Pectinas
1.2% Pigmentos
Fase liquida:

4-6% etanol
Acidos organicos (lactico, acético,

tartarico)

——
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Orujo

Alto contenido en agua 55%-75%
fibra dietética 43%-75%
proteinas 6%-15%
lipidos,
taninos
y una gran diversidad
de compuestos fendlicos
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Tabla 3. Composicion del orujo obtenido a partir de distintos vinos tintos (elaboracién propia)

Pais Informacién general México
Region; estado; Baja California, Valle de Guadalupe, Grupo Alximia S.A. de C.V. Noreste del pais
ciudad y/o
8
empresa 3
2
c [
= 5 - =
& - = - £ 2 ) g - - = g s
Variedad de g2 8 2 3 g 22 g 3 g = | '§ g 2 g 2 s
ino de ori & 2T 5 g E 5 32 | 5 5 e S| g kS 5% g e
vino de origen 8 83 s £ & 5 83 | & = k; 21 5 S S & s 5
® . = o o
Analisis quimico
proximal
Agua 1 4.44 4.94 2.04
Cenizas 17391 | 759 | 719 | 617 6.94 8.02 6.83
Carbohidratos 12.20-40.53
Proteinas 3571417 | 1234 | 1126 | 123 13.49 13.16 143
Lipidos 1.14-13.9 8.01 7.46 9.6
Polifenoles
Contenido total 0.28-8.70
de polifenoles g/100 gen 102.7 | 109.6 | 1183 | 1317 | 119.9 | 123.6 | 93.9 | 111.6 | 101.1 2.62 1.55 2.35
peso seco
Acidos
hidroxibenzoicos
Acido galico 10.82 6.65 | 1423 | 9.62 | 2433 | 272 | 653 | 7.28 9.18
Acido siringico 421 4.72 685 | 3.08 | 9.1 6.52 | 281 | 3.92 5.69
Galloil glucosido ND 2.66 844 | ND | 7.41 | 1459 | ND | ND ND

Flavonoides

——
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Flavonoides

totales
Flavonoides
solubles totales 56.24 7745 | 7412 | 86.47 | 717 | 7339 | 53.2 | 68.62 72
Antocianinas
Antocianinas
totales
Ant00|ar]|r_1as 1.49 1.64 082 | 051 | 158 | 144 | 155 | 15 1.72
monoméricas
Flavonoles
Kaempferol 11.94 6.11 ND | 272 | 257 | ND | 242 | 247 ND
Quercetina 45.06 17.28 | 1022 | 1227 | 1439 | ND | 151 | 13.9
Isoquercetina 6.51 7.75 3.87 | 6.09 ND 712 | 156 | 9.82 ND
LaI’IC'ItI!’]-3-O- 1.81 ND ND | 233 | ND ND | 296 | ND ND
glucosido
Syrlrlg(_atln-S-O- 2.88 ND ND | 4.63 ND 6.77 | 481 | 292 ND
glucosido
Flavan-3-oles
Catequina ND 895 | 2757 | 875 | 27.42 | 76.71 | 3.06 | 10.03 | 6.56
Epicatequina ND 9.56 | 25.71 8 32.08 | 6083 | 5.67 | 12.14 | 7.85
Taninos
solubles
Taninos
solubles totales 7.23 1027 | 13.24 | 2054 | 17.01 | 2348 | 10 | 9.98 9.54
Elagitaninos 16.77 12.13 576 | 8.94 ND ND | 818 | ND 7.14
Taninos
condensados

( |

2

L 20 )




Galato de

catequina ND 2.31 455 ND | 7.135 | 1271 | ND | 3.62 2.95

g{;‘;ﬁ)n?ma B ND 725 | 10.12 | 5.06 6 1087 | ND | ND ND

g{;‘;ﬁ)ngjma B ND 941 | 1222 | 958 | 11.76 | 29.13 | ND | ND ND

Eirr?l(;?glfma B ND ND 3.61 ND ND 6.07 | ND | ND ND

Eirr?](;?c?gma B ND ND 5.27 ND ND | 1227 | ND | ND ND

Fibra

Fibra dietaria 17.28-88.70 | 633 | 335 | 474 69.3 59.3 67.1

Insoluble 16.44-36.70 62.2 52.7 60

Soluble 0.72-12.78 7.1 6.6 6.8

AzUcares

solubles

Fructosa 0.38-8.91 1.21 471 0.92

Glucosa 0.21-26.34 0.77 2.8 0.59

Sacarosa 0.07 0.07 0.4

Minerales

Na 87-277 30.7 28.2 33.4

K 1184-2718 2425.7 2784.5 2616.1

Mg 92-644 94.6 99.7 103.3

Ca 91-961 316.9 361.9 431

Mn 6-1356 2 2.1 2.3

Fe 5-5468 13.6 14.1 95

Zn 2-2254 1.2 1.1 2.7

Cu 39-130 0.5 1.2 0.7

P 4-3157 183.1 185.1 210.3
(=)




Galactosa 8.2x105 | 85x105 | 1.5x10+
Xilosa 3.5x105 1.4x104 | 3.5x104
Trehalosa 2.4x10-5 1.2x10+ | 2.7x10-*
Arabinosa 2.5x10-3 2.0x103 | 3.1x104
~eferencia AethffC Dengz,o(ilet al., Mufioz-Bernal et al., 2021 Martlnezz'(l)'g!ez et al.,
2020

Notas: 1. g/100 g en peso seco 2. porcentaje de cada area de pico con respecto al area total de pico identificado, 3. mg &cido gélico/g en peso seco, 4. mg
catequina/g en peso seco, 5.mg cianidina-3-glucésido/g en peso seco, 6. mg maldivina-3-glucésido/g en peso seco, 7.mg proantocianidina/g en peso seco, 8.
mg procianidina B2/g en peso seco, 9. mg/100 g en peso seco, 10. acido tartarico/100 g en peso seco 11. g/100 g en peso humedo 12. mg/100 g en peso
seco; N.D.: no detectado
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Uso de las enzimas en la industria vitivinicola

Cada vez la industria vitivinicola emplea mas enzimas durante el pretratamiento de la
uva, en la fermentacién, la maduracion y en el almacenamiento, en razon de que
ayuda en el incremento del rendimiento del jugo de la uva, mejora el color del vino,
favorece el desarrollo de compuestos aromaticos, acelera el proceso de clarificacion
y filtracién y acorta el tiempo de fermentacion (Yang et al., 2021). A pesar de que las
frutas cuentan con enzimas endogenas, éstas no logran catalizar las reacciones
necesarias para la hidrélisis de compuestos indeseados o para favorecer el desarrollo
de compuestos aromaticos en razon de que no resisten las condiciones de la
produccion del vino (Claus et al.,, 2018). Algunas de las enzimas utilizadas son
pectinasas, hemicelulosas, glucosidasas, glicosidasas, proteasas, ureasas y tanasas
(Mojsov et al., 2015; Yang et al.,, 2021). Estas enzimas empleadas en el sector
vitivinicola estan descritas en la Tabla 4. de Mosov et al., (2015) donde se sefala su

funcién y su aplicacion.

Tabla 4. Enzimas empleadas en el proceso de elaboracion del vino

Enzima Funcion Aplicacién
Pectin metilesterasas Desesterificacion y | Romper los grupos metil
gelificacion de pectinas éster de acidos

poligalacturonicos y por
lo tanto se libera metanol
y convertir la pectina en

pectato

Poligalacturonasas Tiene una funcion | Romper los  enlaces
sinérgica con la pectina | glucosidicos que une las
moléculas  de acido
galacturonico con otra con
la absorcion de una

molécula de agua

Pectin liasas Despolimerizacion de | Minimizar el etanol
pectinas altamente | liberado por el acido
esterificadas poligalacturénico metilado
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durante la produccion del

vino

Enzimas de maceracion
(celulasas, hemicelulasas

y pectinasas

de

polisacéridos de la pared

Hidrolisis los

celular de materia vegetal

Mejorar la extraccion de
color y maceracién de las
pieles de uva

Mejorar la calidad,
estabilizacion, filtracion y

clarificacién de los vinos.

B-glucodiasas

de

residuos aromaticos

Modificacién los

Mejorar el aroma en los

vinos

Produccién de compuestos de valor agregado a partir de residuos vinicolas

Taninos

Debido a la composicion de los residuos vinicolas, desde el agua hasta las semillas,

estos pueden emplearse para producir compuestos de valor agregado (2017) como

se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de productos obtenidos de residuos de la industria vinicola
(modificado de Bharathiraja et al., 2017)
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Los taninos tienen la capacidad de precipitar pectinasas, lipasas, proteasas, [3-
galactosidasa, celulasas y otras macromoléculas. En razon de lo cual se ha
observado un efecto indeseable en su uso como alimento de ganaderia, clasificando

estos compuestos como anti-nutritivos (Sharma K. P. 2019).

De igual manera, en la industria de bebidas como jugos, tés y bebidas alcohdlicas,
los taninos son un producto indeseable, debido a que provocan la precipitacion de
proteinas provocando sedimentacion a corto y largo plazo. Sensorialmente los taninos

estan asociados con la astringencia y sabores amargos.

Aungue algunos de estos compuestos polifenélicos brindan un beneficio a la salud
como: prevencion de problemas cardiovasculares, son considerados anti-
carcinogénicos Yy tiene propiedades antiinflamatorias y antioxidantes brindando un
valor en la industria farmacéutica (Ayed y Hamdi, 2020) en la industria alimentaria son
compuestos que generan problemas de caracter tecnologicos porque causan la

precipitacion de proteinas.

Estructuray clasificacion de los taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos que se categorizan en dos grupos
generales: hidrolizables y condensados. Estos polifenoles se encuentran en materia
vegetal como frutas, verduras, tallos, hojas y plantas. Sirven de proteccion a las

plantas contra invasién microbiana y evitan ser consumidos por sus depredadores.

Algunos taninos (Fig. 7) son facilmente hidrolizados por la enzima tanasa produciendo
acido gélico, glucosa o acido quinico. Estos compuestos son ésteres del acido galico
y acido elagico. Los acidos antes mencionados rodean una molécula de un
carbohidrato que se encuentra esterificada, principalmente D-glucosa. En la Fig. 7 se
muestra la hidrélisis del acido tanico a acido galico y glucosa a través de la 2,3,4,6-

tetragaloil glucosa y dos tipos de mono-galoil glucosa (Chavez et al., 2018).
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1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa

" Nonagaloil- glucosa i
Ayt O o T
Glucosa Acido gélico Monogaloil- glucosa '

2,3,4,6-tetragaloil-glucosa

Figura 7. Hidrdlisis del acido tanico tomada de Chavez et al., 2018.

Los taninos se dividen en cuatro grupos de acuerdo a su estructura: galotaninos,

elagitaninos, taninos complejos y condensados (Fig. 8).

Taninos

| | | |

Galotaninos  Elagitaninos Tamngs Taninos
< | complejos  condensados

Figura 8. Clasificacion de taninos, Aguilar et al., 2007

Asi mismo, los taninos también se clasifican de acuerdo a la hidrolisis. Existen dos
tipos de taninos hidrolizables: galotaninos y elagitaninos. Los galotaninos (Fig. 9, A)
mas simples estan formados de residuos polifendlicos y de polialcoholes. En la Fig. 9
se muestra con flechas rojas los ésteres hidrolizables (Ristinmaa et al., 2022). Este

grupo de taninos es importante debido a que la enzima tanasa cataliza la reaccion de
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hidrélisis para producir compuestos de valor agregado. Un ejemplo importante es el
acido galico que es empleado en la industria farmacéutica, textil y en la produccion
de pigmentos.

En comparacion con los taninos hidrolizables, los taninos condensados (Fig. 9, D) no
cuentan con un carbohidrato en el centro de la molécula, sino que estan compuestos
por 2-50 unidades de flavonoides (e.g. flavon-3-ol o flavon-3,4-diol) (Sharma, 2019).
Los taninos complejos (Fig. 9, D) son el conjunto de galotaninos y elagitaninos unidos

con unidades de flavon-3-ol (Fig. 10).

A " B .
HO

Figura 9. Estructuras de los subgrupos de taninos

Nota: A) Galotanino: 27 hexa-galoil glucosa, B) elagitanino: corilagina, C) tanino condensado:
proantocianidina C1, D) tanino complejo; galato de epicatequina (Ristinmaa et al., 2022)
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Tanasas

Las tanasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los taninos, son producidas por
bacterias, hongos y levaduras. Esta enzima tiene gran importancia en diversas
industrias como la farmacéutica, en la produccion de tintes, la alimentaria, la quimica

y en produccion de cuero (Biswas, 2020).

Actividad y estructura
La tanin acil hidrolasa (E.C.3.1.1.20) o comunmente conocida como tanasa es una

enzima que pertenece al grupo de las serin esterasas debido a que el sitio activo de
esta enzima contiene la secuencia Gly-X-Ser-X-Gly, tipico de las serin hidrolasas
(Ren et al., 2013). Esta enzima cataliza la hidrolisis del enlace éster (galoil) y el enlace
dépsido (enlace éster que se forma entre dos acidos gélico) para liberar &cido galico.
El proceso de hidrélisis como se muestra en la Fig. 11 produce moléculas de acido
galico y 1 molécula de glucosa por una de acido tanico (Kumar et al., 2019).

OH

HO OH OH
HO OH
5
0 HO o]
HO o} Ho o HO o
o) C L
1 o H E.C.3.1.1.20 Acido galico
0 0 _—
HO H 0 +
OH H OH
OH o
lo} H o
OH HO
HO H
HO OH OH 1 H  “oH
HO H OH

OH
1,2,3,4,6-pentagaloil-glucosa

Glucosa

Figura 11. Hidrdlisis de taninos con la enzima tanasa (Chavez et al., 2012)

Esta enzima cataliza dos reacciones distintas: 1. la actividad esterasa que lleva a cabo
la hidrdlisis de los enlaces del acido gélico, 2. la actividad dépsidasa que es la
separacion del acido digalico, galotaninos, elagitaninos, etc., como se muestra en la

Figura 12.
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Figura 12. Reacciones catalizadas por la tanasa (Aguilar et al., 2007)

La tanin acil hidrolasa fue descubierta accidentalmente por el cientifico francés
Tieghem en 1876 (Aguilar, et al., 2007). Esta enzima se ha extraido de distintas
fuentes microbiolégicas y en todas se ha observado que la enzima producida depende
de las caracteristicas del microorganismo, por lo tanto, cada tanasa tiene diferentes

condiciones para su actividad 6ptima.

Ren, B., et al. (2013), reportaron la estructura tridimensional de la tanasa obtenida a
partir de Lactobacillus plantarum (4J0C). Como se muestra en la Fig. 13a se observa
el asa de color verde que consta de dos hebras largas, B8y 9, que forman una lamina
B antiparalela. Esta asa es de gran importancia debido a que es muy flexible y esta
cercana al sitio activo, lo que puede indicar que esta se abre y cierra al relacionarse
con el sustrato. Asi mismo, en esta imagen se observan los aminoacidos Ser 163
(verde), His 451 (azul) y Asp 419 (rojo) que conforman la triada catalitica. Los autores
postulan en su articulo que, durante la catdlisis, el grupo hidroxilo de Ser 163 es
desprotonado por His 451, que al mismo tiempo se estabiliza con un hidrogeno de
Asp 419. En el centro se observa el sustrato acido galico (naranja). En la Figura 13c
y d se exhibe la enzima tanasa con superficie de distintos angulos en donde se

observa el sitio activo.
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Figura 13. Estructura tridimensional de tanasa obtenida a partir de Lactobacillus

plantarum codigo PDB 4J0C (elaboracién propia).

La tanasa tiene distintas aplicaciones en la industria alimentaria: clarificacién de
bebidas alcohdlicas y de jugos de frutas, para la elaboracién de bebidas frias de café
asi como para la produccion de té instantaneo. La alta concentracion de taninos
presentes en las frutas, en el vino y la cerveza provoca la precipitacion de las
proteinas, cuando esto ocurre, la bebida se observa turbia dando un aspecto y textura
indeseable; por este motivo el proceso de clarificacion es necesario en la elaboracion
de bebidas.

Esta enzima tiene una diversidad de posibles aplicaciones en la industria, sin

embargo, es poco utilizada por su alto costo de produccién. El &cido tanico y el acido
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galico, son empleados como sustratos para producir la enzima. Sin embargo, su costo
es alto por lo que existe la necesidad de buscar alternativas, ya que estos acidos se
encuentran en abundancia en diferentes partes de las plantas como: flores, hojas,

cortezas y semillas y ofrecerian la oportunidad de reducir costos.

Microorganismos utilizados para la produccion de tanasas

En un estudio realizado en 2021, los investigadores Afolayan et. al, utilizaron cepas
de hongos aisladas de muestras de tierra para la produccion de tanasas con el método
de fermentacidon en estado solido, utilizando como sustrato sorgo. En esta
investigacion observaron que los microorganismos Aspergillus niger, Penicillium sp. y
Aspergillus flavipes son los que brindan mayor rendimiento en la produccion de

tanasas.

En afos recientes se ha estudiado la produccion de tanasas a partir de residuos
agroindustriales como de la cascarilla de café, cascara de coco, polvo de semillas de
tamarindo y cascara de gandul, en donde Aspergillus es empleado para tal fin
(Bharathiraja et al., 2017). En la Tabla 5 se muestran los resultados de distintos
articulos que emplean residuos de la industria alimentaria utilizando como método
fermentacion en estado solido o sumergido. Estos estudios eligieron Unicamente

aquellos residuos con mayor rendimiento para determinar las condiciones 6ptimas.

Aspergillus niger
Aspergillus niger es un hongo utilizado ampliamente en la industria alimentaria y

farmacéutica debido a su gran capacidad de producir metabolitos secundarios y
enzimas con multiples aplicaciones. La sustancia con la que cominmente se asocia
con este hongo, es el acido citrico que es utilizado en una gran variedad de productos
alimenticios. El cientifico James Currie public6 hace mas de 100 afios (1917) su
estudio sobre las propiedades de Aspergillus niger y su gran capacidad para
biosintetizar grandes cantidades de &cido citrico en soluciones con pH bajos y altas
concentraciones de azUcares (Lima et al., 2019,). Como se muestra en la Fig. 14, los
resultados del articulo del cientifico estadounidense impulsaron a que se investigara
profundamente sobre las propiedades de este hongo. Asi mismo, en la linea del
tiempo que se ilustra en el articulo de revision (Cairns et al., 2020) (con motivo de la

conmemoracién de los 100 afios de la primera publicacion del hongo), se mencionan
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algunos de los avances en la investigacion del hongo y algunos compuestos
producidos aparte del 4cido citrico como el 4cido gluconico y glucoamilasas.
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Tabla 5. Microorganismos utilizados para la obtencidén de tanasa a partir de residuos (elaboracién propia)

Tipo de Microorganismo Fuente de Método de Actividad Condiciones Referencia
microorganismo sustrato produccion enzimatica optimas
(U/9)
Bacillus Epicarpio de Fermentacion 32 57 h de incubacién Lekshmi et al
velezensis TA3 granada en estado sélido 72.5% humedad 2020 "
0.68% &acido tanico
Hojas de Fermentacion 0.0415 U/mL | pH 5.5
grosella sumergida 39.72 °C
(Phyllanthus 91.82 h de
emblica) incubacion
2.17% de taninos
Hojas de ciruela | Fermentacion 0.029 -
Bacteria . negra sumergida
Klebsiella (Syzygium
pneumoniae cumini) Kumar et al.,
KP715242 2016
Hojas de Fermentacion 0.027 -
eucalipto sumergida
(Eucalyptus
glogus)
Hojas del arbol | Fermentacion 0.019 -
de la goma sumergida
arabica (Babul,
Acacia nilotica)
Aspergillus Hojas de ciruela | Fermentacion 138.34 relacion 1:2 de Saeed et al.,
oryzae FCBP- negra en estado sélido sustrato y agua 2020
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Hongo

PTF-1202

(Syzygium
cumini)

pH 5.5
30°C
72 h de incubacion

Talaromyces Cortez del arbol | Fermentacion 8.22 pH 8
verruculosus Acacia nilotica en estado solido 60 °C Aharwar
ATT281 presencia de iones . y
z - Parihar, 2020
Mn, acido galico y
SDS
Aspergillus niger | Salvado de Fermentacion 148.7 15 dias en
PN1 arroz en estado sdlido incubacion
17.86 mg
glucosamina/g
Arroz cervecero | Fermentacion 140.8 15 dias en Mansor et al.,
en estado sdlido incubacion 2019
14.6 mg
glucosaminal/g
Café molido Fermentacion 116.52 12 dias en
en estado sélido incubacion
Aspergillus niger | Cascara de Fermentacion 21.55U/mL [35°C Olaleye et al.,
SCSGAF0145 cacahuate sumergida pH 5.5 2022
Aspergillus Tallos de té Fermentacion 245 7.49% de taninos
tubingensis CICC en estado sélido 8.11% de glucosa
2651 9.26% (NH4)2S04 Wu et al., 2018

2.25% extracto de
levadura
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pH 5.5

6.4x107 esporalg
96 h
Aspergillus niger | Orujo de la Fermentacion 3-45U/mL [(48h Meini et al
NRRL3 produccion de sumergida 6% de acido tanico 2020 N
vino (m/v)
Levadura Kluyveromyces Orujo de la Fermentacion 664.3 sin pH4.5y 85
marxianus NRRL | produccién de en estado sélido | purificacién |35 °C Mahmoud et al.,
Y-8281 aceite de oliva 1026.12 con 2018
purificacion
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Figura 14. Linea del tiempo de los avances cientificos sobre Aspergillus niger, Cairns et al., 2020
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Aspergillus corresponde a la familia Aspergillaceae, se tienen registradas 492
especies en el Centro Nacional para la informacién biotecnologica (NCBI por sus
siglas en inglés). Es un hongo ubicuo, se ha encontrado en tierra, cuerpos de agua,
el artico, arboles, liquenes, esponjas marinas, y en animales como camarones,
inclusive recientemente se aislé Aspergillus niger en la estacién espacial

internacional.

Como se ha explicado anteriormente, Aspergillus niger tiene una variedad amplia de

aplicaciones en diferentes industrias como se menciona a continuacion:

1. Utilizacion para producir alimentos fermentados: vinagre, vinos, salsas y
productos carnicos;

2. Metabolitos secundarios: piranones, alcaloides, ciclopéptidos, policétidos y
esteroles (Li et al., 2020);

3. Productos empleados en la industria alimentaria y farmacéutica: &cido citrico,
acido gluconico y acido galico

4, Enzimas: celulasas, pectinasas, amilasas, xilanasas, manasas, glucosa
oxidasas, lipasas, triacilglicerol lipasas, fosfolipasas, fucosidasas, fitasas,
trealasa, prolil endopeptidasa, proteasas y tanasas (Papadaki et al, 2020; Yu
et al., 2021);

La FDA (United States Food and Drug Administration por sus siglas en inglés)
reconoce este microrganismo como seguro (GRAS por sus siglas en inglés).

Fermentacion en estado sdélido y sumergida

La produccion de enzimas a partir de microorganismos se obtiene mediante la
fermentacion. Existen dos tipos de fermentacion: en estado sélido y sumergida.

La fermentacién en estado soélido se utiliza ampliamente debido a los altos
rendimientos y bajos costos de produccion, esto se observa en distintos articulos en
los que se obtiene un mayor rendimiento comparada con la fermentacion sumergida
(Cruz-Hernandez et al., 2006). Sin embargo, este método se limita al momento de
escalar a nivel industrial debido a su dificultad de extraer las enzimas. La fermentacion

se lleva a cabo en placas o bandejas, cilindros y matraces de vidrio.
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Por otro lado, la fermentacion sumergida es utilizada en la industria debido a que es
un sistema mas homogéneo y es facil extraer las enzimas porque se encuentra en
una fase continua. Los fermentadores mas utilizados son los biorreactores de
columna de burbujas y de agitacion convencional (Vandenberghe et al., 2017). En la
Fig. 15 se enuncian algunas de las ventajas y desventajas de ambos métodos, esta
informacion fue recabada de diferentes autores (Lekshmi et al.,, 2020; Aharwar y
Parihar, 2018; Papadaki, et al., 2020).

Facilidad de aplicacion
a gran escala

No hay problema en la
transferencia de masa y
de energia

X Crecimiento de
microrganismos mas
lento

X Mayor probabilidad

Concentracion de
productos
relativamente mas alta

Menor generacion de

X | pretratamiento del
sustrato es de alto
costo

efluentes X Requiere una gran c de contaminacion
Fquipos de Foncentracién de Facilidad en el procesos | x Mayor generacion de
fermentacion mas indculo de esterilizacion ’ eflientes

sencillos x Complejidad en el Proceso de control mas |  Relativamente, menor

Menor mano de obra

Utilizacion de sustratos
de bajo costo

Bajo requerimiento de

proceso de salida

x Concentracién de los
nutrimentos no es

sencillo

Utilizacion de sustratos
completos

Las técnicas de

concentracion de
productos

X Mayor costo debido a
los medios de cultivo

homogénea

recuperacion de las utilizados

ggua i . x Dificultad al emplear a enzimas son sencillas
Uena relacion costo- una escala industrial Distribucidn de solutos
efectividad

homogénea

Figura 15. Cuadro comparativo de la fermentacién en estado sélido y sumergida
(elaboracion propia)

Propuesta de metodologia
Los métodos mas investigados para la produccion de tanasas son fermentacion en
estado solido y sumergido. En donde se emplean los residuos alimentarios o partes
de arboles que no son aprovechadas en su totalidad que contienen un alto porcentaje
de taninos como sustrato como se observa en la Tabla 5. En estas investigaciones
se evaltan distintos microorganismos, sustratos y métodos de fermentacion con el
objetivo de conocer las condiciones Optimas para obtener un alto rendimiento en la
resultados obtenidos de

actividad enzimatica. Los los articulos, dependera
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ampliamente del sustrato empleado, por lo que cambiar4d dependiendo de las
condiciones y del origen del residuo.

Como se menciond en la seccion de la Produccion de vino en México, tanto la
produccién y el consumo de esta bebida alcohdlica va en aumento, por lo que los

residuos producidos por el sector vitivinicola cada vez serdn mayores.

Debido a que no hay investigaciones en México para la produccion de tanasas a partir
de residuos vinicolas, en esta seccion se propone una metodologia. La metodologia
se divide en dos etapas: 1. aislamiento y purificacion de cepas de Aspergillus niger, y

2. produccion de tanasas.

Aislamiento y purificacion de cepas de Aspergillus niger

Aislamiento de Aspergillus niger
La enzima tanasa puede ser producida a partir de distintas fuentes microbiolégicas,

como se ha mencionado anteriormente, de bacterias, levaduras y hongos. Los hongos
gue han sido mas investigados debido a su alto rendimiento y sobre la ventaja de ser
seguros para su aplicacion en la industria alimentaria, denominados GRAS, son
Aspergillus y Penicillium. Entre estos dos géneros de microorganismos, Aspergillus
ha sido mayormente utilizada comercialmente para la producciébn de tanasas
(Chandrasekaran et al., 2013) y ademas para una gran cantidad de aditivos y

metabolitos secundarios (Li et al., 2020).

Aspergillus niger es un hongo sapréfito, es decir que obtiene sus nutrimentos a partir
de materia en descomposicion, por lo que es usual encontrarlo en el suelo (Padrén et
al., 2013), que es donde hay mayor probabilidad de encontrar restos de materia
vegetal. Asi mismo, se ha aislado de distintas fuentes como alimentos, cuerpos de
agua y aire (Gautam et. al, 2011). El aislamiento de este hongo se lleva a cabo en
medios de cultivo como agar papa dextrosa, agar extracto de malta y agar Czapek (Li
et al., 2020). Y se incuba de 48 a 72 h a 25+2 °C.

Al inicio del crecimiento del hongo en el medio de cultivo, las colonias se observan de
color amarillo, al transcurrir el tiempo se forman las conidias, las que le dan el aspecto

café oscuro (George et al., 2013). Las colonias en las placas de Petri se observan de
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color café oscuro a negro y al reverso la colonia se observa incolora o amarilla
(Gautam et. al., 2011).

La identificacion de colonias productoras de tanasas se realiza mediante métodos de
actividad enzimatica cualitativa. Existen dos métodos utilizados en las primeras
etapas de aislamiento para determinar si el microorganismo produce la enzima tanasa
o carece de la habilidad de hidrolizar acido tanico. El primer método es por Bradoo et
al., (1996) en donde se siembra por picadura el microorganismo en un medio de
cultivo con &cido tanico. Las colonias que hidrolizan el &cido tanico se identifican por
un halo transparente.

Kumar et al., (2010) aislan el microorganismo en un medio de cultivo con acido tanico
al 2% (m/v) y con cloruro de hierro, la reaccidon de estos dos compuestos transforma
el agar en color café. Después de incubar por 48 a 72 h, las colonias se observan con
un halo blanco.

Para obtener una cepa con caracteristicas especificas para el orujo obtenido a partir
de residuos vinicolas mexicanos, se tomarian muestras provenientes de los vifiedos
mexicanos. La metodologia se muestra en la Figura 16. En tubos falcon estériles de
100 mL se tomaria muestras de tierra, debajo de 10 cm de la superficie. Los tubos
serian transportados en refrigeracion a 4 °C para evitar alguna proliferaciéon de
microorganismos indeseables. Una vez que se tendrian las muestras se prepararia
una dilucion, adicionando 10 g de muestra en 100 mL de una solucion salina. Para
homogeneizar se mezcla a agitacién constante a temperatura ambiente. Después de
10 minutos se dejaria en reposo para que se sedimente la tierra y posteriormente se
tomaria una alicuota de 100 uL que es transferida al agar papa dextrosa que fue
previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos.

Algunos de los medios de cultivos utilizados para el aislamiento de Aspergillus niger
son: agar papa dextrosa, agar extracto de malta, agar de levadura autolizada Czapek
y agar Czapek. Como fuente de carbono, este hongo puede alimentarse de distintas
fuentes como glucosa, maltosa, xilosa, sorbitol, lactosa y acido tanico.

El crecimiento de este hongo en el medio de cultivo de papa dextrosa tarda

aproximadamente de 3 a 5 dias a una temperatura de 28+2 °C.
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Transportar las
muestras en una caja
a una temperatura de

4°C
|

Tomar una muestra Transferir las muestras

de 100 g de tierrade F—>] en contendedores
los vifiedos estériles

Afiadir 100 mL de Mezclar con ayuda de

Tomar 10 g de s : una parrilla eléctrica a
g —>] solucion salina (0.85% < p I
muestra agitacion constante por
NaCl) .
10 minutos
Tomar una alicuota Inocular en el agar de Incubar a 28+2 °C
de 100 pL papa dextrosa por 5 dias

Figura 16. Toma de muestra y aislamiento de Aspergillus niger (elaboracién propia)

Purificacion de Aspergillus niger
Las colonias de Aspergillus niger en el agar papa dextrosa se observan de color negro

0 marrdn y en la parte posterior se observa un color amarillo en el centro. Después
de identificar las colonias y observar su morfologia en el microscopio, se prepararia
una dilucién de esporas como se muestra en la Fig. 17, ajustando con la camara de

Neubauer a 1x108 esporas/mL en una solucién de Tween 80 al 0.1% (v/v).

Posteriormente se inocularia en la superficie del agar Czapek. La compaosicion del
medio Czapek es la siguiente (g/L): 2.19 K2HPO4, 4.38 (NH4)2S04, 0.44 MgSOa4-7H-20,
0.044 CaCl2-7H20, 0.009 MnCl2, 0.004 NaMoOa4-H20, FeSO4+-7H20 y 1 % de acido
tanico a pH 5.2. Se utiliza como fuente de carbono al &cido tanico para purificar las
cepas de Aspergillus niger que servira en el método de fermentacién sumergida para
la produccién de la tanasa con adicién de cloruro de hierro. El sulfato de amonio seria
utilizado como unica fuente de nitrégeno.

Después de obtener las cepas de Aspergillus niger puras, se continuaria con el
proceso de confirmacion en el cual se realizarian pruebas bioquimicas para
corroborar con la bibliografia que la cepa aislada es la deseada. En la determinacion

de fuente de carbono se inoculan caldos de rojo de fenol con distintos carbohidratos:
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glucosa, lactosa, sacarosa, almidén y sacarosa, la prueba es positiva si cambia el
color a amarillo. En la prueba de catalasa se determina el tipo de respiracion, el
microorganismo previamente suspendido entra en contacto con peréxido de

hidrogeno en un portaobjetos, si se observan burbujas la prueba se considera

positiva.
Seleccionar una Observar Prepar,_ar una solucion
: - . de 1x10° esporas/mL en
colonia caracteristica morfologicamente el b
de A " ] " una solucién de Tween
e Aspergillus niger ongo 80 al 0.1% (V)
!
J
Inocular en el agar .
9 Incubar a 28+2 °C Realizar pruebas
Czapek, agregando , —> L
por 5 dias bioquimicas

1% de acido tanico

Las esporas se
almacenan a 4°C
para los estudios

posteriores

Figura 17. Purificacion de Aspergillus niger y almacenamiento (elaboracién propia)

Producciéon de tanasas

Preparacién del sustrato
Para la preparacion de muestra, el orujo se someteria a un bafio ultrasénico asistido

por enzimas celuloliticas y ligninoliticas para facilitar la liberacion de taninos al medio,
en el cual las cepas de Aspergillus niger lo utilizarian como Unica fuente de carbono
en el proceso de fermentacién. El objetivo de este paso es facilitar la liberacion de
taninos al medio para disminuir el tiempo de fermentacién sumergida y obtener un

medio mas homogéneo.

El orujo se transferiria a matraces de 500 mL con agua destilada (Fig. 18) y 5 mL de
la solucion enzimatica. El pretratamiento se llevaria a cabo a una alta frecuencia de
40 kHz por 10 minutos. Después del tratamiento mecanico y enzimatico, se
centrifugaria la muestra a 10 000 rpm por 20 min, el sobrenadante se descartaria y el
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precipitado se secaria a 65 °C por 24 horas. El sustrato se moleria hasta obtener un
polvo fino y se tamizaria con una malla del nidmero 3. El polvo se almacenaria en

bolsas de polipropileno estériles en un lugar seco y a temperatura ambiente.

. : . Meter a bafio
Transferir el orujo a Afadir agua y .
g e ultrasénico a 40 kHz
matraces de 500 mL solucion enzimatica .
por 10 minutos
y
Centrifugar la Conservar el | Secar el precipitado a
muestra precipitado | 65 °C por 24 horas
|
J
Moler hasta obtener _ Almacenar en una
_ Tamizar .
un polvo fino bolsa estéril

Figura 18. Diagrama para el pretratamiento del orujo (elaboracién propia)

Fermentacion sumergida
La produccion de enzimas a partir de fermentacion se realiza mediante estado soélido

y sumergido. El método en estado sélido es el mas investigado debido a que brinda
mayor rendimiento y por lo tanto es econémicamente mas rentable.

En el estudio comparativo que hace Renovato et al., (2011) sobre las caracteristicas
de la tanin acil hidrolasa bajo fermentacion en estado sélido y sumergido demuestran
gue dependiendo del método de produccion se obtiene una enzima con
caracteristicas propias. La produccion que obtuvieron en estado solido fue 126 veces
mas alta que en el método sumergido. Sin embargo, la enzima producida a partir del
método sumergido es termotolerante con un pH 6ptimo mas amplio de 6-7. Bajo
condiciones de 4°C, incubando por 24 h, la enzima obtenida bajo estado sélido
mantuvo su actividad enzimatica a un 85-100%, comparado con la tanasa obtenida
por inmersion en el cual a un pH de 5-7 mantuvo su actividad del 90-100%. Asi mismo

en este estudio se determind la importancia del sustrato, en el cual determinaron que
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la enzima producida bajo estado sélido es mas afin al metil galato en contraste con la
tanin acil hidrolasa obtenida bajo estado sumergido que es mas afin al &cido tanico.
Por otra parte, en el estudio de Lekha y Lonsane (1994) reportaron que la enzima
producida bajo fermentacion sumergida, en las primeras 48 h era intracelular y
conforme pasa el tiempo se producia la enzima extracelular, en contraste con el

estado solido en el cual es totalmente extracelular.

Como se describe en los articulos arriba citados, la enzima exhibe distintas
caracteristicas dependiendo si el método es en estado solido o sumergido. En este
trabajo se sugiere emplear el método sumergido en razén de que se busca obtener
una enzima con caracteristicas quimicas que respondan a una amplia aplicacién en
la industria quimica y proporcionar mayor informacion sobre las caracteristicas de la

enzima tanasa a través de la investigacion y su aplicacion.

En términos generales el método de fermentacion sumergida consiste en inocular un
microorganismo con un sustrato, y un medio de cultivo liquido para obtener
compuestos 0 enzimas de valor agregado para las industrias de alimentos,

farmacéuticas y quimicas.

La primera parte de la fermentacién sumergida consistiria en preparar el in6culo como
se describe a continuacién: de las cepas que se obtendrian de Aspergillus niger, se
inocularian en agar papa dextrosa y después de incubaria a 28+ 2 °C por 6 dias. Una
vez que se obtendrian las colonias en el agar, se inocularian a una concentracion de
1x108 esporas/mL en una solucién de Tween 80 al 0.1% (v/v). La segunda parte es
inocular 100 mL del microorganismo en el medio Czapek con el orujo (10 g/L), La
muestra se incubaria a 30°C con agitacion constante. Cada 6 horas de tomaria una
muestra desde el tiempo cero. Cada muestra se filtraria con papel Whatman No.1. La
solucion se centrifugaria a 95000 rpm porl5 minutos. Finalmente, el sobrenadante

gue se obtendria se almacenaria a 4 °C.
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Inocular Aspergiflus
nigeren agar papa
dextrosa

Incubar a 28+2°C por
6 dias

Inocular 1x10°
esporas/mL en una
solucion de Tween 80
al 0.1%(v/v)

|

J

Inocular en 100 mL del
medio Czapek con el
sustrato (10 g/L)

Incubar a 30 °C con
agitacion a 250 rpm

Tomar muestras cada
6 horas por 192 horas
desde el tiempo cero

Centrifugar el
Almacenar el extracto
crudo a 4 °C

sobrenadante a
95000 rpm a 4°C por
15 minutos

Filtrar con papel
Whatman No. 1

Figura 19. Diagrama para la fermentacion sumergida, utilizando el orujo como

sustrato

Cuantificacion de taninos
El objetivo de este proceso es determinar la concentracion de taninos del sustrato

empleado para conocer la eficiencia para la produccion de las enzimas tanasas.

La cuantificacion de taninos presente en el orujo se realizaria mediante el método de
Folin-Denis que describen los autores Varadharajan, et al., en el articulo de
Fermentacion en estado solido utilizando Aspergillus oryzae (2017) como se muestra
en la Figura 20.

Para determinar la concentracion de taninos, primero se realizaria una curva patron,
preparando distintas disoluciones de éacido tanico de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL.
Después se afiadiria 0.5 mL del reactivo Folin-Denis y 1 mL de carbonato de sodio.
Las disoluciones se llevarian a un volumen de 10 mL con agua destilada para
posteriormente incubar por 20 minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro.
Una vez que la reaccidn llega al equilibrio, se lee a 750 nm.

Después de gque se obtendria la curva a partir de la solucion estandar, se repetiria la

metodologia para las muestras.
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Tomar alicuotas de 0.1,
0.2,03,04y0.5mL
de la solucién estandar
de acido tanico

Preparar diluciones de
10, 20, 30, 40y 50
pg/mL

Afadir 0.5 mL del
reactivo Folin-Denis

Agregar 1 mL de
carbonato de sodio

Llevar a un volumen
de 10 mL con agua

Incubar en un lugar
oscuro por 20 minutos

destilada

l

Después de 30
minutos del equilibrio
de la reaccion, leer a

750 nm

Figura 20. Diagrama para la determinacion de taninos

Separacion y purificacién de tanasas
Las tanasas se separarian del medio de cultivo mediante una precipitacion con sulfato

de amonio como lo reporta Al-Mraai et al (2019). En el proceso de fermentacion se
podrian obtener diferentes enzimas ademas de las tanasas que interferirian con los
resultados para la determinacion de actividad enzimatica, como son las celulasas y
hemicelulasas. Por ello, se realizaria una purificacion para trabajar Gnicamente con
tanin acil hidrolasas.

En una probeta graduada se mediria el volumen de extracto crudo obtenido para
posteriormente realizar la precipitacion con sulfato de amonio como se observa en la
Fig. 21. A la solucidn se le aflade sulfato de amonio previamente pulverizado hasta
obtener una saturacién del 80% a agitacion constante con ayuda de un agitador
magnético a velocidad baja hasta observar la precipitacion completada, la
precipitacion se llevaria a cabo en un bafio de hielo para evitar el calentamiento. La
solucion se transferiria a los tubos de la centrifuga, asegurando que se balanceen
correctamente los tubos y después la muestra se centrifuga a 9 000 rpm por 15
minutos a 4 °C. El sobrenadante se recolectaria y el precipitado se resuspenderia en
un buffer de acetatos 0.02 M (pH=5), minimo de uno a dos volimenes del producto

obtenido.
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Una vez que se purifica el complejo enzimatico se sugiere llevar a cabo una didlisis
para retirar el exceso de sal presente en la solucién enzimatica. La solucion obtenida
de la precipitacion con sulfato de amonio se verteria en una bolsa de dialisis
asegurando que se cierre completamente. La bolsa se colocaria en un vaso de
precipitados con agua destilada hasta cubrir completamente la bolsa. El agua
destilada se cambiaria cuatro veces cada seis horas.

Medir el extracto crudo Saturar al 80% con Mantener a agitacion
obtenido sulfato de amonio constantey a 4 °C
v
Completada la :
_ p -, Centrifugar a 9000 rpm Recolectar el
precipitacion, se _ A >
. L por 15 minutos a 4 °C sobrenadante
detiene la agitacion
Resuspender el Transvasar el extracto
precipitado en el doble crudo en una bolsa de Cambiar el agua cada
de volumen de buffer didlisis dentro de un 6 horas
de acetatos, pH 5 vaso con agua destilada

Figura 21. Diagrama para la precipitacion del complejo enzimatico

Purificacion enzimatica
La cromatografia de exclusion molecular se emplea para separar sustancias solubles

en disoluciones acuosas como proteinas, enzimas, polisacaridos y acidos nucleicos
(Wan, 2021) con peso molecular de 1-2.5 x 107 Da (Masoodi et al, 2021). En la
cromatografia de exclusion molecular, el material de la fase estacionaria puede ser
un gel semi rigido o suave (Ismail et al., 2010). Sephadex, es un gel suave el cual
esta constituido por redes de dextrano, material utilizado ampliamente con el principal
propdsito de eliminar la sal de una muestra (Hagel et al., 2010). Una de las ventajas
mas destacables de la cromatografia por exclusion molecular es que se trabaja en

condiciones similares a las fisioldgicas (Voedisch et al., 2010), favoreciendo la
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estabilizacién de la estructura evitando que la enzima se desnaturalice, y por lo tanto
previendo a la enzima de alguna alteracidbn mayor en su actividad enzimatica para

posteriormente realizar estudios de interaccion proteina-proteina (Beattie, 1998).

El peso molecular de tanasas obtenido de fuentes bacterianas y fangicas es de 38 a
420 kDa (Chavez-Gonzalez et al., 2018). De Aspergillus niger, se han aislado tanasas
con diferentes caracteristicas, dentro de ellas, el peso molecular con un amplio rango
de 66 kDa (Lal et al.,2012) 95.45 kDa (Al-Mraai et al., 2019), 90 y 180 kDa (Ramirez-
Coronel et al., 2003) 186 kDa (Barthomeuf et al.,1994).

Al seleccionar una fase estacionaria se debe tomar en cuenta el peso molecular de
la proteina a separar, es por esto que en la mayoria de los articulos que obtienen
tanasas a partir de fuentes fangicas, eligen un gel suave con tamafio de exclusiéon
de >1 x 10° o mayor como se muestra en la Tabla 6, donde utilizan Sephadex G-100,
G-150 o G-200 (Al-Mraai et al., 2019; da Costa et al., 2012).

Debido a que en la presente propuesta metodologica se plantea un aislamiento de
una cepa de Aspergillus niger, obtenida a partir de tierra de vifiedos mexicanos, para
obtener la tanasa, de la cual no se tiene informacion, se sugiere tomar de referencia
las fases estacionarias utilizadas en estudios previos que se han hecho a partir de

cepas de A. niger extraidas de otros sitios.

Tabla 6. Tipos de columna Sephadex

Tipo de Tamafio de exclusiéon Limite de pH
Sephadex (proteinas globulares) fraccionamiento estable
G-25 (medio) |>8x 108 800 -5 x 103 2-13
G-50 (medio) |[>3x 10* 3 x 103-2 x 104 2-12
G-75 > 8 x 10* 4 x 103-5 x 104

2-10
G-100 >1x10° 5x103-6 x 10°

Retomado de las especificaciones de Cytiva (2023)

La purificacion se llevaria a cabo (Fig. 22) mediante una cromatografia de exclusion

molecular, basandose en la separacién de proteinas de acuerdo a su tamafio, en
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donde las proteinas mas pequefias migran mas rapido o mas lento a través de la
columna dependiendo de la composicion de ésta.

Se emplearia una columna Superdex GL 200 10/300 de dimensiones aproximadas de
1.0 x 30.0 cm. Esta se equilibraria con buffer de acetatos (100 mM; pH= 5.0) a un
flujo de 10 mL/h. Posteriormente se inyectaria la muestra (0.5 mL). Una vez que la
muestra pase por la columna, la columna se lava con el buffer de equilibrio, y
finalmente se van recolectando las fracciones. La fraccion obtenida se filtra en una

membrana Millipore 0.22 umol.

Preparar una columna de : .
Continuar con la adicion

gel con buffer de
acetatos a flujo de

Adicionar poco a poco el
extracto enzimatico

del buffer de acetatos
100 mM

10 mL/h

Filtrar con una membrana
millipore 0.22 umol

Recolectar las fracciones

Figura 22. Diagrama para la purificacion del complejo enzimatico (elaboracién propia)

Caracterizacion del extracto enziméatico

Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion enziméatica se puede realizar mediante distintos métodos analiticos

como son: cromatografia, espectrofotometria, titulaciones, colorimetrias por
mencionar algunos. Uno de los métodos mas especificos para analizar la actividad de
la tanasa es mediante la cromatografia liquida de alta eficiencia en la cual se
cuantifican los ésteres obtenidos de la hidrélisis de los taninos. Sin embargo, esta
tecnologia requiere de instrumentos de alto costo, trabajadores especializados o con
una capacitacion continua y el tiempo de analisis es mayor que la espectrofotometria
o valoracién, lo que lo hace inadecuado para un analisis rutinario (Dhiman et al.,
2022).

Por otro lado, las valoraciones empleadas para determinar la actividad enzimatica han

sido sustituidas debido a la imprecision del punto final que se tenia al utilizar el acido
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galico como menciona Sherma et al. (2000). En dicho trabajo se inclinan por el método
espectrofotométrico, modificando la metodologia de Skene, el cual se basa en la
formacion del cromdéforo formado por la rodanina y los galatos formados por la
hidrolisis enzimatica. En esta metodologia se determinan las condiciones Optimas
para las tanasas obtenidas de Aspergillus oryzae y A. niger, en el cual modifican el
pH del medio, ajustan tiempos en el cual determinan la mayor actividad enzimatica y
eliminan el reactivo del acido sulfhidrico y nitrdgeno. La mayor desventaja de este
meétodo es que se utiliza un sustrato no especifico, metil galato (Dhiman et al., 2022).
El extracto enzimético que previamente seria purificado se analizaria para conocer su
concentracion inicial y realizar estudios posteriores para conocer su actividad
enzimatica. Debido a que la tanasa en su estructura contienen aminoacidos
aromaticos como tirosina y triptéfano (Ren et al., 2013), las proteinas se pueden
cuantificar mediante el método de Lowry.

En el método de Lowry en condiciones alcalinas el ion cobre (1) forma complejos con
cuatro enlaces peptidicos presentes en las proteinas (Fig. 23). Después de la
reaccion de complejacion, el acido fosfomolibdico y el &cido fosfotingstico que
conforman el reactivo Folin-Ciocalteu se reducen debido al cobre (I) que se formé
anteriormente catalizada por los aminoacidos aromaticos como tirosina, triptéfano y
cisteina dando como producto el azul de molibdeno (heteropoli-molibdeno) el cual se
lee a 600-750 nm.
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0=C, =0
\ Ve
NH Pi "™N
| * o= © t=0
0=C¢, I w I
\ Cu2+ NH, i, NH,
/NH + NH3 > THI? P NH2
= o=, ’ }4= &
NH, NH HN

@
[ =
S
Q
[
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o

> o
n

Cu Complex

Figura 23. Reaccién de biuret que ocurre en el método de Lowry antes de afiadir el

reactivo de Folin-Ciocalteu

Nota: El ion de cobre forma complejo con el nitrégeno del grupo amida del enlace peptidico de las

proteinas.
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La metodologia que se seguiria es de acuerdo a Noble y Bailey (2009) para la
cuantificacion de proteina con base al ensayo de Lowry et al., 1951, tomando en
cuenta las modificaciones de Noble y Bailey para estabilizar el color producido y
aumentar la velocidad de reaccion.

En la Figura 24 se describe la metodologia para la cuantificacion de proteinas. De la
muestra enzimatica que se obtendria se tomaria 1 mL y se mezclaria con 1 mL de
solucion alcalina de cobre (sulfato de cobre, SDS al 5% e hidroxido de sodio al 3.2%;
1:1:2). Después se afadiria 0.5 mL del agente Folin-Ciocalteu fenol, agitando con un
vortex y se incubaria por 30 min. La muestra se dejaria enfriar hasta temperatura

ambiente y se lee en el espectrofotometro a 750 nm.

Mezclar con 1 mL de Adicionar 0.5 mL del
Tomar 1 mL del ., : ) :
o la solucién alcalina de fF——> reactivo de Folin-
extracto enzimatico )
cobre Ciocalteu fenol
{
Agitar con ayuda de Incubar por 30 | Enfriar a temperatura
un vortex minutos ' ambiente

Leer a 750 nm

Figura 24. Diagrama para la cuantificacion de proteinas, empleando la metodologia

de Lowry

Cuantificacién de la actividad enzimatica de la tanasa
En el capitulo de Mateo et al., (2013) describen el método para cuantificar la actividad

enzimatica como se describe a continuacion (Fig. 25).

Reaccion de acido galico y rodanina

Se mezclan 100 pL de la disolucion enzimatica con 100 uL de galato de metilo a 25
mM (en buffer de acetatos a pH 5). Posteriormente la disolucion se incuba a 37 °C
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por 10 minutos. Pasado el tiempo, se afiaden 150 pL de rodanina al 0.6% (m/v) y se
incuba a 30°C por 5 minutos. Se le adiciona una solucion alcalina de hidroxido de
potasio con una concentracion de 500 mM. Después de adicionar 100 yL de KOH, se
diluye con 900 pyL de agua destilada. Nuevamente se incuba de 5-10 minutos,
finalmente se lee en el espectrofotobmetro a 520 nm.

El resultado se reporta como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 pmol

de acido galico por minuto.

Mezclar 100 ul de la

solucion enzimatica
con 100 uL de galato
de etilo

Incubar a 37 °C por 10
minutos

Adicionar 100 L de
rodanina

Incubar a 30 °C por 5
minutos

Adicionar 100 pL
hidréxido de potasio

Diluir con 900 pL de
agua destilada

Incubar a 30 °C por 5
minutos

Leer a 520 nm

Figura 25. Diagrama para cuantificar la actividad mediante dos métodos (elaboracion

propia)

Determinacion de condiciones 6ptimas de la actividad enzimética
Determinacion de temperatura 6ptima

Para establecer la temperatura 6ptima de las enzimas a estudiar se sigue la misma
metodologia para la actividad enzimatica, incubando a diferentes temperaturas (28-

40°C) en intervalos de 5 °C con galato de etilo como sustrato para la enzima.

Determinacion de pH 6ptimo

Para preparar las muestras se adicionarian distintos buffers a una concentracion de
50 mM: citrato pH 4-6, buffer de fosfatos pH 7-8 y glicina-NaOH pH 9-10. Las muestras
se analizarian de pH 4-10, posteriormente se incubarian y serian sometidas al mismo

tratamiento que al de la actividad enzimética.
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Conclusiones

Debido a que la industria alimentaria esta en un continuo estado de produccion y
desarrollo para la elaboracion de productos comestibles que abastecen a miles de
millones de personas y animales, también deben responsabilizarse de las toneladas
de residuos que se generan en cada etapa del proceso. En la actualidad se utilizan
los residuos vegetales principalmente como fertilizantes, sin embargo, se ha
demostrado que hay ciertos residuos que no deben ser empleados con este fin debido
gue, como en el ejemplo del orujo, tiene una cantidad importante de taninos, que
forman complejos con metales dando una funcién anti nutritiva para el crecimiento de
la vid. Recientes investigaciones han demostrado que los taninos se han utilizado
como sustrato para la produccion de enzimas tanasas con una actividad enzimatica
significativa, que son utilizadas para la clarificacion de bebidas.

Siendo el orujo un ejemplo de residuo vinicola con un gran potencial en la misma
industria alimentaria, existen miles de residuos de alimentos que no son reutilizados
para obtener metabolitos secundarios, aditivos o enzimas que lograrian tener un gran
impacto en la economia de industrias alimentarias mexicanas y un peso considerable
para la disminucién de contaminacion de tierras y cuerpos de agua.

La mayoria de las investigaciones que llevaron a cabo fermentacidn en estado solido
0 sumergidas, utilizando el orujo como sustrato y Aspergillus niger como
microorganismo, son resultados especificos para la region de donde se obtuvo el
orujo y de donde se aisl6 A. niger, debido a que, dependiendo de estos factores sera
el desempefio que tendra la enzima en el proceso de clarificacion. De ahi la
importancia del desarrollo de la investigacién de los vifiedos especificamente de

México para la clarificacion de vinos elaborados en la Republica.
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