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Resumen

Esta investigacion se realizé con el fin de obtener acido galico por la accién de las enzimas
hidroliticas de Aspergillus niger que degradan los taninos presentes en Caesalpinia spinosa (Fabaceae)
“tara”, utilizando un biorreactor de estado sélido. Las fermentaciones se realizaron durante 2, 4 y
6 dias a temperatura ambiente, con un pH inicial de 7,0 y un inéculo microbiano de 10° esporas/
ml. La méaxima produccién se obtuvo 4 dias después del proceso de fermentacion con una pureza
de 28,71% de acido galico, segtn las lecturas proporcionadas por el espectrofotometro UV-
Vis con lector de microplacas. Segun el analisis estadistico, los diferentes tiempos de exposicion
presentan diferencias significativas. Se determiné que existe una relacién directa entre el tiempo de
fermentacion y la absorbancia.

Palabras clave: Acido galico, Aspergillus niger, Caesalpinia spinosa, biorreactor, estado sélido

Abstract

This research was carried out in order to obtain gallic acid by the action of the hydrolytic enzymes
of Aspergillus niger that degrade the tannins presents in Caesalpinia spinosa (Fabaceae) “tara”, using
a solid state bioreactor. The fermentations were carried out for 2, 4 and 6 days at room temperature,
with an initial pH of 7.0 and a microbial inoculum of 10° espores/ml. The maximum production
was obtained 4 days after the fermentation process with a purity of 28.71% gallic acid, according to
the readings provided by the UV-Vis spectrophotometer with microplate reader. According to the
statistical analysis, the different exposure times present significant differences. It was determined
that there is a direct relationship between fermentation time and absorbance.
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Introduccion

Caesalpinia spinosa “tara” es un vegetal

perteneciente a la familia Fabaceae,
proviene del Perd, cuya vaina contiene
la  mayor concentracion de taninos
utilizados en la industria (Chambi ef al.,
2013), principalmente en la fabricacién de
plasticos y adhesivos, galvanizados, vinos,
clarificacion, sustituto de la malta en la
produccién de cerveza, en la industria
farmacéutica por su amplio uso terapéutico,
en curtiduria por su capacidad de cambiar
la estructura dérmica del cuero (Ballesteros
et al., 2021; Lasso et al., 2020; Teran et al.,
2018). Otro elemento que se obtiene de
los taninos de C. spinosa, es el acido galico
(3,4,5-trihidroxibenzoico) un polifenol que
pertenece a los taninos hidrolizables, los
cuales tienen propiedades antimicrobianas
y anticancerigenas debido a su gran
capacidad antioxidante que permiten
atrapar facilmente radicales libres (Wang et

al., 2018).

El 4cido gélico se produce por hidrolisis
dcida a partir del acido tanico, pero los
problemas de costos relacionados con su
bajo rendimiento y pureza deben llevar a
nuevas opciones, como la utilizaciéon de
tanasas de un microorganismo (Teran et
al., 2018). Las hidrolasas del acido ténico,
comunmente conocidas como tanasas, son
una de las enzimas hidroliticas microbianas
mas importantes, que fue descubierta
accidentalmente por Van Teighem (1987)
quien lleg6 a demostrar la formacién de
dcido galico durante la fermentaciéon de
taninos por Aspergillus niger (Prigione et al.,
2018; Dhiman & Mukherjee, 2020).

De hecho,
sistemas de fermentacién para la produccién
de enzimas por parte de hongos; entre
ellas se pueden mencionar: fermentacién
liquida superficial, fermentacién sumergida

se desarrollaron muchos

solido. La
(FES)
consiste en hacer crecer un microorganismo

y fermentaciéon en estado
fermentacion en estado sdlido
sobre el sustrato, utilizando una fuente de
nitrégeno y nutrientes minerales bajo ciertas
condiciones como humedad, pH, aireacién
y temperatura. FES no presenta agua libre
en su estructura, pero llega requerimiento
de humedad (Gmoser et al., 2019; Wang et

al., 2019).

En los ultimos afios, los procesos de
fermentacién sobre sustrato sélido han
recibido gran atencién por parte del mundo
cientifico; como resultado, se realizaron
muchas investigaciones para su aplicacion
en la obtencion de enzimas, é&cidos
organicos colorantes y otras sustancias de
interés en las industrias alimentarias (Wang
et al., 2019). Este proceso tiene la capacidad
de mostrar un alto rendimiento en la
transformacion de sustrato en producto con
menor inversiéon, comparando su costo de
produccién con la tradicional fermentacion
sumergida. Ademas, esta es una alternativa
para el aprovechamiento de materiales de
desecho provenientes de la agroindustria
(Sandhu & Punia, 2017; Lasso et al., 2020; Li
et al., 2020; Melnichuk et al., 2020).

Los FES utilizan sustratos naturales que
sirven como fuente de nutrientes y soporte
fisico para los microorganismos; el bajo
contenido de humedad no permite que se
desarrolle un grupo de microorganismos,
especialmente levaduras y hongos. La FES
implica que especificamente se pueden
cultivar hongos filamentosos, porque
tienen ciertas caracteristicas que los hacen
para su
especialmente A. niger (Arora et al., 2018;
Khanahmadi et al., 2018). A. niger se

caracteriza por su rdpido desarrollo y por

mas adecuados crecimiento,

excretar una gran cantidad de enzimas en un
ambiente de fermentacién sélido, ademas
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crece en forma de micelio permitiendo
la separaciéon y extraccion del producto.
En la mayoria de los casos, los productos
son dcidos orgénicos que se utilizan como
con funcién de

aditivos alimentarios

conservacion (Li et al., 2020).

Muchas investigaciones, muestran que
la producciéon de é&cidos organicos por
biosintesis depende de la forma microbiana
y, también, de las condiciones de operaciéon
del proceso. Parecia, que el nivel de oxigeno
en la fermentaciéon es un pardmetro clave
de producciéon para la FES. Se realizaron
investigaciones sobre la influencia de
la aireacion forzada en este sistema vy,
se concluyé que la producciéon de &cido
orgénico a partir de A. niger, se ve favorecida
por la limitada produccién de biomasa que
ocurre cuando se aplican bajas velocidades
de aireacion y, como consecuencia, baja
disponibilidad de oxigeno (Lopes et al.,

2019).

Los
realizados por muchos tipos de biorreactores

procesos de FES pueden ser
que presentan determinadas caracteristicas
para determinados objetivos y cuyo disefio
depende del tipo de proceso. El disefio de
un biorreactor para la FES presenta ciertos
problemas, como la resistencia a transferir
la cantidad de movimiento, la apariencia
del gradiente térmico y la concentracion
de gas en la capa media. De lo contrario, en
este proceso es dificil comparar parametros
de pH, temperatura, biomasa, humedad,
para ir mas allad de las dificultades se han
utilizado sistemas de aireacién (Arora et al.,
2018; Khanahmadi et al., 2018).

Se han reportado algunos trabajos de
investigacion relacionados, como el trabajo
de Lopes et al. (2019) quienes hicieron
los estudios en FES como alternativa
biotecnolégica para la produccién de
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alimentos no convencionales. Sandhu &
Punia (2017) realizaron estudios sobre
fermentacion en estado sélido utilizando los
subproductos de la agroindustria utilizando
A. niger sobre el sustrato sélido. Marzo et
al. (2019) analizaron el metabolismo de
A. niger en un sustrato sélido utilizando
diferentes fuentes de carbono. Teles et al.
(2019) aislaron y optimizaron la produccion
de tanasas de A. niger. Wu et al. (2018)
trabajaron en la produccion de xilanasas
a partir de tocon de A. niger en medio
sélido, utilizando como sustrato “avena”
y salvado de “trigo”. Carboué et al. (2018)
propusieron un método para la produccién
de 4cido galico utilizando acido tanico para
A. fischeri. Lopes et al. (2019) trabajaron en la
produccion de tanasas para A. niger HA37.
Lasso et al. (2020) obtuvieron acido galico de
A. niger en un medio sumergido.

La cuantificacion de taninos en
productos naturales se realiza mediante
analisis volumétrico, colorimétrico, HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucién)
y por el método de luz ultravioleta visible.
El dltimo método nos permite cuantificar
los taninos, y sustenta la confiabilidad de

los resultados (Gallego et al., 2017).

Teniendo en cuenta la importancia
comercial del acido galico, el uso de
C. spinosa como tanino de recurso, la
capacidad de A. niger en la producciéon de
tanasas y el reconocimiento del biorreactor
para la FES, esta investigacion tiene como
objetivo obtener acido galico por A. niger
a partir de C. spinosa (Fabaceae) “tara”
utilizando un biorreactor en estado sélido; y
evaluar la produccién de 4cido galico con el
tiempo de exposicién en el biorreactor para
fermentacion en estado sélido y establecer
la reaccion entre el tiempo de fermentacion
y la absorbancia.
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Material y métodos

Objeto de estudio

Caesalpinia spinosa (Fabaceae) “tara”,
fue recolectada del Jardin Botdnico de
la Universidad Nacional de Trujillo; El
cultivo puro de Aspergillus niger estuvo
fue proporcionado por el Laboratorio
de Micologia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de
Trujillo.

Obtencidn del sustrato a partir
de Caesalpinia spinosa “tara”

Se obtuvieron 6 Kg de vainas secas

de “tara” sin contaminantes. Luego
se quitaron las semillas. Las vainas de
céscara se colocaron en un horno a 40°C de
temperatura durante 36 horas con el fin de
eliminar de manera eficiente la humedad

(Cholan et al., 2019).

La muestra seca se moli6 utilizando
un mortero hasta obtener un polvo
homogenizado, el cual fue tamizado y
esterilizado; se tomaron 500 g por cada uno

de los biorreactores (Ballesteros et al., 2021).

Reactivacion de la cepa
de Aspergillus niger

La reactivacion de la cepa de A. niger,
se llevod a cabo haciéndola crecer hasta la
esporulacién, en un tubo de ensayo con
medio de cultivo sélido agar Sabouraud,
luego se colocd a temperatura ambiente
durante cinco dias hasta su crecimiento.
Se conservd a 4 °C de temperatura,
obteniéndose la cepa viable (Arshad et
al., 2019). Las esporas de A. niger, fueron
separadas de la superficie de las colonias
contenidas en dos placas de Petri utilizando
30 ml de agua destilada estéril, y luego se
traslad6 a un vaso aforando hasta 600 ml
con el mismo solvente, finalmente se agregé

una solucién de Tween 0,1% (v/v), hasta
obtener la suspension (Chévez et al., 2018).

Construccion de biorreactores de
Fermentacion en Estado Sdélido (FES)

Para la construccién de los biorreactores
plastico
transparente de 3 litros y en ellas se
colocaron 500 g de sustrato producto de la

se utilizaron 9 botellas de

molienda de las vainas secas de “tara”, mas
200 ml de inéculo de esporas de A. niger y
200 ml de agua destilada estéril mezclando
hasta obtener una mezcla homogénea. Los
biorreactores fueron acondicionados con
un sistema de aireacién htiimeda utilizando
bombas a 0.5 vvm. Los biorreactores se
colocaron a temperatura ambiente y se
dejando un
orificio para la salida de CO, (Chavez et
al., 2018; Arshad et al., 2019). Los datos de
temperatura y pH se tomaron durante todo
el proceso.

cerraron herméticamente

Produccién de acido galico

Luego de 2, 4 y 6 dias, el fermento en
estado solido se retir6 del biorreactor,
para obtener &cido gdlico. Se agregaron
500 ml de agua destilada estéril para
disolver los grumos formados durante
el proceso, la misma que se realiz6 por
trituraciéon en una fuente plastica y luego
por comprensiéon manual, utilizando tela
de tocuyo previamente humedecida. En un
vaso de precipitado se recibi6 el extracto y
luego se puso en frascos de vidrio para su
posterior centrifugacién a 3000 rpm durante
15 minutos. El extracto se mantuvo en
refrigeracion a 4 °C hasta su cuantificacion,
la cual se realiz6 en el Laboratorio
Multifuncional de Farmacia y Facultad de
Bioquimica, utilizando el espectrofotémetro
UV-Vis con lector de microplacas, marca
Fisher Scientific (Saeed et al., 2020, 2021).
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Cuantificacion del acido galico

Para la cuantificacion de la produccion
de 4acido géalico (mg/ml), se aplicé el
método de Folin-Ciocalteu mediante
espectrofotometro UV-Vis por triplicado,
utilizando 1 ml de la muestra de cada
biorreactor segun el tiempo establecido

(Gallego et al., 2017).

Disefio experimental

Este estudio se ajusta a un disefio

experimental completamente al azar
(DECA), donde los tratamientos son los
diferentes tiempos de fermentacion (2, 4, y
6 dias) para la produccién de acido galico.
Cada tratamiento tuvo tres repeticiones
y cada repeticion estuvo constituida por
tres biorreactores de FES. Asimismo, se
representaron las unidades experimentales
para los valores promedio de la producciéon
de Acido Galico en cada repeticién por

tratamiento (Arshad et al., 2019).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en la produccién de
acido galico por A. niger, se organizaron en
tablas y se aplicaron métodos estadisticos
de Analisis de Varianza y la Prueba de
Comparacion de Promedios Multiples
descrito por Duncan, con probabilidad de
error de 0,05 (5%), segin Saeed (2021). Los
métodos estadisticos fueron procesados en
el Programa Stratigraphic Plus, Version 5.1.

144 |
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Resultados y discusion

La validacion de un método, es un
proceso que se obtiene mediante estudios
de laboratorio cuya capacidad se expresa en
términos de pardmetro de analisis, donde se
debe tener en cuenta la linealidad, precision,
exactitud, reproducibilidad, especificacién
y sensibilidad, segin el objetivo que se
persigue. Actualmente, la validaciéon de
métodos permite una mayor confiabilidad de
los resultados experimentales, especialmente
cuando se trabaja con productos naturales
(Gallego et al., 2017).

La espectrofotometria se ha convertido
en una ayuda muy importante para
determinar la concentraciéon de algunas
sustancias cuyo anélisis se puede aplicar de
acuerdo con la Ley de Lamberg-Beer. Esta
ley establece una proporcionalidad directa
entre la absorbancia y la concentracién de
un metabolito secundario, cuya lectura
debe estar dentro de un rango. de 0,02
y 0,08 (Arshad et al,, 2019). Valores que
coinciden con los resultados hallados, cuyas
absorbancias se encontraron entre 0,275 y
0,779 (Tabla 1).

Tabla 1. Absorbancias promedio (700 nm) del extracto
fermentativo de Caesalpinia spinosa (Fabaceae) obtenida
por Aspergillus niger utilizando un biorreactor en estado
solido a diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo de Promedio
exposicion (dias) absorbancia

I-2 0.408
I1-2 0.895
111-2 0.284
I-4 0.773
114 0.592
111-4 0.482
I-6 0.392
11-6 0.505
111-6 0.302

L, 11, III: Niimero de repeticiones
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Tabla 2. Concentracion promedio del acido galico (mg/ml) y coeficiente de variacion del extracto fermentativo de
Caesalpinia spinosa (Fabaceae) obtenida por Aspergillus niger utilizando un biorreactor en estado solido a diferentes
tiempos de exposicion.

exprlc;ls?crilg:: (cg!ias) 1:;(1)312}1131 A
I-2 130.17 0.94
11-2 122.62 1.03
1-2 166.84 2.94
I-4 237.08 1.00
11-4 230.06 1.00
111-4 287.14 2.71
I-6 137.89 0.52
11-6 158.67 2.73
1I-6 177.96 2.18

L, 1L, TII: Namero de repeticiones
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Figura 1. Curva de produccion del acido galico (mg/ml) segun las absorbancias (700 nm) obtenida del extracto fermentativo
de Caesalpinia spinosa (Fabaceae) obtenida por Aspergillus niger utilizando un biorreactor en estado sélido a los dos, cuatro
y seis dias de exposicion (Primera repeticion).
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Figura 2. Curva de produccion del acido galico (mg/ml.) segun las absorbancias (700 nm) obtenida del extracto fermentativo
de Caesalpinia spinosa (Fabaceae) obtenida por Aspergillus niger utilizando un biorreactor en estado solido a los dos, cuatro
y seis dias de exposicion (Segunda repeticion).
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Figura 3. Curva de produccion del acido galico (mg/ml.) segun las absorbancias (700 nm) obtenida del extracto fermentativo
de Caesalpinia spinosa (Fabaceae) obtenida por Aspergillus niger utilizando un biorreactor en estado sélido a los dos, cuatro
y seis dias de exposicion (Tercera repeticion).
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Tabla 3. Porcentaje del acido galico producido a partir
de la fermentacion de Caesalpinia spinosa (Fabaceae)
obtenida por Aspergillus niger utilizando un biorreactor en
estado solido a diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo de Porcentaje de acido
exposicion (dias) galico (%)
I-2 13.02
II-2 12.26
I1-2 16.68
1-4 23.71
1I-4 23.01
11-4 28.71
I-6 13.80
II-6 15.87
I11-6 17.80

Para establecer el porcentaje de acido
galico, producto de la fermentacién de C.
spinosa por A. niger utilizando un biorreactor
en estado sélido a dos, cuatro y seis dias de
exposicion, se utilizé la ecuacién de la linea
recta en la curva de calibracién, alcanzando
su valor mas alto de 28,75% (tabla 3) de acido
galico, por debajo de lo sefialado por Pérez
& Pisconti (2010), quienes lograron obtener
un 49,88% de acido galico. Es necesario
resaltar que los méximos se encontraron a
los 4 dias de proceso fermentativo, llegando
alos minimos a los 6 dias; esto se explica por
el comportamiento nutricional de A. niger.

Aspergillus niger tiene las enzimas para
producir acido galico a partir del tanico
contenido en la “tara”; este proceso se debe
a la alimentacion propia; es decir, primero
se produce acido galico y luego lo utiliza.
Lo produce en la etapa trofasica, donde las
enzimas de produccién estan en su nivel
maximo. Sin embargo, en la etapa idiofasica
las enzimas de produccion disminuyeron
su expresion, predominando las enzimas
digestivas hidroliticas (Gallego et al., 2017;
Arshad et al., 2019; Saeed et al., 2020).

Los diferentes resultados en la
producciéon de 4cido galico indicados

por sus promedios porcentuales, fueron

confirmados mediante analisis de varianza
que es un método estadistico riguroso,
incluso sobre T-Student; sin embargo,
también es genérico. Por lo tanto, fue
necesario aplicar una prueba mas especifica
Comparacién de
Promedios de Duncan, para determinar
que
diferencias (Saeed, 2021). Por lo tanto, es
necesario sefalar que al utilizar el ANOVA

como la Prueba de

entre tratamientos existen esas

de Fisher y el T-Student, esta investigacion
cumple con el parametro de precisién que
incluye repetibilidad y reproducibilidad
(Gallego et al., 2017).

Actualmente no

investigaciones similares, por lo que no
es posible contrastar los resultados de

se han reportado

esta investigacion con otros autores. En
este sentido se ha creido conveniente
fundamentar los procesos para indicar la
valoracién de los mismos.

Se sugiere incrementar el uso de
biorreactores de fermentacion en estado
solido para su aplicaciéon en la obtencién
de metabolitos secundarios importantes
para la industria y complemento
alimenticio, debido a que este proceso
tiene la capacidad de proporcionar alto
rendimiento de conversién de sustrato a
producto con menor costo de inversion.
Por otro lado, la fermentaciéon en estado
s6lido se ha convertido en una alternativa
para aprovechar materiales de desecho y
subproductos de la agroindustria; ademas
es necesario desarrollar la producciéon de
acido galico ya que es una sustancia con
propiedades antimicrobianas y capacidad
antioxidante que le permite capturar
radicales libres evitando enfermedades
como el cancer.

La utilizacion de C. spinosa como fuente
de taninos, la capacidad de A. niger para
producir tanasas y el conocimiento de
biorreactores de fermentaciéon en estado
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solido para la produccion de &cido gélico,
se enmarcan en el marco del desarrollo
para eso es
comenzar a desarrollar algunas estrategias

sustentable; importante
que nos permitan implementar reglas y
politicas para su uso.

Conclusiones

Se logré obtener acido galico por
Aspergillus niger a partir de Caesalpinia
spinosa
biorreactor de estado sélido. La producciéon

(Fabaceae) “tara” mediante un

maxima de acido gélico se produjo a los
4 dias del proceso fermentativo con una
pureza del 28,71%. Existe una relacién
directa entre el tiempo de fermentacion y su
absorbancia.
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