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RESUMEN

Aspergillus niger [B-56 fue usado como
biocatalizador para la transformacion de naringina en
naringenina, un flavonoide de gran importancia en la
industria farmacéutica. En el proceso biotecnoldgico
planteado, se obtuvo un rendimiento (Yp/s= 0,4 g/g), pro-
ductividad (Pv=0,1 g/Lh) y eficiencia del 85% similar al
valor encontrado con naringinasa parcialmente purifi-
cada (Yp/s= 0,45 g/g; Pv= 0,12 g/Lh y Ef=92%). Los
costos del proceso son bajos comparados a los ocasiona-
dos por la extraccion, concentracion y purificacion de la
enzima.

ABSTRACT

Aspergillus niger [IB-56 was used like
biocatalizador for the transformation of naringin in
naringenin, a flavonoid of great important in the
pharmaceutical industry. In the raised biotechnological
process, one obtained a yield (Yp/s= 0.4 g/g), productivity
(Pv=0.1 g/Lh) and efficiency of 85% similar to the value
found with naringinase partially purified (Yp/s= 0.45 g/
g Pv=20.12g/Lh and Ef=92%).

The costs of the process low are compared to the caused
ones by the extraction, concentration and purification on

the enzyme.

INTRODUCCION

Naringenina (4°,5°,7’- trihidroxi-flavonona), es un
flavonoide que se encuentra en el grupo de las flavanonas
junto a naringina y hesperidina. Estos flavonoides tienen
importancia para la industria farmacéutica porque presentan
propiedades antioxidantes, antitrombodticas y
antiinflamatorias (Gonzalez Gallego, 2007).

De acuerdo a Borradaile et al. (2003) y Nahmias et al.
(2008), naringenina tiene gran aplicacion en medicina, porque
puede bloquear al virus de la hepatitis C (HCV), impidiendo
la infeccion de las células sanas. Disminuye los lipidos del
plasma, inhibe la secrecion de la apolipoproteina B (apo B)
de las células del hematoma humano y produce la
esterificacion del colesterol. Debido a que el organismo
humano no puede sintetizar estas sustancias quimicas
protectoras, las mismas se deben suplementar en la
alimentacion.

Naringenina se obtiene por hidrélisis de naringina
(4°,5°,7’trihidroxi-flavonona 7-ramnoglucdsido), éste se
encuentra mayormente en el mesocarpio de los frutos citricos
y es uno de los responsables del sabor amargo de los jugos
después de su extraccion (Yusof et al., 1990).

La hidrolisis de naringina se puede realizar por procesos
quimicos o enzimaticos. Estos ultimos presentan las
siguientes ventajas: son especificos, mantienen las
caracteristicas organolépticas del alimento y no generan
compuestos secundarios. EI mayor inconveniente de este
proceso es el elevado costo, debido a los numerosos pasos
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de purificacion necesarios para la obtencion de la enzima
(Johnson & Chandler, 1988; Puri & Banerjee, 2000).

La enzima naringinasa, llamada asi comercialmente
porque su accion mas conocida es la hidrdlisis de naringina,
es un complejo enzimatico que contiene las siguientes
actividades extracelulares, o-L-ramnosidasa (EC 3.2.1.40) y
Flavonoide B-D-glucosidasa (EC 3.2.1.21). Enla Figura I se
muestra que en un primer paso, la enzima o-L- ramnosidasa
hidroliza el enlace ramnosa de la naringina, originando,
prunina(4°5,7 ‘trihidroxiflavonona-7-glucésido).
Posteriormente, la enzima Flavonoide 3-D-glucosidasa libera
launidn de la glucosa del flavonoide dejando como producto
final naringenina (®ekeroGlu et al., 2006; Vila Real et al., 2006).

En un principio, naringinasa fue extraida a partir de
vegetales como apio, hojas de uvas, de plantas como
Fagopyrum esculentum (trigo sarraceno), de Corticium
rolfsii (hongo patéogeno de plantas) y del higado del
gastropodo marino Turbo cornutus, pero debido a la baja
concentracion de la enzima, los procesos de extraccion
presentaban elevados costos (Kurosawa et al., 1973;
Bourbouze et al., 1976). Debido a esto, por razones técnicas
y econdmicas las enzimas de origen microbiano encuentran
un papel importante para el futuro, principalmente las
provenientes de hongos filamentosos. Estos son
heterdtrofos, nutricionalmente poco exigentes y grandes
productores de enzimas extracelulares que les permiten
desarrollar sobre variados compuestos naturales como
celulosa, quitina, lignina, cascara de citricos, entre otros
(Gallego etal.,2001; Soria & Ellenrieder, 2002; Puri & Karla,
2005; Puri et al., 2005; Hui et al., 2011). En este trabajo se
evalud el uso de un microorganismo capaz de sintetizar
naringinasa para producir naringenina, a fin de disminuir
los costos del proceso y evitar las etapas de extraccion y
purificacion de la enzima.

El objetivo del trabajo fue utilizar Aspergillus niger
IB-56, para la bioconversion de naringina a narigenina y
comparar los parametros de produccion respecto a la enzima

naringinasa parcialmente purificada.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo: Se uso una cepa de Aspergillus
niger IB-56 obtenida del cepario del Instituto de
Biotecnologia. Esta se mantuvo por repiques sucesivos
en medio de Czapeck, la misma se incub6 a 30 °C durante
96 hy se conservo a4 °C.

Cultivo de A. niger IB-56 de 24 h: Se prepar6 una
solucién de conidios que contiene 2x10° conidios/ml, que
corresponde a una absorbancia de 0,25 para una longitud
de onda de 540 nm. De esta solucion se extrajo 5 ml y se
agregd a 50 ml de medio de produccion de la siguiente
composicion, en (g/L): 1,0, K. HPO ; 3,0, NaNO; 0,5 KCly
0,5, MgSO,x7 H,0 y como fuente de carbono 10 g de pulpa
de limon (92 % humedad y 1% de flavonoides). El medio se
llevo a pH 5,0 con NaOH (20%, v/v) y se esteriliz6 a 1 at. 10
min. Los cultivos se incubaron a 30 °C y 250 rpm en un
agitador rotatorio con control de temperatura durante 24 h.
Posteriormente, el micelio se separo por filtracion del medio
de cultivo fermentado, se lavd varias veces con agua
destilada estéril y se colocd en tampdn acido acético-acetato
de sodio (0,1 M, pH 5,0) hasta su utilizacién para la
produccion del flavonoide (naringenina).

Produccion y parcial purificacién de naringinasa: Para
la produccion de la enzima, se tom6 5 ml de la solucién de
conidios de A. nigerIB-56 (2x10° conidios/ml) y se agregd
a 50 ml de medio de produccion (pH 5,0). Los cultivos se
incubaron a 30°C, 250 rpm, durante 72 h de incubacion.
Posteriormente, el micelio se separ6 por filtracion, el filtrado
obtenido se usé como fuente de naringinasa extracelular y
se guardd a 4°C hasta su concentracidon y parcial
purificacion con la sal de amonio.

Este filtrado se precipito con (NH,),SO, al 50% de saturacion
y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min. El precipitado
se resuspendi6 en tampon acetato de sodio-acido acético
(0,1M-pH 4,2) y se colocd en membrana de dialisis. Se dializo
toda la noche en el mismo tampon acetato, y posteriormente
se concentro el dializado cubriendo la membrana de dialisis
con 15 g de carboximetilcelulosa (Sigma) durante 6 h. EIl

Figura 1:
Mecanismo de
accion del complejo
enzimatico
naringinasa sobre
naringina en el

oH proceso de
HQ, or
conversion a
naringenina.
Ghcosa
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extracto enzimatico parcialmente purificado se mantuvo a 4
°C hasta su utilizacion y determinacion de actividad
enzimatica.

Produccion de naringenina por A. niger IB-56: A
100 ml medio de produccion (pH 5,0) que contiene naringina
(5g/L) como sustrato, se agregd 5 ml del cultivo de A. niger
IB56 de 241 (0,9 g/L en peso seco). La produccion se llevo
acabo en un reactor de 250 ml, a 30°C y 250 rpm. Se tomaron
muestras cada 3h durante 24 h de incubacion.

Produccion de naringenina por naringinasa
parcialmente purificada: A 100 ml de tampon acido acético-
acetato de sodio (0,1M; pH 4,2) se agrego6 naringina (5g/L)
y 1 ml del extracto concentrado de naringinasa (4,2 U/ml). La
produccion se llevo a cabo en un reactor de 250 ml,a37°Cy
250 rpm. Se tomaron muestras cada 3h durante 24 h de
incubacion.

Determinaciones

Biomasa: El micelio de Aspergillus nigerIB-56 se
separd del caldo de filtracion, se lavo varias veces con agua
destilada y se seco en estufa a 105 °C hasta peso constante.

Actividad Enzimatica: Para la determinacion de
actividad, la mezcla de reaccion se prepard con 0,10 ml de
extracto enzimatico (enzima extracelular), 0,25 ml de una
solucion de naringina al 0,1% (w/v) y 0,15 ml de tampon
acido acético-acetato de sodio (0,1M) pH 4,2. La mezcla se
incubd a 37 °C durante 20 min, los azicares reductores
liberados por accion enzimatica se determinaron por el
método de Somogyi (1945). Una Unidad naringinasa, se
define como la cantidad de enzima que cataliza la liberacion
de 1 umol de azicares reductores por min, a pH 4,2 ya 37 °C.

Flavonoides: Los flavonoides totales fueron
determinados por el método de Davis (1947). Naringina, y
naringenina por absorcion a 375 y 310 nm, respectivamente,
de acuerdo a Habelt & Pittner (1983).

Variables del proceso fermentativo: Coeficiente de
rendimento de producto respecto al sustrato, Y= g/g (donde
P/S, corresponde a concentracion de producto (naringenina)
/ concentracion inicial de naringina). Coeficiente de
rendimiento de producto respecto a la biomasa, Y= g/g
(donde P/X, es concentracion de naringenina /
concentracion de biomasa). Productividad volumétrica: Pv
=g/Lh, se calcula como gramos de naringenina producida
(g) / litro de medio (L) y por hora (h). Eficiencia (Ef) se
calcula por la siguiente ecuacion:

Rp
E=—x100=%
Rt

donde Rp, rendimiento practico, es la concentracion de
naringenina obtenido en el proceso y Rt, rendimiento
teorico, es la concentracion de naringenina que se tendria
que obtener a partir de la concentracion inicial de naringina
(Doran, 1998).

Reproducibilidad de los resultados: Todos los
ensayos se realizaron 3 veces por duplicado y los valores

reportados son el promedio de 6 valores independientes.
Los datos fueron analizados estadisticamente para obtener
la desviacioén estandar con un MS-Excel. Los valores
promedio fueron comparados, usando ANOVA,aP<0,5y
enun F-test.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de naringenina

La cepa de Aspergillus niger IB-56 se cultivd
previamente durante 24h en el medio con pulpa de limon,
para inducir la sintesis de naringinasa y obtener un
microorganismo con enzimas activas y en fase de crecimiento
exponencial.

Para la produccion de naringenina, los experimentos
se llevaron a cabo en proceso discontinuo y por un sistema
de cultivo sumergido y agitado. En estos cultivos,
Aspergillus niger IB-56 desarrolld como un agregado de
hifas entrecruzadas en formas de ovillo (Figura 2). Esto se
debe a que la agitacion genera fuerzas de cizalla que
producen movimiento y deformacion del liquido; a su vez
provocan la fragmentacion de las hifas resultando de ello
un micelio mas corto pero mas ramificado que puede
presentarse como pellets (ovillo). Por el contrario, de
acuerdo a Wainwright (1992) otros hongos, como
Neurospora sp. y Penicillium sp., cuando desarrollan en
cultivos sumergidos forman un micelio corto y disperso en
el interior del liquido. Esto se debe a que en medios liquidos,
el medio ambiente es homogéneo y los nutrientes se hallan
mas facilmente disponibles que en medios so6lidos (Martin
& Demain, 1978). Mientras que sobre superficies solidas
(agar, madera, cascara citrica, etc.) los hongos desarrollan
un micelio extendido, llegando a observarse hifas muy largas,
a fin de encontrar los nutrientes necesarios para el
crecimiento celular.

del cultivo de

Figura 2: Desarrollo caracteristico
Aspergillus niger IB-56 en medios liquidos agitados.
Se observa el entrecruzado de las hifas formando los
tipicos pellets.
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En la Figura 3 se muestra la cinética de produccion
de naringenina por A. niger IB-56. La maxima produccion
del flavonoide se obtiene a las 24 h de incubacidn, este
aumento coincide con la disminucion de la concentracion
de naringina y de los azficares reductores en el medio. Como
se muestra en la figura 3, las enzimas del hongo hidrolizaron
los azucares del flavonoide (ramnosa y glucosa) para ser
usados como fuente de carbono para el desarrollo y
mantenimiento celular.

Cuando se utilizé naringinasa parcialmente
purificada, la maxima produccion de naringenina (2,23 g/L)
se obtuvo a las 15 h de incubaciéon. Paralelamente se
determind un aumento del contenido de azucares reductores
en el medio, liberados por accién enzimatica. Esta
acumulacion de ramnosa y glucosa en el medio puede tener
un efecto negativo sobre la actividad enzimadtica y puede
ser limitante cuando se trabaja con altas concentraciones
de sustrato. Por el contrario, cuando se utiliz6 el hongo
este no sucede ya que los azucares fueron asimilados por el
microorganismo.

En la tabla 1 se muestran los pardmetros fermenta-
tivos obtenidos en la produccion de naringenina por el hon-

go y con la enzima parcialmente purificada.
Los valores del coeficiente de rendimiento de

producto, Yp/s y la productividad (Pv) obtenidos con A.
nigerIB-56 son similares a aquellos conseguidos con la
enzima parcialmente purificada (Tabla 1). Si consideramos la
produccién de naringenina por hora (g/h), el hongo /B-56
produjo 0,1 g/h del metabolito similar al obtenido con la
enzima parcialmente purificada (0,14 g/h).

-Azdcares reductores (g/1)

Maringina-Naringenina
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Tiempo de incubacidn (h)
Figura 3: Cinética de la produccion de naringenina
por  Aspergifius  piger IB-56. Eveluciin de la
concentracion de naringemina (-m-); azicares
reductores (-0-) ¥ naringina (-A-), en g/1, durante el
proceso discontinus.
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La Eficiencia (Ef), un parametro importante del
proceso fermentativo, mostré que cuando se utilizd A.
nigerIB-56, como biocatalizador, se obtuvo un 85 % de
eficiencia en la produccion de naringenina, respecto al valor
encontrado con naringinasa parcialmente purificada (Ef=94
%). Resultados similares (Ef=82%) fueron encontrados con
naringinasa de Penicillium sp., inmovilizada por union
covalente a virutas de madera (Puri et al., 2005) y una Ef=
70%, a 60 °C, cuando naringinasa fue inmovilizada en esferas
de geles de alginato de calcio (Puri et al., 1996). En estos
casos el proceso es altamente costoso debido al proceso de
purificacion e inmovilizacion de la enzima, si bien, las
reacciones a temperaturas altas (60°C) minimizan las
contaminaciones por bacterias, el gasto energético por
calefaccion incrementa el costo final del proceso enzimatico.

En conclusion, de acuerdo a los resultados
presentados, el proceso biotecnoldgico propuesto tiene
ventajas porque se utilizé un hongo como Aspergillus
nigerIB-56, con el cual se logro una Eficiencia del 85% en la
produccion de naringenina, un 9,5 % menor que aquella
obtenida con la enzima parcialmente purificada. Por otra
parte, emplear el microorganismo permite retener la
integridad estructural de la enzima; aumentar la sintesis de
naringinasa e incrementar la concentracion de naringenina
deseada al reciclar el medio de fermentacion en el reactor,
sin que se inactive el biocatalizador.

El proceso biotecnoldégico planteado podria
extrapolarse a procesos donde se empleen materias primas
econdmicas como residuos citricos, cascaras de manzanas,
residuos de la soja, etc., que contengan flavonoides para
disminuir, ain mas, los costos de produccion de naringenina
de importancia para la industria farmacéutica y alimentaria.
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Tiemipo | MNaringenina | Yp& Py
(h} (gL} igfg) | (glh)

Aspergillus 14 2.01 0.40 | 0.10
niger
IB-5
Naringinasa 15 223 045 | 012
parcialmente
purificada

Tabla 1: Parametros fermentativos de la produccion de
naringenina obtenidos por Aspergillus niger IB-56 y con
naringinasa parcialmente purificada. Concentracion de
naringenina (g/L); Productividad (Pv) y Coeficiente de
Rendimiento de producto (Yp/s).
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