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Resumen: Actualmente los residuos agroindustriales pueden aprovecharse para la obtenciéon de compuestos bioactivos. La
fermentacién en estado solido es una alternativa para la valorizacion de estos residuos y poder liberar

compuestos bioactivos que pueden ser de interés para diferentes sectores industriales. El objetivo de este estudio fue evaluar
las condiciones de fermentacion en estado sélido utilizando residuos de cascara de pifia como sustrato con Aspergillus niger
spp., para liberar compuestos bioactivos utilizando un disefio exploratorio de Plackett-Burman. Se evaluaron las condiciones
de temperatura, humedad, in6culo, NaNO3 , MgSO4 , KCl y KH2PO4 en el proceso de fermentacion. Se determind la
capacidad antioxidante y se identificaron los principales compuestos de los extractos de fermentacién. Los resultados
revelaron que la cepa Aspergillus niger HT3 alcanzé una liberacion de taninos hidrolizables de 10,00 mg/g, mientras que
Aspergillus niger Aa20 alcanzé una liberacion de taninos condensados de 82,59 mg/g. El KH2PO4 afecta la liberacion de
taninos condensados con A. niger Aa20, y el MgSO4 afecta la liberacion de taninos hidrolizables con A. niger HT3. Ademas,
se demostré una actividad antioxidante positiva para las técnicas DPPH, ABTS y FRAP. Los principales compuestos de la
cascara de pifia fermentada fueron el acido 3-feruloilquinico, el acido cafeico, el lariciresinol y el 3-hidroxifloretina 2' -O-xilosil-
glucésido, entre otros. El proceso de fermentacion en estado sélido es una alternativa biotecnolégica para la liberacion de

compuestos bioactivos.

Palabras clave: taninos condensados; taninos hidrolizables; antioxidante; Plackett-Burman; DPPH; FRAP

1. Introduccion

Actualmente los compuestos bioactivos estan ganando gran interés debido a la importancia
de sus beneficios para la salud humana y sus aplicaciones en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmeética, entre otras. Estos compuestos se llaman taninos; son metabolitos
secundarios que se encuentran en plantas y frutas [1]. Los taninos se han clasificado en varios
grupos; entre ellos, se encuentran los condensados, que son oligdmeros o polimeros de flavan-3-
oles y flavan-3,4-dioles [2]. Dentro de estos grupos también se encuentran las proantocianidinas,

y entre las mas comunes se encuentran la epicatequina, la galocatequina, la catequina y la epigalocateqt

Ademas, los taninos hidrolizables se dividen en dos grandes grupos: los galotaninos, que son
ésteres del acido galico, y los elagitaninos, que son ésteres del acido elagico [3,4].

Los taninos han sido de gran interés debido a sus actividades biolégicas como su actividad
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, quimioterapéutica, antiglucémica y otras . También
se pueden aplicar en medicamentos, alimentos, suplementos, productos dermatoldgicos y
osmeéticos [3,5]. Se han encontrado compuestos bioactivos en frutos de cascara de desecho
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como uva, naranja, granada y rambutan. Segun la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
la produccion mundial de pifia en 2022 fue de 29.361.138 toneladas [6].

Los paises productores incluyen Costa Rica, Filipinas, Brasil, Tailandia e India.

Los residuos de pifia pueden variar entre un 60-80% (dependiendo de la variedad) y corresponden a

la corona, cascara, hojas, corazon y tallos [7]. Por ello se buscan alternativas para aprovechar este
tipo de residuos; entre los posibles usos se encuentran la fabricacién de textiles, papel y alimentos
para animales [8], la produccidn de bioetanol [9], la produccién de envases reciclados [10] y la
preparacion de pigmentos naturales [11], entre otros.

Sin embargo, se ha demostrado que los residuos de cascara de pifia también son una fuente
potencial para la obtencién de taninos [12]. Estos residuos son ricos en minerales (magnesio, potasio,
zinc y sodio, entre otros), distintas vitaminas como A, C, K'y E [13], y compuestos aromaticos como
limoneno, hexanoato de etilo, acetato de butilo, 1 -butanol y furfural, entre otros [14]. Se han utilizado
varias tecnologias convencionales y emergentes para obtener este tipo de compuestos, incluida la
extraccion asistida por soxhlet, la extraccion liquido-liquido, la extraccion de vapor, la infusion, la
extraccion por ultrasonidos [15], la autohidrdlisis [16], la extraccion por microondas y con fluidos
supercriticos [17]. ].

Actualmente se buscan nuevas alternativas amigables con el medio ambiente para la obtencion
de taninos ; La fermentacion en estado sélido es un bioproceso que ocurre en niveles bajos de agua.
Se ha informado principalmente del uso de levaduras y hongos filamentosos [18]. Es muy importante
estudiar los factores que afectan el proceso de fermentacion en estado sélido como la temperatura, la
humedad y el pH, entre otros [19].

El objetivo de este trabajo fue evaluar las condiciones del proceso de fermentacion en estado
solido utilizando Aspergillus niger spp. para la liberacién de compuestos polifendlicos de los
residuos de cascara de pifia e identificar los principales compuestos con actividad antioxidante.

2. Materiales y Métodos 2.1.
Obtencion de residuos de cascara de pifa y reactivos Los

residuos de cascara de pifia se recolectaron en un mercado local ubicado en el centro de la ciudad de
Saltillo, Coahuila. Los residuos se cortaron en trozos pequefios, se lavaron, se colocaron en recipientes y se
secaron en estufa (Luzeren®, modelo WGL-65B, Shanghai, China) a 60 -C por 72. Una vez secados, se molieron
en una licuadora, finalmente obteniendo un polvo.

Acido galico (CAS 149-91-7), catequina (CAS 18829-70-4), trolox (CAS 53188-07-1), DPPH (CAS
1898-66-4), ABTS (CAS 30931-67-0) y TPTZ (CAS 3682-36-7) eran de Sigma-Aldrich® (St. Louis, MI, EE.
UU.). Fenol (CAS 108-95-2), nitrato de sodio (CAS 7631-99-4), cloruro de potasio (CAS 7447-40-7), sulfato
de magnesio (CAS 10034-99-8), acetato de sodio (CAS127-09- 3), persulfato de potasio (7727-21-1) y
sulfato de hierro (CAS 7782-63-7) eran de FAGA®Lab. Acido sulfarico (CAS 7664-93-9), acido clorhidrico
(CAS 7647-01-0), fosfato monopotasico (CAS 7778-77-0) de Analytyka®. Etanol (CAS 64-17-5), carbonato
de sodio (CAS 497-19-8), isobutanol (CAS 78-83-1), metanol (CAS 67-56-1) y dextrosa (50-99-7). fueron
de Jalmek® (Nuevo Ledn, México). El acido acético (CAS 64-19-7) era de Macron Fine ChemicalsTM. El
agar patata dextrosa era de BD BioxonTM (Kowale, Polonia). El reactivo Folin era de Godel BellMR
Reagents. El agua destilada fue proporcionada por la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Autonoma de Coahuila.

2.2. Propiedades fisicoquimicas de los residuos de cascara

de pifia Para la caracterizacion del sustrato-soporte, los residuos de cascara de pifia fueron sometidos
a dos analisis, los cuales fueron el indice de absorcion de agua (WAI) y el punto critico de humedad (CMP).
Estos andlisis se determinaron segun la metodologia reportada por Buenrostro-Figueroa et al.
[20]. Para WAL, se colocaron 1,5 g de materia seca en un tubo de centrifugacién de 50 mL con
15 mL de agua destilada, se agité manualmente durante 1 min a temperatura ambiente y luego
se centrifugd a 3000 x g durante 10 min (Premiere ®, Modelo XC-2450). , Muskogee, OK, EE. UU.).
Se descartd el sobrenadante y se calculd el WAI a partir del peso restante del gel expresado en g de gel/g
de peso seco. El CMP se estim¢ afiadiendo 1 g de muestra en una termobalanza (OHAUS, modelo MB23,
Greifensee, Suiza)
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donde se monitored la pérdida de peso por deshidratacion hasta alcanzar el punto de inflexion para la
determinacioén de los parametros.

2.3. Analisis aproximado de residuos de cascara de pifia

El analisis proximal consistié en la determinacion del contenido de humedad, cenizas y grasa segun la
metodologia AOAC segun Polania-Rivera et al. [20]. El contenido de carbohidratos totales se determiné mediante el
método fenol-sulfurico segin Polonia-Rivera et al. [21] con algunas modificaciones donde se realizé una curva
estandar con dextrosa con una concentracion de 0 a 140 ppm. Los azlcares reductores se determinaron segun
Selvanathan y Masngut [22]. El contenido de proteina se realiz6é segun el método espectrofotométrico de Lowry
segun la metodologia reportada por Redmile-Gordon et al. [23] La determinacién de fibra se determiné segun lo
reportado por Pua et al. [24].

2.4. Evaluacion de cepas de hongos con capacidad invasiva sobre residuos de cascara de pifia

Se evaluaron cinco cepas de hongos del Departamento de Investigacion en Alimentos de
la Universidad Auténoma de Coahuila, previamente identificadas y caracterizadas (Aspergillus
HT3, Aspergillus niger GH1 [MUM 23.16], Aspergillus niger Aa20, Aspergillus Aa120 y
Aspergillus oryzae). Las cepas se reactivaron en agar papa dextrosa (PDA) a 30 -C durante 5
dias. La capacidad de crecimiento invasivo del microorganismo se evalué utilizando como
sustrato residuos de cascara de pifia molida. La cinética de crecimiento se realizé tomando
mediciones cada 24 h durante 5 dias y determinando la tasa de crecimiento [25]. Posteriormente
se realizaron extracciones recuperando con 15 mL de etanol (50%), para su posterior analisis.

2.5. Cuantificacion de compuestos polifendlicos

Los taninos hidrolizables (HT) se determinaron utilizando el método de Folin-Ciocalteu descrito por
Zaki et al. [26] con algunas modificaciones. Se colocé una alicuota de 20 L de extracto de fermentacion
(las muestras se diluyeron a 1:100) en un pocillo de microplaca, luego se agregaron 20 uL de reactivo de
Folin-Ciocalteu y se dejaron reposar durante 5 min, y luego 20 pL de carbonato de sodio. (0.01 M) y se
dejaron reposar por 5 min, y finalmente se diluyeron en 125 pL de agua destilada y se leyeron a 750 nm
en un lector de microplacas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Los valores se calcularon utilizando
una curva de calibracion de acido galico (0—200 ppm). El contenido de taninos hidrolizables se expresé
como mg/g de peso de cascara de pifia. Los taninos condensados (CT) se determinaron segun la
metodologia descrita por Palacios et al. [27], con algunas modificaciones. ElI HCI-Isobutanol se preparé
disolviendo 70 mg de FeSO4.7H20 en 10 mL de HCI 36% y la solucion alcanzé hasta 200 mL con
isobutanol. Se agregaron alicuotas de 333 L de extractos a 2 mL de reactivo HCI-Isobutanol en un tubo
de vidrio con tapa de rosca a 100 -C durante 1 h. Después de enfriar a temperatura ambiente , se
pipetearon 180 pl a los pocillos de la microplaca y se leyeron a 460 nm en un lector de microplacas
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los valores se calcularon utilizando una curva de calibracion
de catequina (0—1500 ppm). El contenido de CT se expresd como mg/g de peso de cascara de pifia.

2.6. Evaluacién de condiciones de fermentacion en estado sélido (SSF) utilizando residuos de céscara de pifia para
la liberacién de compuestos bioactivos

Se utilizé un disefio exploratorio de Plackett-Burman para la liberaciéon de polifenoles para evaluar
las condiciones de la SSF. El disefio utilizé dos niveles (+1, —1): 7 factores que fueron temperatura,
humedad, inéculo, NaNO3, MgS0O4, KCl y KH2PO4, y 8 tratamientos, los cuales se realizaron por
triplicado; los factores y el tratamiento se muestran en la Tabla 1. La variable respuesta fue la cantidad
de HT y CT,; su cuantificacion se realizé segin las metodologias de la Seccion 2.5. Los extractos se
recuperaron afiadiendo 15 ml de una mezcla de etanol: agua (50% v/v), y luego se filtraron y almacenaron
para su posterior analisis.



Machine Translated by Google

Aplica. Microbiol. 2024, 4 937

Tabla 1. Matriz condensada de tratamientos de disefio de Plackett-Burman y niveles de factor para polifenol

liberar.
Temperatura Humedad indculo
Tratos FZ -C) (%) (esporas/g) NaNO3 MgS04 KCI KH2PO4
! - - -1 1 1 1 -1
2 ! gk -1 -1 -1 1 1
> - ! -1 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1
8 ! ! 1 1 1 1 1
Niveles
Factores +1 y
Temperatura (-C) 30 25
Humedad (%) 80 70
Inéculo (esporas/g) 1x107 1x106
NaNO3 (g/L) 15,6 7,65
MgSO4 (g/L) 3,04 152
KCI (g/L) 3,04 1,52
KH2PO4 (g/L) 6,08 3.04

2.7. Analisis del Contenido Polifendlico de los Extractos de Fermentacion mediante RP-HPLC-ESI-MS
Para la identificacion del contenido polifendlico de los extractos de fermentacion, se
se filtraron con una membrana de nailon de 0,45 um; luego se tomaron 1,5 mL y se colocaron en un vial para
cromatografia. La identificacion se realizé segun la metodologia reportada
por Diaz-Herrera et al. [28]. Los analisis por fase inversa — Liquido de alto rendimiento
La cromatografia se realizé en un sistema Varian HPLC que incluye un muestreador automatico.
(Varian ProStar 410, Palo Alto, CA, EE. UU.), una bomba ternaria (Varian ProStar 230I, EE. UU.),
y un detector PDA (Varian ProStar 330, EE. UU.). Una masa trampa de iones para cromatografo liquido.
espectrometro (Espectrometro de masas Varian 500-MS IT, EE. UU.) equipado con un electrospray

También se utilizé una fuente de iones.

2.8. Determinacion de la capacidad antioxidante

El ensayo DPPH se realizé utilizando la metodologia descrita por Sepulveda
et al. [16], con algunas modificaciones. El radical DPPH se prepard a una concentracion
de 60 yM en solucién metandlica. Luego, 193 pL de solucion DPPH-Metanol y 7 pL de

Los extractos de fermentacion se mezclaron y se colocaron en una microplaca. Se utilizé6 metanol como blanco.
y se uso6 una solucion de DPPH-metanol como absorbancia de control. Una solucion estandar de Trolox

Se preparé de 0 a 200 ppm. Las muestras se leyeron a 540 nm en un lector de microplacas.
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se calculd la actividad eliminadora de radicales.

segun la Ecuacion (1):

(Ac - Soy)

x 100
CA )

RSA (%) =

donde Ac es la absorbancia del control y Am es la absorbancia de la muestra.

El ensayo ABTS se realizé utilizando la metodologia de Sepulveda et al. [15], con
algunas modificaciones. Se preparo6 una solucion de ABTS (7 mM) y se mezcld con una solucion
de K25208 (2,45 mM). Se dejo reposar en oscuridad durante 12 h a temperatura ambiente. Un
Se mezclaron y colocaron alicuotas de 193 pL de solucién ABTS y 7 uL de extracto de fermentacion.
en una microplaca. Se utilizé etanol como blanco de lectura y ABTS-Etanol como control.
absorbancia. Se prepar6 una solucion estandar de Trolox en un rango de 0 a 200 ppm.

Las muestras se leyeron a 750 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific, Waltham, MA,

EE.UU). Los resultados se expresaron segun la Ecuacion (1).
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fermentacion. Se utilizé etanol como blanco de lectura y ABTS-Etanol como control de absorbancia. Se prepard
una solucién estandar de Trolox en un rango de 0 a 200 ppm. Las muestras se leyeron a 750 nm en un lector de
microplacas (Thermo Scientific, Wal-tham, MA, EE. UU.). Los resultados se expresaron segun la Ecuacion (1)g38

El ensayo FRAP se llevé a cabo segin Mala et al. [29] con algunas modificaciones. El reactivo

FRAR 356500250 di2giamanls k. rmtexﬂ 213 MRASIRARASapon acetato. El ensayo FRAP se

4§53 MPH S2000 18RSI EOR AR T 7 SR HeT el M oiainfRlipien PR St Yol B Ah S S ARS L g e S R RRAR
ESGEHAO ARSI 19610 W 50l 24 B SPUEER PRSI0 con 180 L de pH 3.6)con una
SIRHEIRS S IRAGNEHERIR Yea (ReuPseR AseUiided idUIaRIS i e MBe R @AM BENE ddteactivo FRAP.

REVERATEHNR SO PHIRART 5D PN A YS SARAPERARLIN PR BB YBRIERSSEJRMRIQR en solucidn y se

&PSR fyngqu@de&mgjsﬂmg%é{@gr@&@g&quw\@mﬁm MA, EE. UU.). El polife- de Trolox se preparé
Flicoperisdo @ridmss sarirtiscaiameladologia e jarSeeritdhiié diedentliaiigaientos en un lector de

aotidzidaejer. geti@iddidd segun la metodologia del Apartado 2.7, de los tratamientos con mej
actividad antioxidante.

3. Resultados
3. Resultados
3.1. Caracterizacion Fisicoquimica de la Cascara de Pifia 3.1.
Caracterizacién Fisicoquimica de la Cascara de Pifia
Para poder realizar el Eroceso SSF es necesario conocer C|ertos parametros, tales como Para poder

realizar el proceso SSF es necesano conocer ciertos parametro:
como el indice de absorcion de a? e es la cantidad de agua absorbida por el sup- como el indice de

EWS'W ﬂgPﬁdW@er‘ﬁ%ﬂ% myaﬁ@g?g%aﬁ% unida al soporte [ 30], y el punto critico de
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laikgr Sebat reggﬁ‘ es F '%s%cas%aﬂa.oelg"égsoca%"gev 2 %fae%btﬁv v Foreg dlg g 419;e V8,95 SCH’CT ¥ e%o
cYascara 4 ?g\gﬂj A1 ORI 'Vargoemte r%%rﬁ?es‘lﬂ_a PeUtados Gal ‘a’r%sus rSximo.

0,
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Rigry Aa2]§eGRigsy AagzAc NSy bRy pEy4ags Segun la Figura 1, se observa A. niger Aa210, A. niger
SedMosie WirRRM e SR MRadilerentia reniBprilvacAlpdasikrRPEIesaRgillus . Sin embargo, observaron
relerstrriredanainnidathda craginigntoy A. Riger A3 YukrbigrisH 2 ise i@ ie se adaptaron determinando
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pelar los residuos.

3.3. Cuantificacion de taninos a partir de la cinética de fermentacion.

Para la cuantificacion de HT se utilizaron las cepas A. niger Aa20 y A. niger HT3.
y TC. La Figura 2A muestra la cuantificacion de HT con A. niger Aa20 y A. niger HT3.
La cepa de A. niger Aa20 liberd 6,02 mg/g de HT a las 48 h. Sin embargo, A. niger HT3,
liberé 10,00 mg/g de HT a las 72 h. Segun estos resultados, A. niger HT3 fue el
cepa que favorecio la liberacion de HT. La Figura 2B muestra la cuantificacion de CT con A. niger

Aa20 y A. niger HT3. La cepa de A. niger Aa20 liberé 82,59 mg/g de CT a las 48 h.
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La Figura 4A muestra el efecto estandarizado de los factores que afectan la liberacion de HT con A. niger
Cepa HT3. EI MgS0O4 afecta directamente a la liberacion de HT. El resto de factores que no
exceder la linea de puntos no tiene ningun efecto sobre la liberacion de HT. La Figura 4B muestra el estandar
efecto de los factores que afectan la liberacion de CT con la cepa A. niger Aa20. KH2PO4 afecta directamente
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la liberacion de CT. El resto de factores que no superan la linea de puntos no tienen efecto sobre

la liberacién de CT.

(5)MgSO;4 (¢/L)

1399168 (7)KH,PO, (/L) -3.27116

(4)NaNOs (g/L)
(1)Temperature (°C)
(6)KCI (/L)
(2)Moisture (%)

(7)KH,PO; (g/L)

(3)Inoculum (spores/g)

1.996443 (4)NaNO; (g/L)
3446 (5)MgSO, (/L)

.250765 (1)Temperature (°C)

i1-0.912297 (6)KCI (g/L)

(3)Inoculum (spores/g)

2)Moisture (%) 0.058266

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=0.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

P=0.05

(A) (B)

Figura 4. Diagrama de Pareto de las variables que afectan el proceso de fermentacion: (A) HT para A. niger HT3;

y (B) CT para A. niger Aa20.

3.5. Identificaciéon de HT y CT por HPLC-MS

El contenido polifendlico (Tabla 2) de la muestra no fermentada y de los extractos SSF de
La cascara de pifia con A. niger Aa20 (Tratamiento 4) y A. niger HT3 (Tratamiento 6) se determinaron
mediante HPLC-MS. En la muestra no fermentada, 10 compuestos pertenecientes a las familias de
Acidos hidroxicinamicos, metoxiflavonoles, estilbenos, acidos hidroxibenzoicos, flavonas y
Se identificaron isoflavonas. En el tratamiento 4 con A. niger Aa20, cinco compuestos pertenecientes
a las familias de curcuminoides, acidos hidroxicinamicos, lignanos, acidos metoxicinamicos,

y se identificaron flavonoles. En el tratamiento 6 con A. niger HT3, 10 compuestos pertenecientes
a las familias de lignanos, acidos hidroxicinamicos, metoxiflavonoles, catequinas, flavanonas,

Se identificaron acidos metoxicinamicos, acidos hidroxibenzoicos y antocianinas.

Cuadro 2. Compuestos polifendlicos identificados en el tratamiento 6 con A. niger HT3 y el tratamiento 4 con

A. niger Aa20.

Muestra sin fermentar

No Peso molecular Férmula quimica Molécula Familia
1 341.0 C15H1809 Acido cafeico 4-O-glucésido Acidos hidroxicinamicos
2 314,9 C16H1207 ramnetina Metoxiflavonoles
3 389.0 C20H2208 Resveratrol 3-O-glucésido estilbenos
4 322,9 Acido galico 3-O-galato Acidos hidroxibenzoicos
5 252,9 C15H1004 7,4" Dihidroxiflavona Flavonas
6 352,8 C16H1809 Acido 1-cafeoilquinico Acidos hidroxicinamicos
7 370,8 C20H2007 Sinensetina metoxiflavonas
8 336,8 C16H1808 Acido 3-p-cumaroilquinico Acidos hidroxicinamicos
9 622,8 C28H32016 Isorhan;r_'gt_'rn;n:’;g%lgcos'do Metoxiflavonoles
10 4149 C21H2009 Daidzin isoflavonas
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Tratamiento 4 de la cepa A. niger Aa20

Peso
No. Forhita &ufitica Molécula Familia
molecular
1 368,8 C21H2006 4 con curcumina de la cepa l/AatAgEPAS20 curcuminoides
No. PR%Molecular 359,8  C1610180A quimica Acido 1-cafeoill@H@ariciresinol Acidos higsaxiginamicos
2 1 368,8 366.,8 020H240%21H2006 Curcumina curcuhgRAaes
3 352,9 C17H2009 Asigarintpaoilquinico Acido 1-cafecilqginisa RISHIBOLdHzisDEsInOl ApidesmetaNicimisicos
42 380,5 359,8 Quercetina Quercetina 3-SfRiRASHa PrirsHBEYIBIEA M5 RARICHRIA 0RS Iigkestaroles
5 300,8 366.8 molecular EBrrﬁE&oquimica Molécula Tratamiento gagqaccwhq%&uemetma Acidos mefoipABISSS
4 380,5 A. niger Flavonoles
5 300.8 Flavonoles
Familia
p 358,6 620H2406-Lariciresinot Férmular-quimica Moléoutar S16H1809 Acido1 fignanos
3 PgpgTolocuar 5529 g fFgauIieo 02406 C1e1208 e 1309 0151407 Acidos TR smicos
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5 4 306,8 311.9 p('-p)ggaﬁzr)ncg{é%%lna ém%@s
65 256,7 C13H12895H1204 Acido chESfemarRD AcidosT4PBRRERamicos
76 588,9 311.9 C39H58043H1209 Fehdldtocdeaiiadéenol Aicidas SilRNSRERS%cos
7 588,9 Ferulato de escotenol Acid toxicinami
8 s 600,9 6009 C7He0B39H5804 écid,o,galé ico ﬂc?gor% ?é‘}g% né'r?%icos
9 2890 ' C15H14 C7H605 acido galagico Acidos |(§o>é%>en20é]csos
™ 289,0 89511406 (*re3ieaLfimha CatBlfeftd
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Flgura 6. Actlvidad antloxidante de los residuos de cascara de pifia de los extractos de fermentacion para DPPH.
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mayor porcentaje de inhibicion, alcanzando hasta 77,38 + 6,64%. Este resultado
en comparacion con la muestra no fermentada representa una mejora de hasta 2,6 veces en ABTS
actividad. El tratamiento 6, que corresponde a A. niger Aa20, obtuvo un mayor porcentaje de
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Di&c@ﬁfﬁéﬂﬁ?&‘&%ﬁeﬁﬁ%ﬁﬂfﬁfﬁa gimilares a los reportados por Polania-Rivera et al. [21] en

céascara de pifna (5,61 g/g de cascara seca). Existen trabajos similares; por ejemplo, orujo de uva
akAEQ%?é#MWMSWQV%%%ﬂBT reigs "é%%?.ﬁé’s%e %'%’Pn'g‘]"o veéa d ng%u g‘enal seco [31].
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pi dear(dré2ita; (&6 ¢rghpdgopieiesimdalide ddterefratiajhs sonRolesiipdtieggaptalsbijroductos de orujo
(14,37%). Con estos resultados, los residuos de cascara de pifia son un sustrato prometedor para la PPE.

El contenido de humedad fue mayor al reportado por Selani et al. [32] (3,77%) en
orujo de pifia. Los valores reportados por Morais et al. [33] (8,8%) en piel secada al horno
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eran similares. Sin embargo, los valores reportados por Huang et al. [34] (10,47-16,1%) en la cascara de
pifa en diferentes cultivares fueron mayores. El contenido de cenizas fue similar al reportado por Sanchez-
Prado et al. [35] del 1,5% para los residuos de cascaras de pifia. Sin embargo, Selani et al. [32] informaron
un mayor contenido de cenizas del 2,24% en el orujo de pifia liofilizado. Los valores reportados por
Aparecida-Damasceno et al. [36] del 4,57% en la harina de cascara de pifia fueron superiores.

Por otro lado, algunos autores mencionan que estos resultados se pueden atribuir a que son diferentes
variedades de pifia y se cultivan en diferentes zonas del mundo; ademas, pueden depender del tipo de suelo
y de la maduracién del fruto [37]. El contenido de grasa reportado en este trabajo se encuentra dentro de lo
reportado por diferentes autores; por ejemplo, Huang et al. [34] informaron valores de 2,8% de grasa en la
cascara de pifia, la variedad suave de cayena, mientras que Zakaria et al. [38] informaron valores de 1,8%
de grasa en la cascara de pifia.

El contenido de azucar total se encuentra dentro del rango reportado en diferentes estudios. Diaz-Vela et
al. [39] informaron valores del 22,59% en la harina de cascara de pifia. Por otro lado, Huang et al. [34] informaron
valores del 69,5% en cascaras de pifia, la variedad suave de cayena. Los resultados obtenidos para los aztcares
reductores fueron inferiores a los reportados por Huang et al. [34] del 38% en las cascaras de pifia, la variedad
suave de cayena. Se ha descubierto que los residuos agroindustriales de la pifia contienen varios tipos de
azucares. Segun lo informado por Sepulveda et al. [16] y Polania-Rivera et al. [21], los azUcares encontrados son
principalmente glucosa, fructosa y sacarosa.

El contenido de proteina se encuentra dentro de los rangos reportados por diferentes autores; por
ejemplo, Diaz-Vela et al. [39] informaron valores del 0,32% en la harina de cascara de pifia. Selani et al. [32]
informaron valores de 4,71% en orujo de pifia. El contenido de fibra se encuentra dentro de los rangos
reportados previamente por diferentes autores. Huang et al. [34] informaron valores entre 7y 8% en la
cascara de pifa, la variedad Tainung. Morais et al. [33] reportaron valores entre 14-16% en cascaras de pifia
con diferentes tratamientos, mientras que Apareciada-Damasceno [36] reporto valores de 4,92% en harina
de cascara de pifa.

4.2. Adaptacion de cepas de Aspergillus en la cinética de fermentacion

Andrade-Damian et al. [25] mencionaron que las cepas de Aspergillus pueden adaptarse a sustratos
complejos como Curcuma longa L. Por otro lado, Buenrostro-Figueroa et al. [30] mencionaron que los
hongos filamentosos son los mas utilizados en PES, debido a su capacidad de adaptarse al sustrato que
presenta similitudes con el medio en el que crecen, ademas de tener un gran potencial para la liberacion de
compuestos bioactivos. . Otro estudio demostré la capacidad del hongo A. niger para desarrollar y degradar
compuestos presentes en los residuos agroindustriales de la pifia [40].

4.3. Liberacion de taninos por fermentacién en estado

solido Polania-Rivera et al. [21] mencionaron que realizaron un proceso SSF por Rhizopus oryzae
sobre cascara de pifia como sustrato; los resultados obtenidos fueron 83,77 mg GAE/g de HT y 66,5 mg QE/
g de CT. Algunos autores mencionaron que el bajo contenido de polifenoles durante la fermentacion de
residuos de pifia combinados con harina de soja y Rhizopus oligosporus podria estar relacionado con el
hecho de que la mayoria de los compuestos estan unidos a la membrana interna [41]. Otro estudio menciond
que las cepas de Aspergillus que utilizan SSF ayudan a liberar polifenoles y producen naturalmente enzimas
que degradan la pared celular. Torres-Ledn et al. [31] utilizaron semillas de mango SSF con A. niger GH1,
donde hubo un aumento de 3,3 veces en el contenido fendlico total. Por otro lado, Buenrostro-Figueroa et
al. [30] utilizaron residuos de higo en SSF con A. niger HT4, y los resultados demostraron un aumento en el
contenido total de polifenoles de 10,19 + 0,04 mg GAE/g. En otro trabajo de investigacion, se estudiaron los
fendlicos totales y los flavonoides de la pulpa del fruto de jambolan después del tratamiento con SSF en
diferentes momentos con Aspergillus niger y Aspergillus flavus. Los resultados revelan que la pulpa de fruta
fermentada de A. flavus mostré un aumento de fendlicos totales (685,88 mg GAE/100 g) y flavonoides (388
mg QE/100 g) [42]. Los resultados de este estudio indican que la SSF es un proceso biotecnologico
prometedor para la obtenciéon de compuestos bioactivos. Las cascaras de pifia eran un sustrato adecuado
para ser utilizado como fuente de carbono y energia para el hongo filamentoso.
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4.4. Evaluacion de la actividad antioxidante en extractos de fermentacion.

Por autohidrolisis, los extractos de residuos de pifia pueden tener hasta un 80% y un 94% segun un
ensayo de antioxidantes DPPH y ABTS, respectivamente [16]. Polania et al. [43] utilizaron SSF de Rhizopus
oryzae en desechos de pifia y, como resultado, los extractos fermentados obtenidos exhibieron 61,46 y
77,39% en los ensayos de antioxidantes DPPH y ABTS, respectivamente. Ademas, se evalud el orujo de
melocotén de SSF utilizando A. niger y R. oligosporus y los extractos demostraron que el potencial antioxidante
determinado por el ensayo de eliminacion de radicales DPPH aumenté significativamente (>18%) durante
todo el crecimiento del hongo. Ademas, Torres-Ledn et al. [31] encontraron una correlacion entre los
polifenoles obtenidos de la semilla de mango de SSF por A. niger GH1 y su actividad antioxidante, la cual fue
atribuida al proceso de fermentacién, que, aparentemente, aumenta la actividad antioxidante al mejorar la
biodisponibilidad de las moléculas bioactivas. . Paz-Artega et al. [40] evaluaron un bioproceso sélido de A.
niger GH1 en el corazén y la cascara de pifia, y los resultados indican una correlacién positiva con la
liberacion de polifenoles y la actividad antioxidante por DPPH al observar un aumento del 25%.

Por otro lado, Chiet et al. [44] evaluaron el contenido de compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante de la pifia Josapine, Morris y Sarawak (Ananas comosus). Los resultados demostraron
que la actividad eliminadora de FRAP en muestras de Josapine mostré la mayor capacidad
antioxidante, seguida por Morris y luego Sarawak con el valor mas bajo. Brito et al. [45] obtuvieron
extractos de metanol y etanol mediante maceracién de coronas de pifia, donde los extractos
mostraron un efecto antioxidante positivo utilizando el método FRAP.

Larios-Cruz et al. [46] mencionaron que la valorizacion de los subproductos del pomelo puede

llevarse a cabo mediante el proceso de fermentacion debido a la liberacién de compuestos antioxidantes.
Los autores observaron que el contenido de agua tuvo un efecto importante sobre la PES; un aumento en

este parametro promovio la liberaciéon de moléculas bioactivas. Por tanto, la SSF es util para liberar una gran
cantidad de compuestos bioactivos y mejorar la actividad antioxidante; esto se atribuyd a la hidrolisis

enzimatica microbiana [47].

4.5. Identificacion de compuestos polifendlicos por HPLC-MS

Segun Banerjee et al. [48], se encontraron diferentes compuestos bioactivos en los
residuos de pifia, como acidos fendlicos, flavonoides, catequina, acido galico y acido ferulico.
Otros autores mencionaron que, mediante el uso de PES con Rhizopus oryzae sobre residuos
de pifia, se identificaron algunos compuestos como acido galico, acido clorogénico, catequina,
acido cafeico, epicatech, epicatech, acido cumarico, escopoletina y quercetina [21]. Por otro
lado, Paz-Arteaga et al. [40], utilizando SSF con A. niger GH1, identificaron 15 compuestos, por
ejemplo, cafeoil hexdsido, acido 5-cafeoilquinico, espinacetina 3-O-glucosil-(1->6)-[apiosil(1->2)]
- glucdsido, éster etilico del acido p-cumarico, acido banzoico, p-cumaroil tirosina, hexdsido de
alcohol p-cumarilico, 4-vinilfenol, acido p-cumaroil glicdlico, aldarato de feruloilo, psoraleno,
acido cafeico 4-O-glucpside, p-cumaroil hexosido, (+)-galocatequina y galagil-hexdsido.

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la fermentacion en estado
solido utilizando Aspergillus niger spp. las cepas y las cascaras de pifia como sustrato son
eficaces para obtener una mayor liberacién de compuestos bioactivos y, por tanto, una actividad
antioxidante favorable. La cepa A. niger HT3 ayudo en la liberacion de taninos hidrolizables,
mientras que la cepa A. niger Aa20 ayudé en la liberacion de taninos condensados. En un
analisis por HPLC se identificaron hasta 33 compuestos, de los cuales tres fueron los principales,
acido 3-feruloilquinico, acido cafeico, lariciresinol y 3-hidroxifloretina 2' -O-xilosil-glucésido. El
proceso SSF con cascara de pifia como sustrato es una alternativa para la liberacion de
moléculas con potencial aplicacion en la industria farmacéutica y alimentaria.

Contribuciones del autor: Conceptualizacion, ADC-R. y LS; metodologia, ADC-R.; software,
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