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RESUMEN

El pistache es consumido mundialmente por su valor nutrimental y los beneficios que aporta
a la salud. Al cosechar el fruto, éste se divide en dos partes, una fraccion comestible y otra no
comestible que corresponde al ruezno (45 al 60 % del peso total del fruto), la cual es desechada.
Se ha reportado la presencia de diversos compuestos bioactivos en el ruezno de pistache, como los
compuestos fenolicos (CF). Estos compuestos se encuentran libres o ligados a componentes de
pared celular, y son importantes debido a las propiedades bioldgicas que ejercen, como la actividad
antioxidante y antibacteriana. Existen pocos estudios acerca del uso de este residuo, por lo cual es
necesario disefiar estrategias para su aprovechamiento, ya que, por su composicién y alto contenido
de humedad, representa una serie de problemas ambientales. La fermentacion en estado sélido
(FES) es una técnica amigable con el medio ambiente, mediante la cual un microorganismo
produce enzimas que facilitan la extraccion de los CF. Con la FES aplicada al ruezno de pistache
se busca maximizar la extraccion de CF que, derivado de su actividad biologica, presenten
potencial aplicacion en el desarrollo de alimentos. El objetivo del presente trabajo fue obtener CF
a partir del ruezno de pistache por medio de la FES con Aspergillus niger. Para ello, se evalud el
potencial del ruezno de pistache para ser empleado como soporte en un proceso de FES, se evalu6
el efecto de la FES con A. niger sobre la liberacion de CF, el potencial antibacteriano a partir del
ruezno de pistache fermentado, asi como su perfil de CF por HPLC-MS. El ruezno de pistache
resulté ser un soporte apto para emplearse en FES ya que A. niger GH1 pudo crecer en él,
presentando la mayor liberacion de CF y capacidad antioxidante (CA) a las 24 h de proceso con
60% de humedad, una concentracion de indculo de 1x107 esp/mL y 1 VKgm de aireacion,
incrementando el contenido de CF un 129%. Este residuo contenia acido galico 4-O-glucésido y
geranina, los cuales han sido reportados con actividad antioxidante y antibacteriana, demostrandose
esta ultima contra S. aureus a una concentracion de 1, 500 pg/mL. Con esto se muestra el potencial
antioxidante y antibacteriano que puede presentar el ruezno de pistache sometido a FES, generando
una estrategia de aprovechamiento y darle un valor agregado a este residuo que no tiene ninguna
utilidad en la actualidad.
Palabras claves: Ruezno de pistache, fermentacion en estado sélido, A. niger, compuestos

fendlicos.
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ABSTRACT

Pistachio is consumed in worldwide for its nutritional value and the health benefits it
provides. When the fruit is harvested, it is divided into two parts, an edible fraction and another
inedible fraction that corresponds to the green hull (45 to 60% of the total weight of the fruit),
which is discarded. The presence of bioactive compounds has been reported in the pistachio green
hull, such as phenolic compounds (FC). These compounds are free or bound to cell wall
components and are important due to the biological properties that they exert, such as antioxidant
and antibacterial activity. There are few studies about the use of this waste, and because of this is
necessary to design strategies for its use, since, due to its composition and high moisture content,
it represents a series of environmental problems. Solid-state fermentation (SSF) is an
environmentally friendly technique, through which a microorganism produces enzymes that
facilitate the extraction of FC. With the SFF applied to the pistachio green hull, it seeks to maximize
the extraction of FC, that, derived from its biological activity, has potential application in the
development of foods. The objective of the present work was to obtain FC from the pistachio green
hull through SSF with Aspergillus niger. For this, the potential of pistachio green hull to be
employed as a support in a SSF process, the effect of SSF with A. niger on the release of FC, the
antibacterial potential from fermented pistachio green hull, was evaluated. The FC profile was
obtained by HPLC-MS. The pistachio green hull is a suitable support to be used in SSF, due to A.
niger GH1 was able to grow on it, presenting the highest release of FC and antioxidant capacity
(AC) at 24 h of the process with 60% of moisture, an inoculum of 1x107 spores/mL and 1 VKgm
of aeration, increasing the FC content by 129%. This residue contained gallic acid 4-O-glucoside
and geranine, which have been reported to have antioxidant and antibacterial activity, the latter
being demonstrated against S. aureus at a concentration of 1,500 pg/mL. This shows the
antioxidant and antibacterial potential that the pistachio green hull subjected to SSF can present,

generating a utilization strategy and giving added value to this waste that currently has no use.

Key words: Pistachio green hull, solid-state fermentation, A. niger, phenolic compounds.
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1. INTRODUCCION

El pistache (Pistacia vera L.) es uno de los principales frutos secos del mundo (Pakdaman
et al., 2021). El fruto del pistache es altamente consumido a nivel mundial, particularmente fresco
0 tostado (snack salado), en forma de aceite virgen vegetal y en forma de harina para la elaboracién
de pan, pasteles o galletas y como crema para untar (Mateos et al., 2022). Para 2022, su produccién
mundial alcanz6 las 829 mil toneladas, y los principales productores fueron Estados Unidos, Iran,
Turquia y Siria (USDA, 2022).

El consumo de pistache se remonta a hace 300 mil afios, ya que se han encontrado restos de pistache
carbonizados en Israel (Mandalari et al., 2021). En cuanto a su taxonomia, el pistache pertenece a
la Division Tracheophyta; Clase Magnoliopsida; Orden Sapindales; Familia Anacardiaceae;
Género Pistacia; Especie Pistacia vera (GBIF Secretariat, 2021).

En México se producen por afio cerca de 37 mil toneladas de pistache, de las cuales, el estado de
Chihuahua aporta el 98.96 %, concentrando su produccion en los municipios de Buenaventura,
Juérez, Praxedis Guerrero, Jiménez, Aldama, Delicias y Meoqui (SENASICA, 2019; SIAP, 2019).
El interés del pistache radica en el valor nutrimental que presenta, ya que la semilla contiene cerca
del 50-60% de grasas, de las cuales cerca del 90% representa a grasas insaturadas, como el acido
oleico (grasa monoinsaturada) y acido linoleico (grasa poliinsaturada), siendo este ultimo el
principal &cido graso en el fruto (Mateos et al., 2022). Se conoce que los &cidos grasos
monoinsaturados tienen un efecto vasodilatador, lo que ayuda a prevenir enfermedades del corazén
al disminuir la presion arterial y aumentar la 3-oxidacion de acidos grasos (Martinez-Ruiz et al.,
2019), mientras que los acidos grasos poliinsaturados muestran accion antinflamatoria (Cabo,
Achon y Gonzalez, 2015). El pistache contiene un 18-23% de proteina, 18% de carbohidratos
(sobre todo sacarosa), mientras que el porcentaje restante corresponde a la fibra, minerales y
compuestos bioactivos como carotenoides, clorofila y CF (Mandalari et al., 2021; Martinez-Ruiz
et al., 2019; Olvera, 2022).

En cuanto a la produccion del fruto del pistache, al ser cosechada se divide en dos partes, una
fraccion comestible, que es la que se comercializa, y una no comestible que es desechada. Esta
ultima comprende entre el 45y 60% del fruto total (Cardullo et al., 2021; Elhadef et al., 2021,
Hamed et al., 2020), y no tiene un uso (Arjeh et al., 2020). Diversos estudios han reportado al
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ruezno de pistache como fuente potencial de compuestos bioactivos, los cuales presentan actividad
antioxidante, antimicrobiana y antimutagénica (Cardullo et al., 2021 y Neval-Ozbek et al., 2018).
Por otro lado, se ha reportado la capacidad de los microorganismos, como los hongos, para degradar
residuos como semillas o cascaras, por medio de FES. Este proceso libera CF e incrementa la CA
en el extracto fermentado; lo que otorga un valor agregado a los residuos agroindustriales para el
desarrollo de nuevos productos (Buenrostro et al., 2017; Cano y Postigo et al., 2021; Cerda et al.,
2023; Herrera, 2021; Torres et al., 2019).

El estudio de estos CF presentes en el ruezno de pistache tendria un impacto en la industria
farmacéutica y agricola, encontrando un valor agregado a este residuo que no presenta alguna

utilidad especifica actualmente.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del Pistache en la Sociedad

El pistache o pistacho (Figura 1) es un arbol nativo de regiones aridas del centro y oeste de Asia
distribuido en el mediterraneo y Norteamérica (Elhadef et al., 2021). En México, el pistache ha
sido poco explotado, ya que requiere de entre 5 a 10 afios para iniciar su produccion. Debido a ello,
muchos agricultores prefieren otros arboles o cultivos que les regresen su inversion econémica en

periodos cortos de tiempo (Martinez-Ruiz et al., 2019).

Este arbol es una especie dioica (hembra y macho) que necesita una proporcion de 8 hembras por
cada macho en el plantio (De Leon et al., 2020), ademas requiere condiciones climaticas que se
traducen en inviernos frios y veranos calurosos, observando que es muy importante cumplir con su
demanda de horas frio (requiere acumular 900 horas por debajo de 7°C), para una efectiva

produccion de frutos (De Santiago et al., 2022). La cosecha del fruto se da en el mes de agosto, y
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el mayor rendimiento por hectérea es a partir del sexto afio de produccion (De Ledn et al., 2020).

El pistache es uno de los mas importantes frutos secos en el mundo (Figura 2) (Neval-Ozbek et al.,
2018), y su importancia como alimento radica en su alto valor comercial, siendo utilizado para la
reposteria y elaboracion helados, asi como en formulacion de cosméticos (Martinez-Ruiz et al.,
2019). En cuanto a su valor nutricional, el pistache es consumido mundialmente por los beneficios
que otorga a la salud (Moreno et al., 2022), donde destaca la actividad antidiabética,
cardiovascular, antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y antiobesogénica (Mateos et al.,
2022). Es una fuente rica en micronutrientes, acidos grasos, proteinas y diversos compuestos

antioxidantes como los CF y los carotenoides (De Santiago et al., 2022).

Figura 2. Fruto de pistache utilizado para comercio.

Al cosechar, se obtiene el fruto con su cascara dura y una cascara verde-amarillenta que lo cubre,
Ilamada ruezno. Derivado del procesamiento del pistache, se obtiene entre 35y el 45% de ruezno
(Elhadef et al., 2021; Hamed et al., 2020). Otros autores reportan que el porcentaje del ruezno
corresponde al 50-60 % del peso total (Cardullo et al., 2021). Es importante encontrar alternativas
de aprovechamiento a este residuo, ya que posee un alto contenido de humedad, lo que hace a este
residuo propenso a una contaminacion microbiana y proliferacion de plagas, ademas de causar
problemas ambientales por la materia solida acumulada, dificultades en la biodegradacion de esta,
y alteracion del suelo por el alto contenido de CF que presenta (Arjeh et al., 2020).
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2.1.1. Ruezno de Pistache como Residuo Agroindustrial

La industria agricola produce una gran cantidad de desechos por afio, que, por falta de tratamientos
adecuados de eliminacién, puede ocasionar problemas de contaminacion y dafio al medio ambiente,
incluida la salud humana (Kumar et al., 2018). Se estima que a nivel mundial se producen alrededor
de 1,300 millones de toneladas de subproductos de desecho provenientes de la industria de
alimentos. Estos subproductos son responsables del 26% de las emisiones de gases de efecto
invernadero por afio (Goémez et al., 2021).

Segin Kumar et al. (2018), los desechos agroindustriales se dividen en residuos industriales y
residuos agricolas, donde estos Ultimos se dividen en residuos de campo Yy residuos de proceso
(Figura 3). Los primeros comprenden aquellos subproductos encontrados en el campo después de
haber pasado el proceso de cosecha en campo, mientras que los Gltimos son aquellos que se
encuentran después de haber procesado la cosecha. Por otro lado, los residuos industriales son

aquellos residuos organicos que se obtienen de la industria del procesamiento de alimentos.

* Troncos

+ Tallos

* Hojas

* Vainas de semillas

Residuos
de
campo

Residuos
Agricolas

« Céascaras

Residuos * Semillas
de * Raices
proceso + Bagazo
* Melaza

+ Cascara de papa,

Residuos Residuos naranja y yuca

. de + Residuos de aceite
Industriales industria de cacahuate, coco

y soya

Figura 3. Tipos de desechos agroindustriales. Fuente: Modificado de Kumar et al., (2018).

16



En muchas industrias no se utilizan los desechos agroindustriales porque no se les ha encontrado
un valor, por lo que se ha buscado desarrollar nuevas estrategias de manejo para aprovechar la
composicion quimica de estos residuos y disminuir la huella ecoldgica que pudieran generar en el
medio ambiente (Leite et al., 2021; Vargas y Pérez, 2018). Debido a que estos residuos o
subproductos se generan en gran cantidad, presentan dificultad de transporte, y tienen un gran
potencial para crecimiento microbiano (Gongalves et al., 2022), se han buscado alternativas donde
se implemente el uso de estos desechos, por ejemplo, para alimentacion animal, mejora del suelo,
produccion de fertilizantes y fabricacion de productos de interés (Kumar et al., 2018).

El ruezno de pistache (mesocarpio y epicarpio del fruto) (Figura 4) como subproducto aln es de
bajo valor econémico en paises como Turquia, Espafa, Italia y Estados Unidos, mientras que en
Iran se le ha buscado alguna utilidad, como alimento para animales, pero la alta cantidad de CF y
taninos que presenta interactian con carbohidratos, proteinas y minerales que se encuentran en la

dieta, ocasionando problemas nutricionales (Arjeh et al., 2020).

COTILEDON EPICARPIO

MESOCARPIO
ENDOCARPIO

Pericarpio

=
. EMBRION

CUBIERTA

semilla

PARTES DEL FRUTO (PISTACHO)
Figura 4. Partes del fruto de pistache.

2.1.2 Ruezno de Pistache como Fuente de Compuestos Fendlicos

Los CF son metabolitos secundarios que se generan en las plantas de forma natural como
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mecanismos de defensa contra un riesgo potencial en el entorno, los cuales presentan beneficios a
los seres humanos, tanto de forma nutricional como en la salud (Neval-Ozbek et al., 2018). La
principal caracteristica de estos compuestos es la presencia de uno o mas grupos fenol (anillo
aromatico con un grupo hidroxilo), encontrando que la mayoria de las plantas llevan a cabo su
biosintesis por medio de la ruta del &cido shikimico (Martin, 2018).

Actualmente se tienen clasificados a los CF debido a su estructura en diferentes grupos: fenoles
simples que presentan dos o tres grupos hidroxilo en su anillo aromatico; acidos fendlicos (Figura
5) como &cidos hidroxibenzoicos con presencia de grupos carboxilo e hidroxilo en su estructura) y
acidos hidroxicindamicos con carbonos de doble enlace; flavonoides con 3 anillos de diferente
conformacién quimica; y taninos (los cuales se unen a proteinas o carbohidratos y son de altos
pesos moleculares), donde se encuentra a taninos hidrolizables, taninos condensados, galotaninos

y elagitaninos (Pefarrieta et al., 2014).
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Figura 5. Estructuras de acidos fendlicos.

Se ha reportado que el ruezno de pistache es fuente rica de compuestos bioactivos, como los CF
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(Cuadro 1) o acidos grasos, encontrando usos en la prevencion de la hipertension, ademas de
efectos anti-diabéticos (Cardullo et al., 2021; Toghiani et al., 2022). De esta manera, el ruezno de
pistache ha captado la atencion de algunos investigadores, por su bioactividad como
antimicrobiano, citotoxico, anti-mutagénico, anti-tumoral y anti-cancerigeno, ademas de la ya
mencionada CA, ofreciendo asi alternativas de valor a este subproducto que no ha sido explotado
en su totalidad (Neval-Ozbek et al., 2018; Noorolahi et al., 2020; Toghiani et al., 2022).

Cuadro 1. Compuestos fendlicos presentes en ruezno de pistache.

ACIDOS FENOLICOS FLAVONOIDES TANINOS
Acidos hidroxibenzoicos: Flavononas: Galotaninos
acido gélico, &cido vanilico, eriodictiol, naringenina,
acido 4-hidroxibenzoico, naringina Derivados del grupo galoil
acido protocatecuico Flavonoles:
Acidos hidroxicinamicos: quercetina, kaempferol, Proantocianidinas
acido clorogénico, acido isorhamnetina
sinapico, acido p-cumarico Flavonas:
luteolina, apigenina
Acidos anacardicos Flavanoles:

catequina, epicatequina
Antocianidinas:
cianidina

Fuente: Arjeh et al., 2020.

Estos CF naturales pueden sustituir a los antioxidantes sintéticos que son utilizados actualmente,
como el hidroxietolueno butilado (BHT) y el hidroxianisol butilado (BHA), debido a que estos
antioxidantes sintéticos, aunque son efectivos a bajas concentraciones, han presentado dudas sobre
posibles efectos mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos y dafio hepéatico (Pakdaman et al.,
2021; Serra-Bisbal et al., 2020). Por lo que, al existir estos posibles dafios a la salud, es necesario
reemplazarlos por compuestos que provengan de fuentes naturales compatibles con el cuerpo
humano y que ademas presenten costos bajos de operacidn para su obtencion (Serra-Bisbal et al.,
2020).

Estos compuestos antioxidantes presentan diferentes aplicaciones, principalmente para reducir los
procesos oxidativos. Se utilizan como aditivos en alimentos para evitar su deterioro, en medicina

son Utiles en la prevencidn de diabetes, enfermedades del corazén, enfermedades hepaticas y cancer
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de 6rganos, y en cosmética son utilizados para prevenir dafios en la piel por efecto solar, entre otros
(Sindhi et al., 2013).

2.1.2.1 Actividad antioxidante y antibacteriana del ruezno de pistache. El ruezno de pistache se ha

estudiado ampliamente debido a las propiedades bioldgicas de los CF mencionados en la seccion

anterior, entre las que destaca la actividad antioxidante (Cuadro 2). Esta bioactividad se debe a los

anillos fendlicos encontrados en la estructura de los CF, la cual por medio de los grupos hidroxilo

se produce la captacion de radicales libres (Martin, 2017; Pefiarrieta et al., 2014).

Cuadro 2. Estudios de actividad antioxidante del extracto de ruezno de pistache.

Tipo de

Actividad

o Unidad Referencia
ensayo antioxidante
ABTS 1.28 - 3.53 mmol TE/100 g Moreno-Roias et
DPPH 0.86 — 3.22 mmol TE/100 g al (20212)
ORAC 3.5-1538 mmol TE/100 g B
ABTS (ECso) 0.09-0.91 mg/mL Elhadef et al.,
DPPH (ECs0) 0.07-15 mg/mL (2021)
DPPH ~50-90 % de captacion de radicales libres Pakdz(igg)z;nl)et al,
ABTS 466.73 mgET/g :
DPPH 411.98 mgET/g Nooré'ggg;t al,
FRAP 2,230.8 mgFe*?/g )
DPPH (ICso) ~ 1.06 — 1.59 mg/mL Ne;’f"gégg‘)( ot
% de inhibicion de radicales libres/80
ABTS ~37-50 mg/L .
DPPH ~87-95  9%deinhibicién de radicales libres/80 Gha”(("gg;‘g)et al.
FRAP ~130 - 350 mg/L
UMFe*2/80 mg/L
ORAC ~ 50— 250 umol TE/g Neval-Ozbek et
DPPH (ICsqy  0.70 - 2.73 mg/mL al., (2018)
DPPH 31.2-50.4 % de inhibicion de radicales libres/300 pg Kar(lgg)lle(z)t)al.,
DPPH ~88-70 % de captacién de radicales libres Abtzggloe;t)al.,

mmol TE = milimoles de equivalentes trolox; pumol TE = micromoles de equivalentes trolox; uMFe*? = micromoles
equivalentes de ion férrico; mgFe*? = miligramos equivalentes de ion férrico.
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Estos CF naturales, pueden sustituir a los antioxidantes sintéticos que actualmente son utilizados

por ser efectivos a bajas concentraciones, como el hidroxitolueno butilado (BHT) y el hidroxianisol

butilado (BHA) (Pakdaman et al., 2021).

Otra propiedad bioldgica actualmente estudiada en el ruezno de pistache es la actividad

antibacteriana (Cuadro 3). Los CF encontrados en este residuo aumentan la permeabilidad de

membrana y modifican el pH intracelular de las bacterias, bloqueando la produccién de energia por

la inhibicion de la enzima DNA girasa (Elhadef et al., 2021; Hasheminya y Dehghannya, 2020;

Rajaei et al., 2010).

Cuadro 3. Estudios de actividad antibacteriana del extracto de ruezno de pistache.

Método Cepas bacterianas Resultado Referencia
Escherichia coli 0.42 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa 0.31 mg/mL
MIC Salmonella typhimurium 0.26 mg/mL
Streptococcus faecalis 0.21 mg/mL
Bacillus cereus 0.21 mg/mL
Staphylococcus aureus 0.16 mg/mL Hasheminya y
E. coli 20.8 mm Dehghannya, (2020)
Método de P. aeruginosa 21.8 mm
difusion por S. typhimurium 21.5 mm
disco S. faecalis 22.3mm
(10 pL/disco) B. cereus 22.5 mm
S. aureus 23.8 mm
MIC S. aureus 7.11 mg/mL Smeriglio et al.,
E. coli 7.11 mg/mL (2017)
Método B. cereus 12 -12.6 mm
e S. aureus 11.7-11.6 mm
difusion por X
disco (1,200 E. coli NP -
ug/caja) P. aeruginosa NP Rajaei et al., (2010)
S. typhi NP
MIC B. cereus 0.5-1 mg/mL
S. aureus 0.5-2 mg/mL
S. aureus 14.25 - 18.66 mm
Método de Listeria monocytogenes 14.23 —17.25 mm
difusion de B. cereus 14.25 —-18.75 mm
disco S. entérica 13.83 — 16 mm Elhadef et al., (2021)
(20 mg/mL) E. coli 13 -15.25 mm
P. aeruginosa 14 —15.75 mm

MIC = concentracion minima inhibitoria; NP = no present6
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Estos compuestos con propiedades bioldgicas presentes en el ruezno pueden emplearse mediante
técnicas de extraccion, o si se desea, darle otra finalidad completamente diferente al residuo. Por
ejemplo, Vargas y Pérez (2018) describen tres diferentes tecnologias para lograr una mejor utilidad
de los residuos agroindustriales: a) Obtencion de combustibles: produccion de biogas y biodiesel
por medio de procesos de gasificacion, pirolisis y torrefaccion; b) Valorizacion térmica: produccion
de energia por medio de procesos de incineracion; c) Valorizacion bioldgica y quimica: obtencién
de productos de interés como enzimas, aceites esenciales, flavonoides y carotenoides por medio de
procesos bioldgicos, como el compostaje, la lombricultura y los diferentes tipos de fermentacion,
como la FES.

La importancia del ruezno de pistache se basa principalmente en los CF (Toghiani et al., 2022),
por lo que seria necesario centrar la atencion en la extraccién y aprovechamiento de estos

compuestos utilizando técnicas que sean amigables al medio ambiente.

2.2. Fermentacion en Estado Sdlido

La FES es un proceso que utiliza diferentes soportes para el crecimiento de microorganismos en
ausencia de agua libre y obtener diferentes productos de interés. Es ampliamente utilizado para la
bioconversion de residuos agroindustriales a productos de valor agregado mediante el uso de
hongos, levaduras y bacterias (Costa et al., 2018).

En afios recientes, se ha utilizado este bioproceso como herramienta asistida complementando a
otras técnicas de extraccion, ya que los CF, aunque ya han sido liberados por las enzimas generadas
por los microorganismos utilizados en la FES, aln se encuentran embebidos en el soporte. Debido
a que quedan atrapados en la matriz sélida o sustrato utilizado, es necesario utilizar algun solvente
organico que sea afin a los compuestos para que se disuelvan en el y se logren separar de la matriz,
para luego someterse a técnicas de extraccion de bajo impacto ambiental, como ultrasonido,
microondas, fluidos supercriticos, maceracion o extraccién sélido-liquido (Oiza et al., 2022).

Este proceso de valorizacién bioldgica utiliza un soporte sélido, que por lo general es alguna
materia prima correspondiente a algun subproducto de un proceso agroindustrial, con un

determinado porcentaje de humedad para que el microrganismo pueda llevar a cabo su actividad
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metabdlicay su crecimiento (Costa et al., 2018). Este tipo de fermentacidn es utilizada en alimentos
ya que produce una alta cantidad de productos de interés importantes para consumo humano. La
FES permite tener un mayor intercambio de oxigeno en el medio por emplear una matriz sélida
porosa, lo que permite una mejor circulacion de aire para que el microorganismo lleve a cabo su
crecimiento de forma Optima y libere los compuestos de interés (Costa et al., 2018).

De forma general, la FES busca proporcionar al microorganismo un nicho similar al de su hébitat
natural, es por esto por lo que este tipo de fermentacion ha resultado ser efectiva y con rendimientos
altos cuando se hacen las determinaciones para los productos esperados (Costa et al., 2018; Oiza
etal., 2022).

2.2.1. Parametros de Proceso en la Fermentacién en Estado Solido

La correcta eleccion del microorganismo para desarrollar un proceso de FES debe ir acompafiada
de una adecuada seleccion del sustrato, asi como las condiciones que permitan el desarrollo éptimo
del microorganismo en el medio de cultivo. Asimismo, es importante el control de diversos

parametros, como sen la temperatura, humedad, pH, in6culo y aireacion (Thomas et al., 2013).

2.2.1.1 Temperatura. La temperatura es uno de los factores mas importantes a controlar en un
proceso de fermentacién, ya que, dependiendo de cada microorganismo, esta influird en la
produccion de enzimas, ademas de los metabolitos secundarios que se deseen recuperar en la
fermentacion. Lo anterior debido a que las condiciones para obtener los metabolitos de interés son
diferentes para cada microorganismo utilizado, algunos pueden ser sensibles a altas temperaturas
y culminar con la desnaturalizacion de sus enzimas, lo que no permitira crecer al microorganismo
de forma adecuada, por no poder llevar a cabo sus procesos metabdlicos (Kumar et al., 2020). Para
los hongos, su rango de crecimiento oscila entre 20 y 55°C, con un valor éptimo a 30°C (Cerda-
Cejudo et al., 2023; Herrera, 2021). Si se aumenta la temperatura, ocurrird una modificacion en el
contenido de humedad, lo que también ocasionara un efecto negativo en el crecimiento del
microorganismo, por lo que se requiere hacer una remocion de calor con flujo de aire (Mattedi et
al., 2023).
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2.2.1.2. Humedad. El contenido de humedad en la FES representa un factor importante en la
actividad microbiana, que al modificar este pardmetro puede significar un cambio en la produccion
metabolica del microorganismo (Costa et al., 2018), Aunque es importante sefialar que por efecto
del crecimiento del microorganismo en el bioproceso se ird reduciendo el contenido de humedad
por evaporacion, lo cual es provocado por su actividad metabdlica (Oiza et al., 2022).
Generalmente, para el crecimiento de microorganismos en FES se utiliza un contenido de humedad
de entre el 70 y 80%, para bacterias del 70%, para levaduras oscila entre el 60 y 70%, mientras que
para los hongos va del 20 al 70% (Herrera, 2021). La humedad es uno de los pardmetros mas
importantes en FES, presentando efectos positivos o negativos en el crecimiento microbiano. Un
alto porcentaje de humedad representa una baja porosidad en el sustrato, y por tanto dificultar la
entrada de oxigeno ademas de aumentar la posibilidad de tener contaminaciones bacterianas,
mientras que un bajo porcentaje de humedad puede significar una mala solubilidad de los nutrientes
del sustrato, y producir la esporulacién en caso de utilizarse un hongo en la FES (Cerda-Cejudo et
al., 2023; Costa et al., 2018; Herrera, 2021; Kumar et al., 2020;).

2.2.1.3. Sustrato. En la FES se emplea un sustrato sélido e insoluble en agua para el crecimiento
microbiano (Lizardi-Jiménez y Hernandez-Martinez, 2017). Este sustrato puede ser inerte u
organico, destacando el uso del altimo, ya que dentro de los sustratos organicos se encuentran los
residuos agroindustriales (Herrera, 2021). EI empleo de un material poroso ayudara a un correcto
intercambio gaseoso (O2 y CO.) (Cerda-Cejudo et al., 2023). El sustrato debe presentar también
un contenido de nutrientes balanceado, tomando como base los requerimientos del microorganismo
(composicion de la biomasa), y los elementos constituyentes de toda materia organica: carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrégeno (Herrera, 2021), sin embargo, es importante que contenga una gran
cantidad de carbohidratos, para que el microorganismo pueda obtener su fuente de carbono
(Lizardi-Jiménez y Hernandez-Martinez, 2017).

Este sustrato debe tener la capacidad para soportar la humedad requerida por el microorganismo
para su crecimiento, ademas es importante buscar un sustrato que sea de bajo costo y que esté
disponible para su uso en FES, ademas de que sea un material heterogéneo en cuanto a su

composicion, para que sea similar al habitat natural del microorganismo (Kumar et al., 2020).
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2.2.1.4. Tamafio de particula. Para el crecimiento microbiano es importante el tamafio de particula,
ya que el sustrato necesita tener porosidad para realizar un correcto intercambio de gases (CO2 y
O2) y la transferencia de masa y calor (Kumar et al., 2020). Esto se puede determinar midiendo la
densidad de empaque del sustrato en el reactor (Kumar et al., 2020). La correcta eleccion del
tamafio de particula beneficiara al microorganismo, por ejemplo, un tamafio de particula grande
inducira una mayor penetracion en el sustrato, obteniendo todos los nutrientes disponibles, ademés
de prevenir la aglomeracion del sustrato (depende también del contenido de humedad), la cual

influye en la respiracion del microorganismo (Kumar et al., 2020; Thomas et al., 2013).

2.2.1.5. pH. Uno de los factores a medir con frecuencia en una fermentacion es el pH, dado que
afecta a la catalisis enzimatica, lo que puede influir en la cinética de la fermentacion (Cerda-Cejudo
etal., 2023). En procesos de FES, el pH es un factor dificil de controlar, ya que el sustrato empleado
puede ir modificando el pH de la fermentacion (Herrera, 2021), sin embargo, si se ajusta el pH
optimo desde el inicio en la FES, es muy complicado que se modifique a valores alejados de la
inicial, dado que el sustrato por su composicion actla como amortiguador dandole un poco de
estabilidad en su pH (Kumar et al., 2020). Por otro lado, dependiendo el microorganismo utilizado
se puede afectar el pH en la FES, ya que microorganismos como A. niger o bacterias acido-lacticas
son productores de A&cidos organicos, generando un medio 4&cido, mientras que otros
microorganismos asimilan estos acidos organicos provocando un incremento en el pH, haciendo

un medio alcalino (Herrera, 2021).

2.1.1.6. Ino6culo. La concentracion del microorganismo a afiadir en la fermentacion es muy
importante, ya que la fase de latencia se puede acortar usando una alta concentracién de indculo,
ademas de prevenir contaminaciones con otros microorganismos por la alta carga de inéculo
utilizada (Kumar et al., 2020). El inoculo debe prepararse para poder comenzar de manera optima
el bioproceso, para esto se tiene que seleccionar el microorganismo que mejor se adapte al sustrato
utilizado, puesto que los diferentes factores y el medio de cultivo afectan positiva o negativamente
el desarrollo de este (Cerda-Cejudo et al., 2023). Una alta concentracion de indculo puede ayudar

con la catalisis para la bioconversion del sustrato a producto ya que generara enzimas para
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hidrolizar los enlaces de los componentes de la pared celular del sustrato y asi aprovechar los
nutrientes para su crecimiento y desarrollo (Herrera, 2021).

2.1.1.7 Aireacion. La aireacion es necesaria en la fermentacion, un flujo de aire alto ayuda a disipar
el calor generado por la respiracion y actividad metabdlica del microorganismo, mientras que un
flujo bajo ayuda a evitar la pérdida de humedad en el medio (Casciatori y Thomeo, 2018;
Jachimowicz et al., 2020; Zhou et al., 2018). La aireacion constante en el reactor promueve la
oxigenacion en el proceso para el crecimiento y desarrollo 6ptimo del microorganismo, ya que
ayuda a eliminar también el CO2 del medio y los metabolitos volatiles que pueden causar inhibicion
(Méndez-Gonzalez et al., 2021; Rodriguez-Fernandez et al., 2012). Para tener un correcto
intercambio de gases es necesario que haya porosidad en el sustrato, ya que una aglomeracion de
este evitaria la correcta respiracion del microorganismo. Por otro lado, se recomienda que el aire
suministrado sea con un humidificador, para evitar descensos en la humedad del reactor, ya que el
crecimiento del microorganismo produce calor, el cual promueve la evaporacion del agua en el
proceso, desencadenando la pérdida de esta y con esto problemas en el crecimiento del
microorganismo (Mattedi et al., 2023). Por otro lado, la aireacion puede afectar en la produccion
de enzimas de los microorganismos, debido a que afecta positiva 0 negativamente el crecimiento
microbiano segun el suministro de aire utilizado (Rodriguez-Fernandez et al., 2012).

Existen estudios que han realizado exploratorios con algunos de los parametros mencionados
anteriormente en diferente sustrato. Lopez-Cérdenas et al. (2023) evaluaron valores de humedad
de 50 y 60% y concentraciones de inoculo de 1x108 y 1x107 esp/gms de A. niger GH1; Cerda-
Cejudo et al., (2022) evaluaron valores del 50, 60 y 70% de humedad, asi como concentraciones
de indculo de 1x107, 1.5x107 y 2x107 esp/g de A. niger GH1. Por otra parte, De Léon-Medina et
al., (2020) exploraron el efecto de dos concentraciones de indculo (2x108 y 2x107 esp/g) de A.
niger GH1; y Buenrostro et al., (2023) evaluaron humedades del 50 y 60%. Con respecto a la
aireacion, Ridder et al., (1999) evaluaron niveles de aireacion de 0, 0.29 y 0.57 VKgm/min,
mientras que Méndez-Gonzélez et al., (2020) evaluaron flujos de 0.16, 0.33, 0.66, 0.96 y 1.28
VKgm/min.

Los estudios mencionados anteriormente reportan que la humedad presenta un efecto positivo, que

al incrementar el contenido de humedad en valores de entre 50 y 60 %, también lo hacen el
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contenido de CF y la CA. La concentracion de inoculo utilizada presenta un efecto positivo, donde
al utilizar valores entre 1x107 y 2x10” esp/gms se incrementan los contenidos de CF y CA. Por
ualtimo, la aireacién suministrada resulta en diferentes valores dependiendo si la finalidad es la
produccidn de esporas, proteinas o actividad enzimatica. Debido a esto, es necesario establecer los
pardmetros Optimos para cada matriz vegetal, debido a que las caracteristicas fisicoquimicas de
cada material y los procesos metabdlicos de los diferentes microorganismos utilizados son

diferentes.

2.2.2. Eleccion de Microorganismos en Procesos de Fermentacion en Estado Sélido

Se ha reportado el uso de bacterias, levaduras y hongos filamentosos para la FES, encontrando que
el ultimo mencionado es el que mejor se adapta a este proceso (Cerda et al., 2023). Herrera (2021)
menciona que en FES se encuentran tres zonas de contacto del microorganismo con el sustrato:
fase sélida (sustrato en el cual se coloca el microorganismo); fase gaseosa (corresponde al aire que
se encuentra entre las particulas del sustrato utilizado para intercambio gaseoso); y fase liquida
(correspondiente a la humedad que hay en el sustrato), por lo que el correcto suministro de estas
tres fases puede significar el éxito del proceso.

La FES ha requerido el uso de diferentes microorganismos, donde se ha reportado la utilizacion de
los hongos Aspergillus niger, A. oryzae, A. terreus, Streptomyces spp., Rhizopus arrhius, R. oryzae,
Beauveria bassiana, Colletotrichum truncatum, Gibberella fujikoroi y Mucor subtillissimus,
ademas de las bacterias Amycolatopsis mediterranean, Xanthomonas campestries, Bacillus
licheniformis, Burkholderia sp, Brevibacterium sp. y Pseudomonas sp, por mencionar algunos
(Juarez, 2015; Kumar et al., 2018).

Los hongos son los microorganismos mas utilizados para la FES (Cuadro 4), siendo los hongos
filamentosos aquellos que mejores rendimientos producen, dado que al encontrarse en cualquier
nicho ecoldgico y degradar la materia organica pueden utilizarse en una gran variedad de sustratos
para llevar a cabo la liberacion de metabolitos secundarios de interés (Ramos, 2012). Se conoce
que al utilizar estos hongos filamentosos se produce una mejor penetracion del sustrato por su

crecimiento hifal, ademas de que pueden crecer en sustratos con bajos contenidos de humedad,
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dandole una ventaja mayor en estos aspectos sobre organismos unicelulares utilizados en FES,
como las levaduras y las bacterias, que tienen un requerimiento de agua alto (Martinez-Avila et al.,
2013; Thomas et al., 2013).

Cuadro 4. Estudios de FES de residuos agroindustriales y especies vegetales poco valoradas
empleando diferentes hongos.

Sustrato Microorganismo Producto Referencia
. . Aumento de fenoles Loépez-Cardenas et
Vainas de cascalote A. niger GH1 totales 2.19 veces al. (2023)
Céscara de rambutan A niver GHI Aumento de acido Cerda-Cejudo ef al.
mexicano M8 elagico 4.04 veces (2022)
) . Aumento de fenoles De Ledn-Medina et
Rosa castilla A. niger GHI totales 1.66 veces al., (2020)
) . Aumento de fenoles Torres-Ledn et al.
Semilla de mango A. niger GH1 totales 2.3 veces (2019)
Subproductos de A niver HT4 Aumento de fenoles Buenrostro-Figueroa
higo - totales 5.48 veces etal. (2017)
Ruezno de pistache A. terreus Disminucion de fenoles  Karimi et al., (2010)
ATCC74135 totales 0.82 veces
Ruezno de pistache P. chrysosporium Aumento de fenoles Abbasi et al., (2007)

totales 0.29 veces

Los hongos filamentosos son excelentes productores de enzimas hidroliticas como xilanasas,
celulasas y pectinasa, lo que le ayuda a adaptarse y colonizar el sustrato en el que se estéa realizando
la FES. Sin embargo, es necesario elegir la especie adecuada para el sustrato, ya que dependiendo
el producto que se desea obtener, es fundamental conocer la fisiologia del microorganismo, ademas
de sus requerimientos de nutrientes, como carbono y nitrogeno (Herrera, 2021; Oiza et al., 2022;
Thomas et al., 2013).

2.2.2.1. Género Aspergillus. El género Aspergillus es un grupo de hongos microscépicos, que dada
su taxonomia se encuentra situado en el reino Fungi; phylum Ascomycota; clase Eurotiomycetes;
orden Eurotiales; familia Aspergillaceae; género Aspergillus (GBIF Secretariat, 2023). Se conocen
alrededor de 185 especies de este género, destacando que es uno de los mas importantes y

reconocidos a nivel mundial, ya que son utilizados para la generacion de diferentes productos,
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bioconversiones de sustrato y produccion de enzimas (Pitt y Hocking, 2009).

La morfologia de estos hongos se caracteriza por su conidioforo (Figura 6), el cual es una estructura
que alberga los conidios, que son esporas asexuales (Pitt y Hocking, 2009). En cuanto a su micelio,
puede llegar a presentar colores de distinta tonalidad, como café pardo, amarillo, verde, blanco y
negro (Ramos, 2012). Puede crecer a temperaturas que se encuentran entre 6 y 55°C en una gran
variedad de sustratos, que pueden ser desde matrices vegetales hasta tejidos de animales (Salazar
y Rua, 2012).

¥4 'i-‘"

Figura 6. Estructuras de A. niger. a) Colonias, b y ¢) Conidiéforos, C) Esporas. Fuente: Pitt y
Hocking, 20009.

Las especies del género Aspergillus son de interés industrial, ya que algunas de sus especies como
A. niger, A. oryzae y A. terreus han sido utilizados para la fermentacion de alimentos (Ramos,
2012). Su valor en la industria alimentaria radica en que gracias a que fermenta azlcares, se da la
produccién de acido citrico y glucénico, los cuales se conocen por su importancia en la industria
de alimentos, también la obtencion de alcohol y la produccién de enzimas (Cuadro 5) (Gémez et

al., 2021; Juérez, 2015).
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Cuadro 5. Enzimas extracelulares de las diferentes especies de Aspergillus.

Microorganismo Enzimas
A. flavus Peptidasa, fitasa, proteasa, lipasa, DNasa, elastasa, keratinasa,
quitinasa, amilasa, poligalacturonasa
A. oryzae Hidrolasa, amilasa, tanasa, proteasa, fitasa, lipasa, xylanasa,
hexosaminidasa, naranginasa, peptidasa
A. niger Proteasa, lipasa, peptinasa, amilasa, fitasa, keratinasa, DNasa,

clastasa, a-galactosidasa, nucleasa, hidrolasa, 3-glucosidasa,
xylanasa, tirosinasa

A. fumigatus Fitasa, keratinasa, lipasa, proteasa, DNasa, elastasa, amilasa,
tanasa, xylanasa.
A. clavatus Amilasa, celulasa
A. thermomutatus Invertasa
A. allahabadii Dextrinasa

Fuente: Gémez et al., 2021.

Aspergillus es un genero reconocido por sus enzimas extracelulares de importancia econémica, ya
que son ampliamente utilizadas para suplementos y aditivos en alimentos. Dentro de estas enzimas
se han reportado la tanasa, a-amilasa, oxidasa, catalasa, deshidrogenasa, celulasa y pectinasa
(Gomez et al., 2021).

2.2.2.2. Modelos matematicos para medir el crecimiento microbiano. En biotecnologia y
microbiologia se ha implementado el uso de modelos matematicos como herramienta predictiva
para observar de forma cualitativa y cuantitativa el comportamiento del crecimiento microbiano a
través del tiempo bajo diferentes condiciones y explicar cambios en la biomasa, composicion del
medio y/o metabolitos secundarios durante el bioproceso (Chambi-Rodriguez y Torres-Jiménez,
2021; Ferndndez et al., 2022). Estos modelos matematicos pueden generar una curva de
crecimiento sigmoidal que nos presenta el comportamiento de poblaciones microbianas por efecto
del sustrato, pH, humedad, actividad de agua, temperatura, nutrientes, condiciones de empacado,
entre otros (Chambi-Rodriguez y Torres-Jiménez, 2021; Garre-Pérez et al., 2016). El sentido
biolégico esta implicado en los modelos Logistico, Gompertz, Richards, Monod, Brody, Von
Bertalanffy, Weibull, los cuales producen predicciones realistas, donde se contemplan
circunstancias que influyen en el desarrollo de la poblacion, como la limitacion de los recursos,
condiciones de cultivo y el crecimiento finito de microorganismos (Bello, 2014; Villegas et al.,
2019).

30



De forma general, los microorganismos presentan diferentes fases durante su crecimiento (Figura
7). La primera es la fase de latencia o adaptacion, donde el microorganismo a pesar de tener
condiciones favorables para su crecimiento requiere un periodo de adaptacion al nuevo ambiente
en que se encuentra, y este tiempo va a depender de las condiciones del medio y el estado
fisiologico del microorganismo. La segunda corresponde a la fase de aceleracion, donde habré un
aumento pequefio en la biomasa del microorganismo debido a que su enfoque energético se
encuentra en la generacion de enzimas que le permitan desarrollarse en el medio. La tercera es la
fase de crecimiento exponencial o logistico, donde el microorganismo se multiplica a méaxima
velocidad aumentando considerablemente su nimero de células presentando una tasa especifica de
crecimiento maxima (Mmax) constante. La cuarta corresponde a la fase de desaceleracion, donde en
el medio se produce un agotamiento de nutrientes, represion catabolica o alguna modificacion en
las condiciones del cultivo y por ende su disminucion del crecimiento. La quinta es la fase
estacionaria o de mantenimiento, donde el microorganismo interrumpe su crecimiento y utiliza la
energia disponible para su mantenimiento metabdlico, ocasionando un equilibrio entre su
crecimiento y muerte. Por Gltimo, se observa la fase de muerte, donde comienza el deceso del
microorganismo por la culminacion de los recursos del medio y presencia de sustancias toxicas
para el microorganismo, impidiendo su reproducciéon (Bello, 2014; Garre-Pérez et al., 2016;
Villegas et al., 2019).

ZOo=OQpPpR=ZEOZOON

~
r 4

TIEMPO

Figura 7. Fases del crecimiento microbiano. A) Fase de adaptacion o latencia, B) Fase de
aceleracion, C) Fase de crecimiento exponencial o logaritmico, D) Fase de desaceleracion, E) Fase
estacionaria o de mantenimiento, y F) Fase de muerte.
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En cuanto a los parametros cinéticos que se pueden obtener de estos modelos, encontramos la tasa
especifica de crecimiento (M), Umex, la fase lag (fase de adaptacion) y el coeficiente de
determinacion entre los datos reales y los obtenidos con el modelo utilizado, para observar si se
presenta un buen ajuste (Bello, 2014; Gu et al., 2016).

Debido a lo mencionado en esta seccion de antecedentes, se busca una alternativa para la
valorizacion del ruezno de pistache. Una opcion biotecnoldgica viable que ha tomado un papel
importante en el aprovechamiento de residuos agroindustriales es la FES, puesto que es una
herramienta asistida amigable al medio ambiente y rentable econémicamente (Herrera, 2021).
Actualmente ha tomado relevancia la utilizacién del hongo A. niger, debido a que es un organismo
generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) (Thegarathah et al., 2022)
y existen estudios de su uso en FES con vainas de cascalote (Lopez-Cardenas et al., 2023), cascara
de granada (Buenrostro-Figueroa et al., 2023), cascara de rambutan mexicano (Cerda-Cejudo et
al., 2022), residuos de pifia (Paz-Arteaga et al., 2023; Tang y Hassan, 2020), semilla de mango
(Torres-Ledn et al., 2019), subproductos de higo (Buenrostro-Figueroa et al., 2017), rosa castilla
(De Ledn-Medina et al., 2020), entre otros, donde ha favorecido la recuperacion de CF gracias a
su produccion de enzimas que degradan la pared celular de los residuos agroindustriales mejorando
de esta manera el contenido fendlico (Briick et al., 2022; Buenrostro-Figueroa et al., 2023; Cerda-
Cejudo et al., 2022; Costa et al., 2018; De Ledn-Medina et al., 2020; Gomez et al., 2021; Lopez-
Cardenas et al., 2023; Paz-Arteaga et al., 2023; Torres-Leon et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

El modelo Aspergillus niger—FES permitira obtener CF con actividad bioldgica a partir del

ruezno de pistache.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Obtener CF a partir del ruezno de pistache por medio de FES con Aspergillus niger.

4.2. Objetivos Especificos

e Evaluar el potencial del ruezno de pistache para ser empleado como soporte en un proceso de

FES y seleccion de tiempo de fermentacion.

e Evaluar el efecto de la humedad, in6culo y aireacion en FES con A. niger GH1 sobre la CA'y
liberacion de CF a partir de ruezno de pistache.

e Determinar el efecto de la fermentacion sobre el potencial antioxidante, antibacteriano y perfil

de CF del tratamiento seleccionado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Preparacion del Ruezno de Pistache

El desarrollo de la presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y
Bioingenieria del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C., Subsede Delicias.

Para el estudio se emple6 ruezno de pistache, var. Sfax (poblacion experimental), el cual se obtuvo
de parcelas de pistache ubicadas en el municipio de Meoqui, Chihuahua, México. Para el secado
de la muestra se sigui6 la metodologia descrita por Ersan et al. (2016) con algunas modificaciones.
El material se sometio a un proceso de desinfeccion con lamparas UV durante 1 h, secado al sol
durante 6 h, posteriormente secado a 60°C por 72 h. Por altimo, se realiz6 la molienda hasta
alcanzar un tamafio de particula de 0.85 mm y se almaceno en frascos protegidos de la luz hasta su

uso.

5.2 Activacion y Preparacion de Aspergillus niger GH1

Se empled la cepa A. niger GH1 perteneciente a la coleccion de cultivos del Departamento de
Investigacion en Alimentos de la Universidad Auténoma de Coahuila y depositada en la Micoteca
de la Universidad de Minho con el numero MUM:23.16. La cepa se reactivé en agar papa-dextrosa
(PDA) (BIOXON, MEXICO) y se incub6 a 30°C durante 5 d. Una vez activa, se inoculd en
matraces Erlenmeyer (250 mL) con 30 mL de PDA y se incub6 a 30°C durante 5 d. Las esporas se
colectaron con una solucién estéril de Tween-80 al 0.01 % (v/v), se agit6 suavemente y se realizo

el conteo de esporas en camara de Neubauer.
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5.3 Etapa 1: Potencial del Ruezno de Pistache como Soporte en Fermentacion en Estado Sélido y
Seleccidn de Tiempo de Fermentacion.

5.3.1 Caracterizacion Fisicoguimica de Ruezno de Pistache

5.3.1.1 indice de absorcion de agua (IAA). Para la determinacion del 1AA, se colocaron 1.5 g de
muestra en un tubo FALCON de 50 mL y se afiadieron 15 mL de agua destilada. Posteriormente,
la muestra se agit6 durante 1 min en un vortex (FOUR E’S SCIENTIFIC, CHINA) y se centrifugd
a 3000 x g durante 10 min. Se descarté el sobrenadante, se recuperd la muestra himeda, se peso y

se calculo su IAA de acuerdo con la ecuacién 1:

TAA = Peso del gel (1)

Peso de muestra seca

Se expresd como g de gel/g de muestra seca, de acuerdo con lo reportado por Torres et al. (2019).

5.3.1.2 Humedad méxima del ruezno de pistache. Para determinar la humedad maxima del ruezno
de pistache se siguio la metodologia descrita por Cerda-Cejudo et al., (2022). Se utiliz6 la muestra
del gel obtenido en el procedimiento de IAA y se colocd 1 g de muestra en una termobalanza
(MB120 OHAUS, CHINA) para obtener el contenido de humedad. Después se utilizaron los
valores del IAA y el contenido de humedad para calcular la humedad méxima del ruezno de

pistache de acuerdo con la ecuacion 2, 3, 4,5y 6:

Balance general
Ml + MZ = M3 (2)
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Balance de s6lidos y agua

XgM; = M; — (% * Contenido de humedad %) (3)
1—=x,M; = x:M; (4)

My * xsMy = M3z * xsM3 (5)

1= xM3 = x,M; (6)

Donde:

M1= Peso muestra seca (g) de IAA; M.= Agua (g); Ms= Peso del gel (g) de IAA; Xa,M1=
Fraccion de agua en My; Xa,M3= Fraccion de agua en Mz; xs,M1= Fraccién de solidos en My;

Xs,M3= Fraccién de solidos en Ms.

5.3.1.3 Punto critico de humedad (PCH). EI PCH representa el punto de inflexion entre el agua
libre y el agua ligada, y su determinacidn permite conocer la proporcion de agua libre que tiene el
material, y que estara disponible para el crecimiento y desarrollo del microorganismo (Buenrostro-
Figueroa et al., 2014). Para determinarlo, se pes6 1 g de muestra en una termobalanza (MB120
OHAUS, CHINA) a 105°C. Se registraron los cambios en el peso y humedad del material, y se
elaboraron las curvas de secado. Con los datos obtenidos se calcularon los deltas de cada peso para
determinar la velocidad de secado respecto al tiempo (delta de peso/tiempo). Se graficé la humedad
(%) vs la velocidad de secado (g/min) y se calculo la regresion lineal durante la fase de eliminacion
del agua libre y el agua ligada. Finalmente se igualaron ambas ecuaciones para determinar la

interseccion, que corresponde al PCH (Buenrostro-Figueroa et al., 2014).
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5.3.1.4 Densidad de empaque (DE). La DE se determiné colocando 4 g de ruezno de pistache seco
y molido en una probeta volumétrica de 10 mL, después se agité en un vortex (FOUR E’S
SCIENTIFIC, CHINA) y se registro el volumen hasta no obtener cambios en el mismo. Por ultimo,
se obtuvo la DE dividiendo la masa entre el volumen ocupado por la muestra en la probeta y se

expres6 como g/cm?® (Buenrostro-Figueroa et al., 2014).

5.3.2 Cinética de Respiracion

Los modelos matematicos Logistico y Gompertz se han obtenido a partir de caracteristicas y formas
de crecimiento de poblaciones, por lo que poseen un sentido biologico (Fernandez et al., 2022).
Ambos modelos son utilizados en situaciones donde existe una limitacion de nutrientes y se puede
presentar un crecimiento méaximo del microorganismo, y al poseer los mismos parametros, la Unica
diferencia entre ellos radica en sus curvas al hacer un diagrama de fase, ya que se muestran
asimétricas y simétricas para Gompertz y Logistico, respectivamente. Esta diferencia esta dada en
que Gompertz muestra un crecimiento inicial lento, mientras que en el Logistico es rapido (Quiroz,
2017). Para el analisis de respirometria se siguid la metodologia descrita por Méndez-Gonzalez et
al. (2021). Se utiliz6é un analizador respirométrico durante la fermentacion, y se tomaron lecturas
de datos de produccion de CO., consumo de O y flujo de aire cada hora durante 72 h para evaluar
de forma indirecta el crecimiento del hongo A. niger GH1. Los datos se analizaron por medio de
las ecuaciones de los modelos Logistico y Gompertz, de acuerdo con las ecuaciones 7y 8.

Modelo Gompertz

f() = COpmax ™™ 7)

Donde: t = tiempo; u = tasa especifica de crecimiento; CO2 max = valor maximo de COg; b =

diferencia entre concentracion de CO: inicial y final.
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Modelo Logistico

f(t) = “zmax ®)

1+ C7Ht

Donde: t = tiempo; | = tasa especifica de crecimiento; CO2 max = valor maximo de CO»; C =
diferencia entre la concentracion de CO; inicial y final.

5.3.3 Preparacion de Fermentacion en Estado Sélido

La FES se realizé en reactores de columna de 60 cm® 5 g ruezno de pistache se mezclaron con 5
mL de medio de cultivo Czapek-Dox [KCI (1.52 g/L), KH2PO4 (3.04 g/L), MgSOs4 (1.52 g/L) y
NaNOs (7.65 g/L)] previamente inoculado con A. niger GH1 (1x10° esporas/mL). El proceso de
fermentacion se realiz6 de 0 a 72 h a 30°C, aireacion de 1 VKgm (Volumen de aire por kilogramo
de masa por minuto) y humedad de 50 %, tomando muestras en intervalos de 12 h cada una para
la obtencion de extractos, utilizando el tiempo de 0 h como control.

Para obtener los extractos, se agregaron al material fermentado una solucién de etanol, agua
destilada y &cido lactico (80:19:1 v/v/v), en relacion 1:5 (masa/volumen). Cada muestra se sonicé
durante 20 min y se filtr6 utilizando algodén y membranas de 0.45 um (Millipore ™). Los extractos
se almacenaron en viales de 2 mL a -18 °C para posteriormente determinar el contenido de fenoles
hidrolizables (FH) y condensados (FC), asi como la CA acorde al ensayo FRAP, y frente a los
radicales DPPH y ABTS.

5.3.4 Determinacion de Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante

5.3.4.1 Fenoles hidrolizables. Para determinar el contenido de FH del ruezno de pistache, se
colocaron 20 pL de muestra 'y 20 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (2 N) en una microplaca de 96

pocillos y se dejo reposar durante 5 min. Despues se afiadieron 20 pL de una solucion de carbonato
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de sodio 0.01 My se dejo reposar durante 5 min. Al final se afiadieron 125 uL de agua destilada y
se midid la absorbancia a 790 nm en un espectrofotometro (MULTISKAN GO, THERMO
SCIENTIFIC, FINLANDIA) (Wong-Paz et al., 2014). Los resultados se expresaron como mg de
acido galico/g de masa seca (mgAG/gms). Se utilizd una curva patron de acido galico (Ec. y =
1.8216x).

5.3.4.2 Fenoles condensados. Para determinar el contenido de FC del ruezno de pistache se utilizo
reactivo férrico y HCI-butanol (1:9 v/v). Se colocaron 250 pL de muestra, 1500 pL de HCI-butanol
y 50 pL de reactivo férrico en un tubo de cierre hermético. La mezcla obtenida se mantuvo en
ebullicién durante 40 min. Posteriormente, las muestras se enfriaron y se colocaron 200 pL en una
microplaca de 96 pocillos, donde se registré la absorbancia a 460 nm en un lector de microplacas
(MULTISKAN GO, THERMO SCIENTIFIC, FINLANDIA) (Cerda-Cejudo et al., 2022). Los
resultados se expresaron como mg de catequina/g de masa seca. Se utilizé una curva patrén de
catequina (Ec. y = 0.6359x).

Los fenoles totales (FT) se determinaron sumando los valores de FH y FC, expresando los

resultados como mg/g de masa seca.

5.3.4.3 Ensayo DPPH. Para determinar la CA del ruezno de pistache frente al radical DPPH, se
prepard una solucion madre de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo (SigmaAldrich®)) 60 uM en
metanol absoluto. Se colocaron 7 pL de muestray 193 pL de reactivo DPPH en una microplaca de
96 pocillos y se mantuvo en oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente. Se utiliz6 un
espectrofotometro (MULTISKAN GO, THERMO SCIENTIFIC, FINLANDIA) para medir la
absorbancia a 517 nm (Meléndez et al., 2014). Los resultados se expresaron como mg de Trolox/g
de masa seca. Se utilizo una curva patrén de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) (Ec. y = 2.2641x).

5.3.4.4 Ensayo ABTS. Para determinar la CA del ruezno de pistache frente al radical ABTS, se
prepard una solucion ABTS ((2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) (Sigma-Aldrich®))
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7 mM en etanol absoluto y se mezcld con una solucion de persulfato de potasio 2 mM en relacién
2:1 v/v. La solucidn resultante se mantuvo en oscuridad durante 12 a 16 h a temperatura ambiente.
Para el ensayo, se colocaron 10 pL de muestra'y 190 uL de reactivo ABTS en una microplaca de
96 pocillos y se utilizd un espectrofotometro (MULTISKAN GO, THERMO SCIENTIFIC,
FINLANDIA) para medir la absorbancia a 734 nm (Rojo-Gutiérrez et al., 2021). Los resultados se
expresaron como mg de Trolox/g de masa seca. Se utilizé una curva patron de Trolox (&cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (Ec. y = 3.4308x).

5.3.4.5 Ensayo FRAP. Para determinar el poder antioxidante reductor del hierro (FRAP, por sus
siglas en inglés) del ruezno de pistache, se prepar6 una solucion buffer de acetatos 0.3 M, pH 3.6,
una solucion de 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ; Sigma-Aldrich®) 10 mM en HCI 40 mM y
una solucion de FeClze6H>0O 20 mM, después se mezclaron las soluciones en relacion 10:1:1
(v/vIv) y se incubd el reactivo FRAP a 37-C durante 30 min. Para el ensayo se colocaron 6 L de
muestra, 18 pL de agua destilada y 180 pL de reactivo FRAP en una microplaca de 96 pocillos
incubandose a 37°C por 1 h. Posteriormente se utiliz6 un espectrofotémetro (MULTISKAN GO,
THERMO SCIENTIFIC, FINLANDIA) para medir la absorbancia a 593 nm (Lépez-Céardenas et
al., 2023). Los resultados se expresaron como mg de Fe*?/g de masa seca. Se utiliz6 una curva
patron de Fe>SO4 (Sigma-Aldrich®) (Ec. y = 7.5781x).

5.3.5 Disefio Experimental

En la primera etapa se utilizé un disefio completamente al azar para determinar el efecto del tiempo
en la fermentacion con 7 niveles (0, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h) sobre el contenido de FT (FH + FC)
y la CA (DPPH, ABTS y FRAP) del ruezno de pistache fermentado. Se realizaron 3 repeticiones

por tratamiento.
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5.3.6 Andlisis de Datos

Los datos obtenidos se evaluaron mediante un analisis de correlacion de Pearson y un analisis de
varianza (ANOVA, a < 0.05), posteriormente, se realizd una prueba de comparacion de medias

(LSD, o< 0.05). Los resultados se examinaron mediante el software estadistico SAS 9.0.

5.4 Etapa 2: Efecto de la Fermentacion en Estado Solido con A. niger sobre la Liberacion de

Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante a partir del Ruezno de Pistache.

Una vez seleccionado el tiempo de maxima liberacion de CF y CA, se realizé una fermentacion a
dicho tiempo. Para ello, se siguié la metodologia descrita en la seccion 5.3.3, evaluando el
contenido de humedad (40, 50 y 60%), concentracion de indculo (1x10°, 5x10° y 1x107 esp/mL) y
aireacion (0.5, 1y 1.5 VKgm), para determinar el contenido de FH y FC, asi como la CA mediante
ensayos DPPH, ABTS y FRAP, siguiendo la metodologia descrita en la seccion 5.3.4.

Las mejores condiciones de proceso fueron aquellas que presentaron la maxima liberacion de CF

y mayor CA, y se seleccionaron como tratamiento para la etapa 3.

5.4.1 Disefio Experimental

En la segunda etapa, se utilizé un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 3 para
evaluar el efecto de la humedad (40, 50 y 60%), concentracion de indculo (1x108, 5x10° y 1x10’
esp/mL) y aireacion (0.5, 1y 1.5 VKgm) sobre la CA (DPPH, ABTS y FRAP) y contenido de FT.
Se utilizd el programa STATISTICA 7.0 para obtener una matriz experimental Box-Behnken 3¥

con un total de 15 tratamientos (Cuadro 6). Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.
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Cuadro 6. Matriz experimental Box-Behnken 3% para evaluar el efecto de la concentracion de
indculo, humedad y flujo de aire, sobre el contenido de FT y la CA del ruezno de pistache.

Factor -1 0 1
Humedad (%) 40 50 60
Indculo (esp/mL) 1x108 5x10° 1x10’

Aireacion (VKgm) 0.5 1 1.5

Tratamiento Humedad (%) In6culo (esp/gms) Aireacion (VKgm)

1 1 0 -1
2 -1 0 -1
3 0 -1 -1
4 0 1 -1
5 -1 -1 0
6 1 -1 0
7 -1 1 0
8 1 1 0
9 -1 0 1
10 1 0 1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

VKgm = volumen por kilogramo de masa por minuto
gms = gramos de masa seca

5.4.2 Andlisis de Datos

Los datos obtenidos se analizaron mediante un anélisis de varianza de 3 factores (ANOVA, o <
0.05), y posteriormente, se realizd una prueba de comparacion de medias (LSD, a < 0.05). Los

resultados se analizaron mediante el software estadistico SAS 9.0.

5.5 Etapa 3: Potencial Antibacteriano del Extracto de Ruezno de Pistache Fermentado.

Para evaluar el potencial biologico de los extractos fermentados de ruezno de pistache, se realizo

una fermentacién a mayor volumen bajo las mejores condiciones seleccionadas en la etapa 2.
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5.5.1. Purificacion y Caracterizacion del Extracto Fermentado

El extracto obtenido fue purificado mediante cromatografia en columna, empleando una columna
de Amberlita XAD-16, utilizando como eluyente agua destilada para eliminar compuestos no
deseables, y posteriormente con etanol absoluto para recuperar la fraccion rica en polifenoles
totales de ruezno de pistache (Ascacio-Valdeés et al., 2010). El solvente se elimino por evaporacion
hasta obtener un polvo, que se empled para determinar el contenido de CF presentes mediante un
analisis RP-HPLC-ESI-MS. El anélisis mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase
reversa se realizd conforme a la metodologia utilizada por Cerda-Cejudo et al., (2022) en un
sistema HPLC Varian que incluye un muestreador automatico (Varian ProStar 410, EE. UU.), una
bomba ternaria (Varian ProStar 2301, EE. UU.) y un detector PDA (Varian ProStar 330, EE. UU.).
También se utilizd un espectrémetro de masas con trampa de iones (Varian 500-MS IT Mass
Spectrometer, EE. UU.) acoplado al sistema HPLC, equipado con una fuente de iones por
electropulverizacion. Se inyectaron muestras (5 pL) en una columna Denali C18 (150 mm x 2.1
mm, 3 um, Grace, EE. UU.). La temperatura del horno se mantuvo a 30°C. Los eluyentes fueron
acido férmico (0.2 %, v/v; disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). Se aplico el siguiente
gradiente: inicial, 3% B; 0-5 min, 9% B lineal; 5 a 15 min, 16% B lineal; 15-45 min, 50% B lineal.
El caudal se mantuvo a 0.2 mL/min, registrando lecturas a 245, 280, 320 y 550 nm. Todo el efluente
(0.2 mL/min) se inyectdé en la fuente del espectrobmetro de masas, sin dividirse. Todos los
experimentos de MS se llevaron a cabo en modo negativo [M-H]. Se utilizé nitrégeno como gas
nebulizador y helio como gas amortiguador. Los parametros de la fuente de iones fueron: voltaje
de pulverizacién 5.0 kV vy voltaje capilar y temperatura fueron 90.0 V y 350°C, respectivamente.
Los datos se recopilaron y procesaron utilizando el software MS Workstation (V 6.9). En primer

lugar, las muestras se analizaron en modo de escaneo completo adquirido en el rango m/z 50-2000.

5.5.2. Actividad Antibacteriana

Para determinar el efecto antibacteriano del extracto purificado de ruezno de pistache, se
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prepararon diluciones de 187.5 a 3000 pg/mL y se probaron contra las cepas bacterianas
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella sp. (Coleccion del Laboratorio
de Microbiologia del CIAD, Subsede Delicias). Se selecciond el método de difusion por disco de
acuerdo con lo reportado por Hameg et al. (2020) con modificacién en el volumen utilizado. Para
ello, se prepararon cajas Petri con agar nutritivo para posteriormente realizar una estria cerrada con
un hisopo estéril, a-una concentracion de indculo de bacteria con escala 0.5 Mc Farland (1.5x108
UFC/mL). Después se colocaron discos de papel filtro (Whatman No. 1) de 6 mm de didmetro
impregnados con 15 pL de cada uno de los extractos, para luego incubarse a una temperatura de
352 °C durante 24 h para observar el crecimiento del microorganismo. Se realiz6 un extracto de
la fraccion oleosa utilizando tergitol 0.04% como solvente, mientras que para la fraccién obtenida
en polvo se utilizé6 agua destilada como solvente. El control positivo en las pruebas fue
Amoxicilina-Acido clavulanico a una concentracion de 30 pg/mL. El control negativo para el
extracto de la fraccion oleosa fue el tergitol 0.04%. Las determinaciones se realizaron por
triplicado. Los halos de inhibicion para la actividad antibacteriana se midieron con vernier y se

reportaron en mm.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Etapa 1: Potencial del Ruezno de Pistache como Soporte en Fermentacion en Estado Solido y

Seleccién de Tiempo de Fermentacion

6.1.1 Caracterizacion Fisicoguimica del Ruezno de Pistache

Los resultados obtenidos de IAA, PCH, DE y humedad maxima del ruezno de pistache se
presentan en el Cuadro 7. Para una correcta FES es necesario utilizar un soporte vegetal adecuado,
por lo que cada material vegetal tiene parametros fisicoquimicos diferentes que lo pueden convertir

en un candidato idoneo o no para la FES (Kumar et al., 2021).

Cuadro 7. indice de absorcion de agua, humedad méaxima, punto critico de humedad y densidad
de empaque del ruezno de pistache.

Parametros Resultados

Punto critico de humedad (%) 0.37+0.05

Indice de agzﬁg%c;r)l de agua (g 5 73+1.05

Humedad maxima (%) 82.79+2.77
Densidad de empaque (gms/cm?) 0.48

g gel = gramos de gel; gms = gramos de masa seca

ElI PCH indica la cantidad de agua ligada que se encuentra en el material vegetal, y por lo tanto que
no puede ser utilizada por el microorganismo para que lleve a cabo sus funciones metabdlicas y
crecimiento (Buenrostro-Figueroa et al., 2014). Un PCH alto podria afectar el crecimiento del
microorganismo, ya que es poca el agua libre encontrada en el material vegetal, mientras que un
PCH bajo da mayor cantidad de agua libre en el soporte vegetal (L6pez-Cardenas et al., 2023;

Torres-Leon et al., 2019). Para la FES, se recomienda valores menores a 40 % de PCH en el uso

46



de cepas de la especie Aspergillus niger (Buenrostro-Figueroa et al., 2014). El ruezno de pistache
obtuvo un PCH de 0.37+0.05%, lo que indica que presenta un excelente PCH para la FES, ya que
se han reportado valores mas altos que el obtenido para el ruezno de pistache, dichos valores de
PCH eran de 16% para cascara de coco; 12% para el bagazo de cafia; 27% para mazorcas de maiz;
y 29.5% para tallos de candelilla (Buenrostro-Figueroa et al., 2014), ademas de 3.75+0.29% para
vainas de cascalote (Lopez-Cardenas et al., 2023); 46.5+2.94% para semilla y endocarpio fibroso
de mango (Torres et al., 2019); y 4.63+1.36% para residuos de higo (Buenrostro-Figueroa et al.,
2017). El ruezno de pistache mostr6 un PCH menor a los residuos agroindustriales reportados en
los estudios anteriores, por lo que presenta menos agua ligada al material, y mas agua disponible
para el crecimiento microbiano.

Otro parametro importante para definir si el material vegetal es adecuado para la FES es el IAA, el
cual se define como la cantidad de agua que puede ser absorbida por el material vegetal gracias a
grupos hidrofilicos que se encuentran en las moléculas del mismo (Torres-Ledn et al., 2019). Por
ello, se prefieren materiales que sean capaces de absorber varias veces su peso, por lo que un rango
entre 2.97 y 12.09 g gel/gms de I1AA facilita el crecimiento y desarrollo del microorganismo,
haciendo que presenten potencial para utilizarse en FES (Buenrostro-Figueroa et al., 2014). El
ruezno de pistache obtuvo un valor de 1AA de 5.73+£1.05 g gel/gms, lo que indica una amplia
capacidad de absorcion de agua, comparado con el reportado para otros materiales empleados en
procesos de FES, como las vainas de cascalote (2.97+0.07 g gel/g ms) (Lépez-Céardenas et al.,
2023), cascara de rambutan (3.4+£0.01 g gel/gms) (Cerda-Cejudo et al., 2022), semilla'y endocarpio
fibroso de mango (3.5+£0.04 g gel/gms) (Torres et al., 2019) y residuos de higo (3.74+0.10 g gel/g
ms) (Buenrostro-Figueroa et al., 2017).

La humedad maxima del material permite establecer hasta que valor de humedad es posible trabajar
el proceso de FES sin que haya agua en exceso, ya que la humedad puede afectar en el intercambio
gaseoso del microorganismo, y ocasionar una aglomeracion de particulas (Cerda-Cejudo et al.,
2022). El ruezno de pistache presenta un valor maximo de humedad del 82.79+2.77%. Los valores
obtenidos son ligeramente superiores a lo reportado por Lopez-Cérdenas et al. (2023) para vainas
de cascalote (79.33+£2.08%) y Cerda-Cejudo et al. (2022) para cascara de rambutan (72+0.03%).
Garcia (2016) indica que los hongos necesitan un contenido de humedad entre el 40 y 60%, por lo
que el ruezno de pistache le proporciona las condiciones éptimas a A. niger GH1.

La DE indica el grado de compactacion del material vegetal, y para efectos de un buen proceso de
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FES se buscan valores bajos que permitan tener un mejor intercambio gaseoso y mayor penetracion
del microorganismo en el sustrato (Buenrostro-Figueroa et al., 2014). El ruezno de pistache

presentd un valor de 0.48 g/cm? que indica que no presenta un alto grado de compactacion.

6.1.2 Cinética de Respiracion

Los datos de la cinética de respiracion del crecimiento de A. niger GH1 sobre el ruezno de pistache
se muestran en las figuras 8 y 9, asi como en el cuadro 8. Se observaron las fases de crecimiento
del microorganismo, donde la fase de adaptacién se present6 desde el tiempo de indculo (0 h) hasta
las primeras 19 h de proceso; la fase de crecimiento exponencial se observéd en el rango de 19-36
h; y la fase de mantenimiento fue a partir de las 36 h, sin observar la fase de muerte del

microorganismo por el corto tiempo de fermentacion.

O CO; e JogisticaCO; © (O === TogisticaQ: + Cinética de Respiracion
1

o 450 Fase de I Fase de i Fase de mantenimiento - 1.8
8 400 adaptacion I crecimiento I - 1.6 =
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'S _ 250 | uy i 15
o= & =)
%’ 2 200 : - 08 B
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Figura 8. Cinética de produccion de CO> ajustada al modelo Logistico como medicion indirecta
de crecimiento de A. niger GH1 en ruezno de pistache. gmsi = gramos de masa seca inicial.
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Figura 9. Cinética de produccion de CO; ajustada al modelo Gompertz como medicion indirecta
de crecimiento de A. niger GH1 en ruezno de pistache. gmsi = gramos de masa seca inicial.

El méximo crecimiento de A. niger GH1 se observa entre las 50 y 60 h, que fue el tiempo en el que
mayor produccion de CO2 hubo en la fermentacion. Por otro lado, Méndez (2013) reporto el
maximo crecimiento de A. niger en dulce de cafia a las 48 h, sin embargo, menciona que los datos
experimentales corregidos para el crecimiento de A. niger estan cerca de las 72 h. En otro estudio,
Figueroa-Montero (2011), report6 la méaxima tasa de produccion de CO2 de A. niger a 50 h de FES
con un sustrato de 70% salvado de trigo/30% harina de soya, mientras que para un soporte inerte
de agrolita fue a 23 h. Estos estudios indican que el crecimiento de A. niger puede variar,
presentando diferentes tasas maximas de produccion de CO: gracias a los diferentes sustratos
utilizados como soporte de FES. En el caso del ruezno de pistache, se observa que entre las 36 y
48 h se da una disminucion en la produccion de CO», lo cual se puede atribuir a la posible
terminacion de su principal fuente de carbono, sin embargo, a partir de las 42 h hay una segunda
etapa de crecimiento, esto se puede adjudicar a la amplia gama de enzimas secretadas a causa de
su metabolismo secundario, encontrando proteasas, lipasas, amilasas, celulasas y xilanasas por
mencionar algunas (Gomez et al., 2021). Estas enzimas hidrolizan diferentes compuestos
organicos, como lipidos, proteinas o carbohidratos y obtener energia para su crecimiento y
desarrollo (Costa et al., 2018).

Para medir el crecimiento de A. niger GH1 empleando el ruezno de pistache como sustrato, se

ajustaron los datos de produccion de CO2 a los modelos matematicos Logistico y Gompertz, y los
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resultados se muestran en el Cuadro 8. La ecuacion del modelo Gompertz present6 el mejor ajuste
a los datos (R?=0.9973), ligeramente superior al obtenido con el modelo logistico (0.9917). Este
resultado concuerda con lo reportado por Figueroa-Montero (2011) encontrando que el crecimiento
de A. niger en el sustrato de 70% salvado de trigo / 30% harina de soya se ajusté mejor a la ecuacion
del modelo Gompertz, mientras que para el soporte inerte de agrolita fue la ecuaciéon del modelo
Logistico.

Cuadro 8. Datos obtenidos de la cinética de respiracion ajustados a los modelos logistico y
Gompertz.

ECUACION MODELO LOGISTICO
Tasa especifica de Creclimiento Coeficiente de determinacion Tasa especifica de
L e (L) (R?) crecimiento
p (h™)
0.192 0.9917 0.154
ECUACION MODELO GOMPERTZ
Tasa especifica de Creclimiento Coeficiente de determinacion Tasa especifica de
maxima pmax (™) (R?) crecimiento
p(h™
0.192 0.9973 0.095

La tasa especifica de crecimiento obtenida con el modelo Gompertz da un resultado de 0.095 h,
el cual es mayor al reportado por Cueva (2017) durante el crecimiento de A. niger utilizando
almiddn de trigo como sustrato (0.011 ht), Fernandez et al. (2022) empleando una cepa de A. niger
en residuos de papa (0.016 h'), y Machado de Castro et al. (2011) empleando una cepa de A.
awamori en residuos de babasu (0.015 ht). La diferencia se puede atribuir a la suplementacion del
medio con sales minerales que ayudan al crecimiento y desarrollo del microorganismo, puesto que
se puede dirigir a ciertas rutas metabdlicas y producir metabolitos secundarios como enzimas, las
cuales pueden ayudar con la degradacion de la pared celular y obtener energia para su desarrollo
(Buenrostro-Figueroa et al., 2023), ademas de que probablemente el ruezno de pistache cumple sus
requerimientos nutritivos (Costa et al., 2018). El hongo A. niger puede utilizar glucosa y glicerol
como principales fuentes de carbono, sin embargo, al encontrarse concentraciones de glucosa de

200 g/L o superiores, se puede producir una disminucién en el crecimiento del microorganismo
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(Reyes-Ocampo et al., 2013).

6.1.3 Determinacion del Contenido Fendlico y Capacidad Antioxidante

Los resultados obtenidos para el contenido de FH, FC y FT para cada tiempo de fermentacion se
muestran en el cuadro 9. EI mayor contenido de FH y FT se obtuvo a las 24 h de fermentacion con
valores de 18.57+0.83 mgEAG/gms y 23.83£1.27 mg/gms respectivamente, mientras que el mayor
contenido de FC se obtuvo a las 72 h de fermentacion con un valor de 8.34+1.61 mgEC/gms. El
contenido de FH y FC a las 24 h de fermentacion respecto al control mostré un aumento del 29.76
y 38.42 %, respectivamente. Por otro lado, el contenido de FT a las 24 h de cultivo fue 4.88%
mayor al tiempo de 72 h, el cual fue el segundo valor con mayor contenido de FT, mientras que el
tiempo de 36 h fue en el que menor contenido fendlico presentd, con un porcentaje 70% menor al
obtenido a las 24 h.

Cuadro 9. Determinacion de contenido de FH, FC y totales para cada tiempo de fermentacion.

fe-[:ﬁrer]nptgccijgn A oS ol

() (mgEAG/gms) (mgEC/gms) (mg/gms)

0 (control) 14.31+0.31% 3.80+0.16%f 18.11+0.41°
12 16.39+0.22° 4.49+0.16°% 20.88+0.35%
24 18.57+0.83% 5.26+0.50° 23.83+1.272
36 10.94+0.94™ 3.07+0.08 14.01+0.98°
48 15.01+0.89° 7.02+0.46° 22.03+0.74%
60 12.34+0.21° 4.830.16% 17.82+1.21°f
72 16.22+1.62b° 8.34+1.612 22.72+3.19%

Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas entre tiempos (LSD, o < 0.05)
FH = fenoles hidrolizables; FC = fenoles condensados; FT = fenoles totales; gms = gramo de masa seca; mgeAG =
miligramos equivalentes de &cido galico; mgEC = miligramos equivalentes de catequina.

A. niger GH1 es un hongo que se caracteriza por presentar una fase de adaptacion corta, reduciendo

el tiempo de maximo crecimiento y la produccion de algin metabolito (Orzua et al., 2009).
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Asimismo, durante el crecimiento el hongo es capaz de producir diversas enzimas que degradan la
pared celular, liberando compuestos fenolicos ligados y otros compuestos organicos que pueden
ser empleados como fuente de carbono para el microorganismo (Torres-Ledn et al., 2019). Se ha
reportado el uso de A. niger GH1 en procesos de FES para recuperar compuestos fendlicos a partir
de diferentes residuos como cascara de rambutéan (Cerda-Cejudo et al., 2022), semillay endocarpio
fibroso de mango (Torres-Ledn et al., 2019), rosa de castilla (De Ledn-Medina et al., 2020) y
residuos de pifia (Paz-Arteaga et al., 2023), con la méaxima liberacion de FT a las 12, 20, 24y 30 h
de cultivo, respectivamente. A partir de estos datos, es posible establecer un rango de 12 a 30 h
como el tiempo en que A. niger GH1 libera la mayor cantidad de compuestos fendlicos en procesos
de FES empleando residuos agroindustriales como sustrato.

Generalmente, la FES aumenta el contenido fendlico, ya que estos compuestos se encuentran
unidos a la matriz o sustrato utilizado, pasando a la fraccion libre por accion de enzimas hidroliticas
generadas por el metabolismo del microorganismo, las cuales romperan sus enlaces de union a
estos componentes de la pared celular (Paz-Arteaga et al., 2023).

Respecto a la CA de los extractos fermentados de ruezno de pistache, los resultados se presentan
en el cuadro 10. La mayor CA se observd a las 24 h de cultivo, con valores de 84.48+0.30
mgET/gms, 94.79+0.89 mgET/gms y 54.02+0.62 mgFe?*/gms para los ensayos de DPPH, ABTS
y FRAP respectivamente. Los aumentos en la CA observada a las 24 h de fermentacion fue de
42.43, 23.42 'y 21.96 % para los ensayos ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente.

Cuadro 10. Determinacion de CA del ruezno de pistache por los métodos DPPH, ABTS y FRAP
para cada tiempo de fermentacion.

fe-[:ﬁrer]nptgc(:iign ABTS (mgET/gms) DPPH (mgET/gms) FRAP (mgFe?*/gms)
0 (Control) 59.31+1.59¢ 76.80+2.83¢ 44.29+1.59°
12 69.77+0.48° 81.39+0.39° 44.08+0.15"
24 84.48+0.302 94.79+0.892 54.02+0.622
36 35.38+1.07¢ 29.28+2.01°¢f 19.79+1.544
48 21.99+1.36" 40.00+3.60¢ 18.02+0.81°
60 19.40+1.18°9 20.91+1.769 11.68+0.13¢
72 24.67+1.56° 32.00+3.08° 13.89+0.66f

Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas entre tiempos (LSD, a < 0.05).
gms = gramo de masa seca; mgET = miligramos de equivalentes trolox.
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La correlacion de Pearson obtenida para las diferentes variables de respuesta en la presente etapa
del proyecto (Cuadro 11) indica que existe una relacion lineal positiva regular entre el contenido
de FH y la CA para los 3 métodos medidos (DPPH, ABTS y FRAP) (r < 0.6902) siendo estos
estadisticamente significativos (a < 0.05), lo que nos sefala que al aumentar el contenido de FH
también lo hace la CA.

Los valores de correlacién obtenidos para FC y FH, afectd la correlacion de los FT con la CA,
puesto que, para obtener esta variable de respuesta se hace la suma de FC y FH, por ello al obtener
valores de correlacion negativos en FC, la correlacion de FT disminuiria en comparacion a la de

FH, quién presentd la fuerza de correlacion mas alta de los dos tipos de CF.

Cuadro 11. Coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables de respuesta FH, FC, FT,
DPPH, ABTS y FRAP.

Variables medidas | FH FC FT DPPH ABTS FRAP

FH - 0.4811* 0.9058* 0.6902* 0.5929* 0.5881*

FC - 0.8071* -0.2210 -0.3634 -0.3580

FT - 0.3579 0.2236 0.2230

DPPH - 0.9600*  0.9839*

ABTS - 0.9807*
FRAP -

* = significativo (a < 0.05); FH = fenoles hidrolizables; FC = fenoles condensados; FT = fenoles totales.

Alvarez y Lock (1992) informaron que los FH se destacan por sus propiedades antioxidantes,
mientras que los FC lo hacen por su actividad bacteriostatica y fungicida, sin embargo, Vazquez-
Flores et al., (2012) menciona la actividad antioxidante para ambos grupos de CF.

El valor de correlacion de Pearson presentado para FT y DPPH (R=0.35) indica una correlacion
lineal positiva entre las dos variables de respuesta. Ramirez-Esparza et al. (2024), Buenrostro-
Figueroa et al. (2023), Lopez-Cardenas et al. (2023) y Torres-Ledn et al. (2019) reportaron también
una correlacién lineal positiva entre FT y DPPH para granos de maiz (R = 0.78), cascara de granada
(R=0.86), vainas de cascalote (R=0.95) y semilla-endocarpio fibroso de mango (R=0.97),
respectivamente. Para las variables de respuesta de FT y ABTS, se presento una correlacion lineal
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positiva (R=0.22). Ramirez-Esparza et al. (2024) y Lépez-Cardenas et al. (2023) reportaron una
correlacion lineal positiva entre FT y ABTS para granos de maiz (R=0.77) y vainas de cascalote
(R=0.95), respectivamente. En cuanto a las variables de respuesta de FT y FRAP, se obtuvo una
correlacion lineal positiva (R=0.22). Ramirez-Esparza et al. (2024) y Lopez-Cardenas et al. (2023)
indican una correlacion lineal positiva entre FT y FRAP para granos de maiz (R=0.88) y vainas de
cascalote (R=0.85), respectivamente.

La fuerza de asociacion en el presente proyecto (R=0.36) para FT con las variables de respuesta de
CA indica que los CF liberados por el proceso de FES tienden a tener poca actividad antioxidante
u alguna otra bioactividad, pues presentan una correlacion lineal positiva débil, donde se observa
que al incrementar los CF también aumenta la CA, sin embargo, al ser coeficiente cercano a cero,
puede significar la poca o casi inexistencia de relacion entre ambas.

Diversos estudios de FES tienen como objetivo la obtencion de los CF con CA. En la mayoria de
los casos aumenta la CA cuando hay un mayor contenido fendlico, dado que estos compuestos
actian como donadores de electrones y captan radicales libres (Ibarra-Cantan et al., 2022). Torres-
Ledn et al., (2019) reportan que la FES incrementa la CA en semilla'y endocarpio fibroso de mango
por la liberacion de los CF, sefialando que la cantidad de estos es proporcional a la actividad
antioxidante a las 24 h de proceso; Lopez-Cardenas et al., (2023) reportan que la FES aumentd el
contenido fenolico y la actividad antioxidante en vainas de cascalote molida a las 12 h de proceso;
Cerda-Cejudo et al., (2022) indican que en cascara de rambutan el tiempo de mayor contenido
fenolico total coincide con el tiempo de la mayor CA. Sin embargo, Paz-Arteaga et al., (2023)
reportan que el tiempo de mayor CF no coincide con el de mayor CA, ya que la mayor liberacién
de CF se present6 a las 32 h y la mayor CA a las 8 h de proceso. Esto se puede deber a que los CF
presentes en el residuo no presentan muchos anillos fendlicos, por lo que hay menos grupos
hidroxilo, los cuales son los encargados de proveer la actividad antioxidante a estos compuestos
(Pefarrieta et al., 2014).

En el presente estudio se observa que la mayor CA coincide con el mayor contenido fenolico a las
24 h de proceso, por lo que se confirma que estos compuestos liberados en ruezno de pistache
aumentan la CA. Dados los resultados obtenidos en la presente etapa, se ha seleccionado el tiempo

de 24 h para realizar los procesos de fermentacion a tiempo final.
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6.2 Etapa 2: Efecto de la Fermentacion en Estado Solido con A. niger sobre la Liberacion de
Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante a partir de Ruezno de Pistache.

En esta etapa se evalud la liberacion de CF a 24 h de proceso, variando los niveles de humedad,
concentracion de indculo y aireacion (Cuadro 12).

Cuadro 12. Condiciones de humedad, concentracién de indculo y aireacion para cada
tratamiento.

Tratamiento Humedad (%) In6culo (esp/mL) Aireaciéon (VKgm)

Control 50% 0 0
T1 60% 5x10° 0.5
T2 40% 5x10° 0.5
T3 50% 1x108 0.5
T4 50% 1x107 0.5
T5 40% 1x10’ 1
T6 60% 1x107 1
T7 40% 1x107 1
T8 60% 1x107 1
T9 40% 5x10° 1.5
T10 60% 5x10° 1.5
T11 50% 1x10° 1.5
T12 50% 1x10’ 1.5
T13 50% 5x10° 1
T14 50% 5x10° 1
T15 50% 5x10° 1

VKgm = Volumen por kilogramo de masa

Los resultados obtenidos en el exploratorio muestran aumento en el contenido de fenoles en todos
los tratamientos respecto al control sin fermentar (Cuadro 13), encontrando que el tratamiento 8
presentd las mejores condiciones (60% de humedad, 1x107 esp/mL y 1 VKgm de aireacion) con
valores de 34.71+1.04 mgEAG/gms, 6.77+0.28 mgEC/gms y 41.48+0.99 mg/gms para FH, FC y
FT, respectivamente. El aumento del contenido fendlico total del tratamiento 8 respecto al control

de ruezno de pistache sin fermentar era de 129%. El tratamiento 1 (60% de humedad, 5x10° esp/mL
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y 0.5 VKgm de aireacion) es el segundo mejor tratamiento, con un valor de 37.03+2.21 mg/gms

para FT, y al compararlo con el tratamiento 8, solamente se observa una diferencia del 12%. Por

otro lado, el tratamiento 7 (40% de humedad, 1x107 esp/mL y 1 VKgm de aireacion) que obtuvo

el menor aumento con un valor de 28.58+0.44 mg/gms, observando un valor 45% menor respecto

al tratamiento 8. Con estos resultados se evidencia que el ruezno de pistache contiene mayor

contenido de FH que de FC. Esto se puede explicar por la estructura del ruezno de pistache, que,

al ser un residuo agroindustrial, presenta una gran cantidad de moléculas organicas como pectina

o carbohidratos estructurales como celulosas, hemicelulosas o lignina (Cano y Pdstigo et al., 2021),

y por esta razén habra una mayor fraccién de CF unidos con estos compuestos organicos que

aquellos que crean polimeros de flavonoides como lo son los FC (Vazquez-Flores et al., 2012).

Cuadro 13. Determinacion de contenido de FH, FC y totales para cada tratamiento.

Tratamiento FH (mgEAG/gms) FC (mgEC/gms) FT (mg/g ms)
Control 14.31+0.31f 3.80+0.16" 18.11+0.41"
T1 30.16+1.65° 6.87+0.59? 37.03+2.21°
T2 24.88+1.30% 4.66+0.39° 29.54+1.65™
T3 28.10+0.84° 6.61+0.03% 34.71+0.84%
T4 31.03+0.06° 5.78+0.02° 36.81+0.05°
T5 26.04+0.52% 4.20+0.30" 30.24+0.24°7
T6 27.69+1.19¢ 5.61+0.32%° 33.30+1.50¢
T7 24.79+0.35% 3.78+0.18f 28.58+0.449
T8 34.71+1.042 6.77+0.28% 41.48+0.99?
T9 26.13+0.37¢ 4.05+0.34f 30.19+0.57¢f
T10 24.91+0.29¢% 6.49+0.25° 31.40+0.51°
T11 28.53+1.05¢ 4.82+0.15% 33.35+1.19¢
T12 24.64+0.96° 5.83+0.20P 30.47+0.94¢f
T13 31.02+0.72° 5.21+0.04% 36.23+0.69
T14 30.70+0.43° 4.67+0.14° 35.37+0.31"°
T15 30.83+0.04° 4,98+0.04% 35.81+0.07"°

Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (LSD, a <0.05) FH

fenoles hidrolizables; FC = fenoles condensados; FT = fenoles totales; gms = gramo de masa seca; mgEAG
miligramos equivalentes de acido galico; mgEC = miligramos equivalentes de catequina.

Existen solo dos reportes de procesos de FES empleando el ruezno de pistache como sustrato.
Abbasi et al., (2007) realizaron una FES a 30°C y 70% de humedad durante 20 dias, empleando el
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hongo Phanerochaete chrysosporium. EI méximo contenido fendlico se obtuvo a los 16 dias [63
mgCAE/gms (Equivalentes de &cido cafeico)], lo cual representa un aumento del 29% con respecto
al control. Si bien no son las mismas unidades, el valor es mayor a los 41.48 mgEAG/gms obtenido
en el presente proyecto. No obstante, los autores reportan la adicion de soya como fuente de
nitrégeno en el medio de cultivo, lo cual puede sobreestimar el valor del contenido de CF, ya que
la soya contiene de 10.3 a 13.7 mg/g (Krol-Grzymata y Amarowicz, 2020). Karimi et al., (2010)
reportaron la FES de ruezno de pistache durante 10 dias a 30°C y 66% de humedad inicial,
empleando el hongo A. terreus ATCC 74135 (1x10° esp/gms). A diferencia de otros estudios, los
autores reportaron una disminucion de 81.5% en el contenido fendlico total, respecto al control sin
fermentar, atribuida a una posible hidrdlisis al emplear HCI 6 M durante la extraccion o bien, al
consumo de los CF por el hongo, ya que al ser una fermentacion de larga duracion, se consume la
fuente de carbono y el microorganismo puede secretar enzimas capaces de degradar los CF y
utilizarlos como fuente de carbono para llevar a cabo sus acciones metabolicas (Torres-Leén et al.,
2019).

Se han realizado estudios acerca de la extraccion de CF a partir del ruezno de pistache empleando
diversas técnicas de extraccion, con valores de 22.2 a 127.25 mg/gms (Elhadef et al., 2021; Ersan
et al., 2018; Grace et al., 2016; Neval-Ozbek et al., 2019; Neval-Ozbek et al., 2018; Noorolahi et
al., 2019; Pakdaman et al., 2021). Las diferencias en el contenido fendlico se atribuyen al método
de extraccion, solvente empleado, tiempo, temperatura y relacién solido/solvente, asi como al
cultivo, ubicacion geogréafica, temporada de cosecha o la misma variedad del pistache (Elhadef et
al., 2021; Neval-Ozbek et al., 2019; Pakdaman et al., 2021). No obstante, los resultados obtenidos
en el presente proyecto son superiores a lo reportado por Ersan et al., (2018), Neval-Ozbek et al.,
(2018) y Noorolahi et al., (2019) demostrando la efectividad del bioproceso como estrategia para
incrementar el contenido de CF a partir del ruezno de pistache.

En el presente estudio se logré un incremento de 129 % en el contenido de FT por efecto de la FES
con A. niger. Diversos estudios han demostrado el efecto positivo de la FES con A. niger GH1
sobre el contenido de CF a partir de diversos sustratos vegetales. De Leon-Medina et al., (2020)
reportaron un 166% de aumento en el CF en extractos fermentados por A. niger GH1 a partir de
rosa castilla. Torres-Ledn et al., (2019) incrementaron el contenido de FT un 230% en semilla'y
endocarpio fibroso de mango utilizando A. niger GH1. Durante el proceso de FES de cascara de
rambutan mexicano con A. niger GH1, Cerda-Cejudo et al., (2022) obtuvieron un aumento del
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contenido de FT del 404%. Lépez-Cérdenas et al., (2023) incrementaron el contenido de FT un
219% en vainas de cascalote molido utilizando A. niger GH1; Buenrostro-Figueroa et al., (2023)
lograron un aumento de ~526% en cascara de granada utilizando A.niger GH1; y Ramirez-Esparza
et al., (2024) incrementaron el contenido de FT un 83% en maiz con el hongo R. oryzae. Utilizando
la cepa A. niger HT4 en FES de residuos de higo, Buenrostro-Figueroa et al., (2017) reportaron un
aumento en FT del 548%. El incremento del contenido fendlico se debe a que durante el proceso
de FES, el microorganismo produce enzimas como celulasas, lipasas, proteasas y amilasas que se
encargan de degradar componentes de pared celular, liberando asi la fraccion ligada de CF, que
pasan a la fraccion libre mejorando su solubilidad y extractabilidad (Briick et al., 2022; Buenrostro-
Figueroa et al., 2023; Cerda-Cejudo et al., 2022; Costa et al., 2018; De Ledn-Medina et al., 2020;
Gomez et al., 2021; Lopez-Cardenas et al., 2023; Paz-Arteaga et al., 2023; Ramirez-Esparza et al.,
2024; Torres-Leon et al., 2019).

Debido a la fuerte correlacién entre los CF y la CA, el mayor aumento en esta también se observo
en el tratamiento 8 (60% de humedad, 1x10” esp/mL y 1 VKgm de aireacion) con valores de
132.75+4.91 mgET/gms y 131.68+2.49 mgET/gms para DPPH y ABTS, respectivamente. En el
caso de la CA frente al ensayo FRAP, no se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre el
tratamiento 1 y el 8, con valores de 532.96+29.98 y 504.59+8.71 mgFe®*/gms, respectivamente.
Por lo tanto, el tratamiento 8 permitié el mayor aumento en la CA en los tres métodos, con
incrementos del 124, 71y 1039% (ABTS, DPPH y FRAP, en ese orden), respecto al control sin
fermentar. Los incrementos en la CA se atribuyen a que el tratamiento 8 presentd el mayor
contenido de FT (Cuadro 14), los cuales al ser de naturaleza antioxidante incrementan dicha
propiedad biolégica (Vazquez-Flores et al., 2012).

Cuadro 14. Capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) en extractos de ruezno de pistache
sometidos a FES con A. niger GH1.

Tratamiento ABTS (mgET/gms) DPPH (mgET/gms) FRAP (mgFe?*/gms)
Control 59.31+1.59"" 76.80+2.83¢h 44.29+1.59
T1 110.03+5.43¢ 104.20+0.87¢ 532.96+29.982
T2 91.65+1.98°f 82.89+3.41F 424.01+24.74°°
T3 98.37+6.20¢ 83.94+7.79f 385.70+10.58%
T4 95.09+7.05% 113.43+3.18" 355.63+2.30°f
T5 83.39+4.169 85.84+2.76°F 273.25+22.02!
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T6 118.90+2.79° 107.97+4.46° 427.83+13.38"
T7 91.84+4.45%f 89.74+1.29° 288.28+19.06"
T8 132.75+4.912 131.68+2.492 504.59+8.712

T9 96.50+0.79% 85.34+2.24¢f 326.47+4.83

T10 88.13+0.68 76.25+2.439 314.48+18.949"
T11 116.09+3.38"¢ 97.24+1.29¢ 411.80+33.53%
T12 91.18+3.02¢f 71.29+2.91" 328.71+2.77%

T13 113.86+3.02 82.39+0.87" 441.93+33.27"°
T14 112.91+3.72%¢ 83.86+1.86f 429.75+3.72¢
T15 110.95+2.61¢ 81.01+2.061 452 .59+39.72°

*Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas entre tiempos (LSD, o < 0.05); gms = gramo
de masa seca; mgET = miligramos de equivalentes trolox; mgFe?* = miligramos equivalentes de i6n ferroso.

Contrario a lo obtenido en el presente estudio, se ha reportado una disminucion en la CA de
extractos fermentados de ruezno de pistache frente al radical DPPH. Durante la FES con A. terreus
ATCC74135, Karimi et al. (2010) observaron una disminucion del 9% después de 10 dias de
cultivo. Al someter el ruezno a FES con P. chrysosporium durante 16 dias, se presentd una
reduccion del 22% en la CA (Abbasi et al., 2007). Esta disminucion se puede atribuir a la
biodegradacion y/o biotransformacion de los CF, que conlleva al consumo o modificacion de estos,
afectando asi la CA (Torres-Ledn et al. 2019).

Se han realizado estudios sobre la CA del ruezno de pistache, con valores de 127.65 a 411.98
mgET/gms, de 117.64 a 466.73 mgET/gms y 122.64 a 2,230.8 mgEFe?*/gms para DPPH, ABTS y
FRAP, respectivamente (Ersan et al., 2018; Noorolahi et al., 2020). No obstante, los resultados
obtenidos en el presente proyecto son superiores a lo reportado por Ersan et al. (2018),
demostrando la efectividad del bioproceso como estrategia para incrementar los CF con CA del
ruezno de pistache.

Estudios previos han reportado que la FES promueve un aumento en la CA en extractos obtenidos
a partir de diversas matrices vegetales. Lopez-Cardenas et al., (2023) incrementaron la CA en un
66.76, 93 y 55.67% para DPPH, ABTS y FRAP en vainas de cascalote. Buenrostro-Figueroa et al.,
(2023) lograron un aumento de 581% para DPPH en cascara de granada. Recientemente, Ramirez-
Esparza et al., (2024) reportaron un incremento del 55, 119 y 125% (ABTS, DPPH y FRAP,
respectivamente) en maiz.

Los efectos que ejercen los factores sobre la liberacion del CF y la CA se muestran en el Cuadro

15. En la actualidad se evaltan diferentes condiciones a la hora de realizar un proceso de FES,
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entre los factores m&s comunes se encuentran la temperatura, humedad, concentracién de in6culo,
sales del medio, pH, entre otros, encontrando informacién de los efectos ocasionados sobre la

generacion de productos de interés (Herrera, 2021; Kumar et al., 2020).

Cuadro 15. Efecto de la humedad, indculo y aireacion sobre el contenido de FH, FC, FT y la CA
(DPPH, ABTS y FRAP) de extractos fermentados de ruezno de pistache.

SIS 6 FH FC FT ABTS DPPH  FRAP
medidas
Humedad (%) + + + + + +
Indculo (esp/mL) | + + NS + _Ns + _Ns
Aireacion (VKgm) - - - -Ns - -
o =0.05

NS = No significativo

El contenido de humedad mostré un efecto positivo para todas las variables de respuesta, el cual
fue estadisticamente significativo (o > 0.05). El efecto lineal muestra que, al aumentar la humedad
en el proceso de FES, también aumentara el contenido de fenoles y la CA. Se conoce que las
diferentes especies microbianas estudiadas en procesos de FES requieren diferentes contenidos de
humedad para poder realizar su desarrollo y una correcta liberacion de CF (Buenrostro et al., 2023;
Cerda-Cejudo et al., 2023). En procesos de FES con hongos, se recomienda un contenido de
humedad del 20 al 70% (Herrera, 2021), ya que por encima del 70 % se puede afectar el crecimiento
del microorganismo y la producciéon de enzimas, asi como las propiedades fisicas del sustrato
provocando una mayor aglomeracion de particulas y limitando la transferencia de oxigeno (De
Ledn-Medina et al., 2020; Lopez-Cardenas et al., 2023; OrzUla et al., 2009). Por otro lado, valores
de humedad debajo del 20% inducen a la esporulacion (Kumar et al., 2020), esto debido a la poca
agua disponible que se encuentra en el medio, por lo que el microorganismo busca perpetuarse y
dejar de crecer, para que cuando las condiciones de humedad sean de nuevo favorables, continuar
con su crecimiento y desarrollo (Cafiedo y Ames, 2004).

Se ha reportado el efecto de la humedad sobre el crecimiento de A. niger GH1 y la recuperacion de
compuestos bioactivos. Lopez-Cardenas et al. (2023) evaluaron la FES de vainas de cascalote a
dos niveles de humedad (50 y 60%). Se observo un efecto positivo, con una mayor obtencion de
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FTy CA al 60%. Por otra parte, Cerda-Cejudo et al. (2022) evaluaron el efecto de la humedad (50,
60 y 70%) en un proceso de FES con A. niger GH1 sobre cascara de rambutan mexicano. Los
autores observaron un efecto positivo cuadréatico, es decir, que el incremento en el contenido de
humedad favorece la recuperacion de &cido elagico hasta cierto punto, alcanzando el maximo valor
al 60% de humedad, y por encima de este (70%) el valor disminuye. Al evaluar dos niveles de
humedad (50 y 60%), Buenrostro et al. (2023) observaron un efecto contrario durante la FES con
A. niger GH1 sobre céscaras de granada, estableciendo el 50% de humedad como valor 6ptimo
para la liberacion de los FT. Los estudios de Lopez-Cardenas et al. (2023) y Cerda-Cejudo et al.
(2022) concuerdan con los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que se obtuvo un
contenido de 60% de humedad utilizando la especie A. niger GH1 al igual que en los estudios
anteriormente mencionados. Este contenido de humedad del 60% es el valor requerido para el
proceso de FES del ruezno de pistache, y debido a que cada material vegetal presenta diferente
composicion fisicoquimica, las condiciones de humedad utilizadas para cada bioproceso sera
diferente (Martinez-Avila et al., 2013).

La concentracion de indculo mostrd un efecto positivo significativo para la mitad de las variables
de respuesta (a > 0.05). Por ello, al aumentar la concentracion de indculo se favorece el contenido
de FH, FT y la CA frente al radical DPPH. En el caso de los ensayos de ABTS y FRAP, no se
observo un efecto significativo, asi como para FC. Al ser un parametro importante durante un
proceso de FES, el indculo ha sido estudiado ampliamente, ya que de ello depende el éxito del
proceso. La concentracion adecuada de in6culo permite reducir la fase de adaptacion del
microorganismo, acelerando el crecimiento microbiano y la produccion de metabolitos
secundarios, reduciendo los tiempos de fermentacion para obtener el producto de interés (Kumar
et al., 2020; Waites et al., 2001). El uso de hongos filamentosos se atribuye a su capacidad de
adaptarse a una gran variedad de sustratos y fuentes de carbono, gracias a enzimas hidroliticas que
produce, y adicionalmente, contribuyen a la liberacion o bioconversién de CF (Lépez-Céardenas et
al., 2023).

Tal como se observo en este estudio, se ha reportado que el incremento en la concentracion de
indculo promueve una mayor liberacion de CF mediante FES con A. niger GH1 a partir de cascara
de rambutan, rosa de castilla y vainas de cascalote (Cerda-Cejudo et al., 2022; De Le6n-Medina et
al., 2020 y Lépez-Cardenas et al., 2023). Los resultados mostrados para la cepa A. niger GH1

demuestran una mayor eficiencia en la liberacion de CF empleando altas concentraciones de
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inéculo, lo cual se traduce a una mayor generacion o sintesis de enzimas que liberan estos
compuestos (Costa et al., 2018).

La aireacion durante el proceso de FES mostré un efecto negativo significativo (a. > 0.05) ante
todas las variables de respuesta, excepto CA (ABTS). Al aumentar la aireacion, se observé una
reduccion en los CF y la CA (DPPH y FRAP). La aireacion juega un rol importante en la remocién
de calor y CO2 del medio, los cuales son producto del metabolismo microbiano. Asimismo,
suministra el oxigeno requerido por el microorganismo para su crecimiento y desarrollo (Casciatori
y Thoméo, 2018; Jachimowicz et al., 2020; Zhou et al., 2018). No existen reportes del efecto de la
aireacion en un proceso de FES sobre la liberacion de CF. Sin embargo, se ha evaluado su efecto
sobre la produccion de biomasa y diversas enzimas. Méndez-Gonzélez et al., (2020) evaluaron
cinco niveles de aireacién (0.16, 0.33, 0.66, 0.96 y 1.28 VKgm) sobre la produccién de conidios
de Metarhizium robertsii, obteniendo el valor mas alto empleando el nivel mas bajo (0.33 VKgm).
Ridder et al. (1999) reportaron la produccion de xilanasas de Trichoderma longibrachiatum a tres
niveles de aireacion (0, 2.9 y 5.7 VKgm), con la mayor actividad enzimética a 2.9 VKgm. Por otra
parte, Zhou et al. (2018) concluyen que la produccién de glicoproteina de Streptomyces kanasenisi
ZX01 aumenta a medida que se incrementa la aireacion, con el mayor valor a una tasa de aireacion
de 2.0 vvm (volumen de aire por litro por minuto, similar a VKgm). De acuerdo con lo anterior,
cada proceso de FES es Unico, y, por tanto, la tasa de aireacion dependera del producto que se desea
obtener, el sustrato y el microorganismo empleado.

Esta disminucidn en los FT y CA se puede explicar por la posible captacion de radicales libres dada

por los CF generados por el proceso de FES (Venereo, 2002).
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Figura 10. Efectos de contenido de humedad, concentracion de indculo y suministro de aireacion
sobre la liberacion de FT.

Con base en los resultados obtenidos, el tratamiento 8 presenta el mejor rendimiento en cuanto a la
recuperacion de CF a partir del ruezno de pistache mediante FES con A. niger GH1 respecto al
control sin fermentar, donde se refleja un incremento del 129, 142 y 78% para las variables de
respuesta FT, FH y FC, respectivamente. En cuanto a la CA obtenida después del proceso de FES,
se obtuvo un aumento del 72, 124 y 1,039% para las variables de respuesta DPPH, ABTS y FRAP,
respectivamente.

De forma general, el proceso de FES de ruezno de pistache con A. niger GH1 requiere condiciones
de humedad alta (60%), una concentracion de indculo elevada (1x10” esp/gm) y una tasa de
aireacion reducida (0.5 VKgm) (Figura 10) para potenciar el rendimiento de CF con CA en el

ruezno de pistache.

6.3 Etapa 3: Potencial Antibacteriano del Extracto de Ruezno de Pistache Fermentado.

En esta etapa, se realiz6 una FES a mayor volumen bajo las mejores condiciones seleccionadas en
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la etapa anterior (60% de humedad, indculo de 1x10” esp/gms y aireacion de 0.5 VKgm por
minuto). Una vez obtenido el extracto, se sometio a una purificacion mediante cromatografia en
columna, y se determind el perfil de CF y la capacidad antibacteriana de la fraccién rica en CF del

ruezno de pistache fermentado.

6.3.1 Perfil de Compuestos Fenolicos

A partir de la cromatografia en columna con la resina amberlita XAD-16 se obtuvieron dos
fracciones, un polvo hidrosoluble y una fraccién oleosa. La fraccion hidrosoluble se inyecto6 al
HPLC-MS, detectando la presencia de dos masas (330.9 y 950.5 m/z), que corresponden al &cido

galico 4-o0-glucosido y la geranina. Los resultados se muestran en el Cuadro 16.

Cuadro 16. Perfil de CF de ruezno de pistache purificado.

Tiempo de Masa [M-H]-

retencion (M/2) SUMIUESE S
5.69 330.9 Acido gélico 4-O-glucésido  Acidos hidroxibenzoicos
19.31 950.5 Geranina Elagitaninos

El acido géalico 4-O-glucosido ya se ha reportado ampliamente, ya que Moreno-Rojas et al. (2022),
Arjeh et al. (2020), Ghandahari et al. (2018) y Grace et al. (2016) lo reportan como uno de los CF
mayoritarios en el ruezno de pistache. Este compuesto es el de menor peso molecular de todos los
CF y presenta actividad antioxidante (al ser donador de electrones o atomos de hidrdgeno) y
actividad antibacteriana al aumentar la permeabilidad de las membranas en bacterias (Arjeh et al.,
2020; Ghandahari et al., 2018) y los cambios que provoca en el pH (Elhadef et al., 2021). En el
caso de la geranina, también presenta actividad antioxidante gracias a su capacidad de captar
radicales, potencial anticancerigeno ya que impide la proliferacion de células cancerosas, actividad
citoprotectora al generar una fuerte barrera que puede proteger los diferentes tejidos del cuerpo
humano y actividad antibacteriana (Cheng et al., 2016). Estos compuestos obtenidos, son

responsables de la CA observada en los extractos de ruezno de pistache. Sin embargo, en el presente
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estudio también se obtuvo una fraccion oleosa que puede contener otro tipo de CF. Arjeh et al.
(2020), Grace et al. (2016) y Schulze et al. (2015) reportaron la presencia de lipidos fendlicos en
el ruezno de pistache, los cuales presentan su anillo aromatico con una larga cadena alifatica, que
les otorga propiedades bioldgicas. Estos lipidos fendlicos son conocidos como &cidos anacardicos,
y por la fraccion oleosa obtenida durante la cromatografia, se puede deducir que se trata de este
tipo de CF. Estos CF se clasifican dentro de los acidos fenolicos, siendo un caracter taxonémico,
ya que solamente lo presentan las especies vegetales pertenecientes a la familia de las
Anacardiaceas (Arjeh et al., 2020).

6.3.2 Potencial Antibacteriano

El efecto antibacteriano del extracto purificado de ruezno de pistache fermentado sobre E. coli
ATCC25922, Salmonella sp. y S. aureus a diferentes concentraciones de extracto tanto oleoso

como acuoso se muestran en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Efectos del extracto acuoso y oleoso de ruezno de pistache en discos de 6 mm a
diferentes concentraciones sobre E.coli, Salomonella sp. y S. aureus.

Concentracién de E. coli ATCC25922 Salmonella sp. S. aureus

Extracto ACU0S0 Oleoso ACU0S0 Oleoso  Acuoso Oleoso

187.5 pg/mL 6.00mm 6.00mm 6.00 mm ND 6.00 mm 6.00 mm

375 pg/mL 6.00mm 6.00mm  6.00 mm ND 6.00 mm 6.00 mm

750 pg/mL 6.00mm 6.00mm 6.00 mm ND 6.00 mm 6.00 mm
1,500 pg/mL 6.00mm 6.00mm 6.00 mm ND 7.36 mm  13.16 mm*
3,000 pg/mL 6.00mm 6.00mm  6.00 mm ND 7.96 mm  14.60 mm*
Antibidtico 30 pg/mL 10.80 mm  9.40 mm  11.90 mm ND 19.03mm  18.00 mm

Tergitol 0.04% (v/v) ND 6.00 mm ND ND ND 6.00 mm

ND = No determinado; * = Presencia de colonias bacterianas en halo de inhibicién; Las mediciones incluyen el
didmetro de los discos (6.00 mm).

Los resultados obtenidos en las bacterias Gram (-) E. coli ATCC 25922 y Salmonella sp. para las
fracciones oleosa y acuosa demuestran que las fracciones purificadas del ruezno de pistache no

tienen ningln efecto sobre miembros de este grupo de bacterias al menos a 3, 000 pug/mL. Por otro

65



lado, en la bacteria Gram (+) S. aureus se presentaron halos de inhibicidn en las dos fracciones de
extracto. Los discos impregnados con extracto acuoso a 1, 500 y 3, 000 pg/mL presentaron un halo
de inhibicion de 7.37 y 7.96 mm, respectivamente; mientras que los discos impregnados con
extracto oleoso mostraron un halo de inhibicion de 13.16 y 14.6 mm a concentraciones de 1,500 y
3,000 pg/mL. No obstante, dentro de los halos de inhibicién se observo un reducido crecimiento
de colonias.

Se han realizado diferentes estudios sobre bacterias Gram (-) y Gram (+) utilizando extractos de
ruezno de pistache. Rajaei et al. (2010) realizaron pruebas con cultivos de Bacillus cereus PTCC
1015, S. aureus PTCC 1431, E. coli PTCC 1330, Pseudomonas aeruginosa PTCC 1430,
Salmonella typhi PTCC 1609, Candida albicans PTCC 5027 y Neurospora intermedia PTCC
5291. Los autores reportan que las bacterias Gram (+) fueron mas sensibles que las Gram (-) ante
una muestra de extracto purificado con un cartucho C18 Sep-Pak, a una concentracién de 1, 200
pg/caja obteniendo halos de inhibicion de 12.6 y 11.7 mm para B. cereus y S. aureus
respectivamente, mientras que para las demas cepas no se presentd inhibicion. En otro estudio,
Elhadef et al., (2021) probaron la efectividad de un extracto de ruezno de pistache contra el
crecimiento de S. aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 19117, B. cereus ATCC
14579, S. enterica ATCC 14028, E. coli ATCC 8739 y P. aeruginosa ATCC 49129. A una dosis
de 10, 000 pg/mL de extracto, obtuvieron halos de inhibicion de 14.25-18.66 mm para S. aureus,
13.83-16 mm para S. entérica y 13-15.25 mm para E. coli. El aceite esencial de ruezno de pistache
presentd una concentracion minima inhibitoria de 7, 110 pg/mL contra S. aureus (Cepas ATCC
6538P, MRSA y ATCC 43300), E. coli ATCC 10536 y P. aeruginosa ATCC 9027) (Smeriglio et
al., 2017).

Los resultados obtenidos en el presente proyecto coinciden con los resultados obtenidos por
Elhadef et al. (2021) y Rajaei et al. (2010), donde también reportan mayor sensibilidad de la
bacteria Gram (+) S. aureus que las bacterias Gram (-) Salmonella sp. y E. coli al ser expuestas al
extracto del ruezno de pistache.

Este efecto positivo frente a las bacterias Gram (+) se debe principalmente a la composicion de la
pared celular (Elhadef et al., 2021; Rajaei et al., 2010; Smeriglio et al., 2017), ya que poseen una
membrana citoplasmatica rodeada de una capa gruesa de peptidoglicano que puede ser permeable
por los CF, contrario a la pared celular de las bacterias Gram (-), que es mas compleja al poseer
una capa extra de lipopolisacaridos y lipoproteinas que recubren una delgada capa de
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peptidoglicano y la membrana citoplasmatica (Cuervo-Parra et al., 2023). Al tener grupos hidroxilo
en sus anillos fendlicos, los CF pueden interaccionar con carbohidratos y proteinas (conformacion
del peptidoglicano en bacterias) presentando toxicidad al aumentar la permeabilidad de la
membrana plasmatica de las bacterias Gram (+) y alterarla por la formacion de complejos con los
amino&cidos de su capa de peptidoglicano (Domingo y Lopez-Brea, 2003). Por otro lado, aceites
esenciales (como los &cidos anacardicos) también pueden interaccionar con componentes de pared
celular en bacterias Gram (-) en la capa externa de glucolipidos y lipoproteinas, pero para que esto
se lleve a cabo es necesario la accion en conjunto con CF como el &cido galico, para lograr la
inhibicion con esta sinergia (Arjeh et al., 2020; Elhadef et al., 2021; Grace et al., 2016). Con base
en los resultados, el extracto purificado logré inhibir a S. aureus, mientras que con el extracto
oleoso se observd un halo con ligero crecimiento de colonias, lo cual indica que esta fraccion oleosa
tiene potencial para ralentizar el crecimiento microbiano hasta cierto punto, ya que requiere actuar
en conjunto a otros compuestos que fueron retirados en la cromatografia. No obstante, estas
variaciones en el resultado también se pueden deber al uso de papel Whatman, el cual contiene
celulosa y puede retener CF por sus grupos hidroxilos evitando su correcta difusion en el agar,
ademas de que se puede presentar el caso de no utilizar el indculo adecuado en el estudio, ya que
la concentracion ideal para este tipo de ensayos es 1x10° UFC/mL. dado que en un indculo bajo de
1x102 UFC/mL o alto de 1x108 UFC/mL puede arrojar resultados falsos positivos o falsos negativos
dependiendo la concentracion utilizada (Sanchez-Garcia et al., 2016).

Hasta cierto punto, aunque los extractos vegetales en general poseen actividad antibacteriana, no
han sido utilizados por las altas concentraciones necesarias para emular el efecto de los antibiéticos
(Velasco et al., 2020).
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio demostr6 que el ruezno de pistache posee potencial para ser empleado
en FES gracias a sus pardmetros fisicoquimicos, puesto que puede presentar hasta un 82.29% de
humedad y una absorcion de agua de 5.73 g gel/gms, lo que se traduce en agua disponible para el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos.

A. niger GH1 pudo crecer e invadir el ruezno de pistache con una tasa especifica de crecimiento de
0.095 h, presentando la mayor liberacion de CF y CA a las 24 h de fermentacion con las
condiciones de proceso de 60% de humedad, una concentracion de indculo de 1x107 esp/mL y 1
VKgm de aireacion.

El proceso de FES logré un incremento del 129% en el contenido fenolico total respecto al ruezno
de pistache sin fermentar, mientras que para la CA incrementd un 71% frente al radical DPPH,
124% en el ensayo ABTS y 1,039% en el ensayo FRAP, observando que los CF y la CA presentan
una relacion lineal positiva, donde al aumentar el contenido de CF aumenta también la CA.

El perfil de CF en el extracto purificado de ruezno de pistache mostro la presencia de acido gélico
4-O-glucésido y geranina, importantes compuestos bioactivos a los que se les atribuye actividad
antioxidante y antibacteriana.

El extracto purificado de ruezno de pistache a 1, 500 pg/mL inhibi6 el crecimiento de S. aureus en
la fraccion acuosa y un ralentizamiento del crecimiento en la fraccion oleosa. Sin embargo, a una
concentracion de hasta 3, 000 pg/mL no causo6 ningun efecto contra Salmonella y E. coli.

Los resultados obtenidos demuestran el potencial antioxidante y antibacteriano que puede presentar
el ruezno de pistache sometido a FES, generando una estrategia de aprovechamiento para darle un
valor agregado a este residuo mediante la recuperacion de moléculas con potencial aplicacion en

la industria alimentaria.

68



8. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en el analisis exploratorio, demostrando el efecto de
la humedad, concentracion de indculo y aireacion, se podria disefiar una estrategia para optimizar
el proceso de FES de ruezno de pistache con A. niger GHL1.

Asimismo, resulta interesante profundizar en los aspectos bioquimicos del proceso de FES,
determinando el metaboloma de los CF y actividades enzimaticas presentes, de tal forma que se
puedan establecer correlaciones entre ambos.

Respecto al potencial antibacteriano de los extractos de ruezno de pistache, se recomienda el uso
de técnicas cuantitativas, e incluso probar su efecto antifungico ante cepas fitopatdgenas de interés
agricola.

Debido a la evidencia de que los CF presentes en el RP exponen actividad antioxidante y
antibacteriana, se puede desarrollar un producto a partir del extracto de RP fermentado mediante

FES y detectar potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética o alimentaria.
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