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Introduccion

Extraccion de polifenoles a partir de orujo de uva

cQué se busca?

v' Maximizar el rendimiento de recuperacion de polifenoles totales
y de la actividad antioxidante

v" Composicion. Enriquecer la muestra en determinados
compuestos de interés.

v" Minimizar el impacto ambiental



Introduccion

Extraccion de polifenoles a partir de orujo de uva

:Como? , .
¢ Solventes organicos

Mezclas agua/solvente organico
v’ Extraccion sélido-liquido

\ Hidrdlisis alcalina (fendlicos
no extraibles)

Cabezudo I. et al(2020) Soybean (Glycine max) hull valorization through the extraction of polyphenols
by green alternative methods. Food Chemistry

——

Celulasa Disminuir la
complejidad de
’ — la matriz de la
v’ Extracciones mediadas por ' Pectinasa pared celular
enzimas hidroliticas _J  vegetal
‘ Tanasa Disminuir la complejidad

los polifenoles
polimerizados



Parte ll-Introduccion

Enzima Tanasa (EC 3.1.1.20)

e (Cataliza |la hidrolisis de los enlaces éster presentes en los taninos
hidrolizables y ésteres de acido galico.

Tanasa

0. o HO
—_—
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HO o H OH
0. OH
o OH

OH Glucosa Acido galico

HO OH

HO Acido tanico
OH

e Esta presente en un grupo diverso de microorganismos, incluyendo
bacterias del rumen, levaduras y hongos filamentosos



Parte I-Materiales y métodos

«Bot‘demo/

BODEGA & VINEDOS '

BODEGAS
ENTEIN

ALLE DE UCO, MENDOZA

(IR

v Congelado a -20 °C

v" Secado en estufa a 60 °C hasta humedad menor a 6 %

v" Molido hasta obtener un tamafio de particula entre 0.25 — 2.38 mm




Parte I-Materiales y métodos

Optimizacion de la extraccidn enzimatica de polifenoles
mediante la metodologia de superficie de respuesta (Syrah)

Cribado—> 6 factores, 16 experimentos
pH, Temperatura, tiempo de incubacion, pectinasa, celulasa, tanasa

Pecti Celul T t(h) reportados
(Fernandez et 190 1500 750 3 50°C 4.0
al., 2015) 37°C 5.0
6.75-13.5 158-315 2000-4000 24 40 °C 55
al., 2012) .
Rango para 25-45 °C 4-5.5
Rango para el 0-100 0-100 0-100 2-6
el cribado
cribado

Meini M.R.; Cabezudo I.; Boschetti C.; Romanini D.(2019) Recovery of Phenolic Antioxidants from
Syrah Grape Pomace through the Optimization of an Enzymatic Extraction Process. Food Chemistry



Parte |- Resultados

-> Respuestas evaluadas:
Fenoles Totales — Método Folin-Ciocalteu (TP)
Actividad Antioxidante - Método del ABTS (TEAC)

Term 4.30
1

Factor Name
A pectinase
B cellulase
C tannase
D pH

E T (°C)

F t (hs)

Diagrama
de Pareto

2 4 6 8 10 12 14
Standardized Effect

v'No hay efecto significativo de los factores pH, tiempo y pectinasa
en los rangos evaluados.

Meini M.R.; Cabezudo I.; Boschetti C.; Romanini D.(2019) Recovery of Phenolic Antioxidants from
Syrah Grape Pomace through the Optimization of an Enzymatic Extraction Process. Food Chemistry



Parte |- Resultados

Optimizacion de la extraccidn enzimatica de polifenoles

Diseno de superficie de respuesta: Box-Behken (15 experimentos)
Factores:
Celulasa (0-200 U), tanasa (0-200 U), temperatura (25-45 °C).

TEAC | |
Maximum | |
y= 5.5204 | |

d=1.0000

TP
Maximum
y=0.7778

d=0.93445

© & © & P N
Cellulase (U/g of GP) Tannase (U/g of GP) Temperature (°C)

Meini M.R.; Cabezudo I.; Boschetti C.; Romanini D.(2019) Recovery of Phenolic Antioxidants from
Syrah Grape Pomace through the Optimization of an Enzymatic Extraction Process. Food Chemistry



Parte |- Resultados

Optimizacion de la extraccidn enzimatica de polifenoles

v’ Condiciones dptimas para maximizar el rendimiento de
obtencion de fenoles totales y actividad antioxidante.

Respuesta Fenoles Totales (FT) Actividad antioxidante
maximizada (g GAE / 100 g of GP) (TEAC)
(TE mmol /100 g of GP)

Celulasa Tanasa T Predicho Experimental  Predicho  Experimental

(U/gof (U/gof (°C)
GP) GP)

FT and TEAC 188 198 45 0.78 0.81£0.04 5.52 5.58 £ 0.05

Meini M.R.; Cabezudo I.; Boschetti C.; Romanini D.(2019) Recovery of Phenolic Antioxidants from
Syrah Grape Pomace through the Optimization of an Enzymatic Extraction Process. Food Chemistry



Resultados

Relative increment

v'Las mismas condiciones optimizadas pueden aplicarse a otras variedades
de orujo, obteniendo aumentos en los rendimientos de extraccion:

v'polifenoles = 10-60 %
v’ actividad antioxidante = 10- 80 %

Meini M.R.; Cabezudo I.; Boschetti C.; Romanini D.(2019) Recovery of Phenolic Antioxidants from
Syrah Grape Pomace through the Optimization of an Enzymatic Extraction Process. Food Chemistry



Resultados

Caracterizacion de los extractos por HPLC-DAD

3 1-ROCIO hypersil G 2-10-17 #75
3 2-RoOCIO hypersil G 2-10-17 #76
3 3-rROCIO hypersil G 2-10-17 #77
2266 3 4-ROCIO hypersil &G 2-10-17 #78
5 - Gallic acid - 1’.770

ac. galico I
2000: /

1600

UV_VIS_1 WVL:280 nm
UV_VIS_1 WVL:280 nm
UV_VIS_1 WVL:280 nm
UV_VIS_1 WVL:280 nm

BWN =

1400
1200

1000 il

| ac. siringico

ac. cumarico

v

29 - Cumaric acid - 7.617

e .u_t_v*"-‘—"—‘-“““\jlu_u_nm TR

800+

216
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Columna: Hypersil Gold C18 3 um; 2.1 mm; 100 mm
Eluente A: Agua, ac. acético 0,5 %
Eluente B: Acetonitrilo



Parte |- Resultados

Caracterizacion de los extractos por HPLC-DAD

0.035
M Control

mC1838U
mT198U

0.03 -

0.025

0.02 -

0.015

g/100gGP

0.01 -

0.005

v' Aumento de &c. galico significativo debido al tratamiento con tanasa.
v' Aumento de &c. cumarico por accidn de tanasa y de celulasa.

v" Aumento significativo de malvidin-3-O-glucoside debido al
tratamiento con celulasa.

mC18 U+T198U



Parte I- Conclusiones

v’ Se obtuvieron las condiciones dptimas para el tratamiento
de orujo de uva con las enzimas tanasa y celulasa:

Fenoles Actividad Cantidad Tiempo de
totales antioxidante de enzima incubacion

v Pueden obtenerse extractos con enriquecimiento selectivo
respecto a ciertos polifenoles

v El método es aplicable a distintas variedades de orujo.



Parte |l

v’ Hipétesis de trabajo: “La fermentacion en cultivo sumergido
(FSM) y estado sdlido (FES) de hongos filamentosos sobre el orujo
de uva permitiria mejorar el rendimiento de extraccion acuosa de
polifenoles a través de la produccion de enzimas hidrolasas in

situ.”




Parte ll-Introduccion

Bioresource Technology
Volume 298, February 2020, 122551

ELSEVIER
Valorization of palm biomass wastes for biodiesel
feedstock and clean solid biofuel through non-
sterile repeated solid-state fermentation

Rawitsara Intasit , Benjamas Cheirsilp * & B, Yasmi Louhasakul b, Piyarat Boonsawang 2, Sumate Chaiprapat <,

Jarucha Yeesang 9

Research Article | Published: 03 February 2020
Pomegranate peel waste: a new substrate for citric acid
production by Aspergillus niger in solid-state
fermentation under non-aseptic conditions

Triantafyllos Roukas ™= & Parthena Kotzekidou

Environmental Science and Pollution Research 27, 13105-13113(2020) | Cite this article

261 Accesses | 1 Altmetric | Metrics

| Food and Agriculture

}ow:nal of the
Science of

(@)
SCli

Research Article

Olive pomace valorization by Aspergillus species: lipase
production using solid-state fermentation

Felisbela Oliveira, Claudia Moreira, José Manuel Salgado, Luis Abrunhosa, Armando Venancio, Isabel
Belo i

First published: 25 November 2015 | https://doi.org/10.1002/jsfa.7544 | Citations: 17

Journal of Biotechnology
Volume 231, 10 August 2016, Pages 55-64

£
ELSEVIER

Valorization of bakery waste for biocolorant and
enzyme production by Monascus purpureus

Md Ariful Hague 2, Vasiliki Kachrimanidou b Apostolis Koutinas b Carol Sze KiLin* A =

Show more



Parte ll-Introduccion

v’ Evaluar el efecto de la fermentacion del orujo de uva
mediada por hongos de Aspergillus niger y Aspergillus
oryzae, sobre el rendimiento de extraccion de polifenoles y
de actividad antioxidantes.

v’ Evaluar la produccién de enzimas en el medio extracelular
que podrian favorecer la liberacion de polifenoles: celulasa,
pectinasa, tanasa.



Parte ll-Introduccion

v Enzima Tanasa (EC 3.1.1.20)
Aplicaciones

Agente clarificante Produccion de acido galico

Sintesis de trimetoprima

. Sintesis de pirogalol

HO OH

OH Sintesis de propilgalato

1 kg Tanasa Kikkoman
| Alto costo 500 U/g
B S USS 250

-~



Parte ll-Introduccion

v Produccién de tanasa en cultivos sumergidos de A. niger

* Condiciones optimas reportadas
[ — Inductor: Ac. Tanico 1-2%; 10% ]
— Temperatura: 30°C-36°C
— pH: 5.5
— Agitacion 150 rpm / 6 Medio Sélido 65-70 % humedad
— Tiempo de incubacién: 36-96hs

[- Alternativa de induccion: fuentes naturales de taninos ]




Parte lI-Resultados

v Produccién de tanasa en cultivos sumergidos de A. niger
empleando orujo de uva como inductor

A 10 B 1q v' Para alcanzar una

16 Fenoles totales o,

14 concentracion de 0.25 %
taninos —> 8.8 g/100 ml

T 120 Proteinas totales
E
o 100 12
80
60 0,8 , .,
w0 g 05 Se probd esta relacion en
o 0,4 . ,
” I i o2 cultivos (120 hs) —> se observo
0 0,0
o & & & ¢ & ol & ~ N &
éﬂs’ & ‘&\'g&" & ."9“ _¢0"e9 ‘5& @J;’ & 0{3’ .90‘.‘;

g. de ac. galico (mg / mL)

Proteinas totales (pg/mL)

crecimiento pero no se detectd
actividad tanasa
v’ Se decidié probar si el OU

) é&

& < & <

€ 0,90 - :
3 oas Taninos puede emplearse en forma
o complementaria al acido
5§07 tanico
o 0,65
g 050 Se realizaron cultivos con la
o 0,55
Yoo B relacion 8.8 g/100 ml de OU +
X ol @' \‘bo ¢ 7 7 .
A A 4 % ac. tanico.

Meini, M.R., Ricardi, L. L., & Romanini, D. (2019). Novel Routes for Valorisation of Grape Pomace
Through the Production of Bioactives by Aspergillus niger. Waste and Biomass Valorization.
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Parte lI-Resultados

v Produccién de tanasa en cultivos sumergidos de A. niger
empleando orujo de uva como inductor
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Parte lI-Conclusiones

v Produccién de tanasa en cultivos sumergidos de A. niger
empleando orujo de uva como inductor

v’ EI OU por si solo no es capaz de inducir la produccion de enzima
tanasa

v' El empleo de OU combinado con dcido tdnico da lugar a un efecto
sinérgico en la induccion de la enzima, que permite reducir la
concentracion de dcido tanico manteniendo el nivel de produccion
optimo.

Meini, M.R., Ricardi, L. L., & Romanini, D. (2019). Novel Routes for Valorisation of Grape Pomace
Through the Production of Bioactives by Aspergillus niger. Waste and Biomass Valorization.



Parte lI-Resultados

v’ Liberacién de polifenoles en los cultivos sumergidos de A.
niger que producen enzima tanasa

120.0 - 3 -
110.0 -
2.5 -
S 100.0 -
>
O 400 - o 27
[=Ts] N [=Ts]
S
w800 - = 15 -
g = == A. niger CD + AT
70.0 - = ) SRRV "
[=1s]
& w1 == Control CD + AT
60.0 - =
50.0 - 05 1
40.0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
t (h) t (hs)

v' Aumento en la cantidad de fenoles totales y actividad
antioxidante en el medio entrelas 48 ylas 72 h



Parte lI-Resultados

Abs Al

Abs (mALl

Abs [mAl}

v’ Liberacién de polifenoles en los cultivos sumergidos de A.
niger que producen enzima tanasa
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Parte lI-Resultados

v" Produccidn de otras enzimas de interés industrial

0.7
0.6
L7, ]
S 0.5
2 :
\©
€ 04
2
S 03
02
®
T 0.1
c
- 0.0 Svrah
. . yrah +
4% AT | 6% AT | Syrah 4% AT
M Pectinasa (U/ml)| 0.38 0.14 0.59 0.44
m Celulasa (U/1) 0 0 0.38 0.23

Meini, M.R., Ricardi, L. L., & Romanini, D. (2019). Novel Routes for Valorisation of Grape Pomace
Through the Production of Bioactives by Aspergillus niger. Waste and Biomass Valorization.




Parte lI- Resultados

» Propagacion
de las cepas

» Preparacion del medio
de cultivo

- xgdeOU

- ymlde Medio Czapex
Dox + Ac. Tanico 2 %
w/v

Tesina Cecilia Galetto
Co-directores: MR Meini
e l. Cabezudo

= W — G0, T :

Crecimiento del Agregado de un volumen
cultivo durante 3 x de agua y agitacion
dias durante un tiempo y

temperatura definidos

Filtracion /
Centrifugacion

Extractos
-Polifenoles Totales
-Actividad
Antioxidante
-Actividades
Enzimaticas




Parte lI-Conclusiones

v Un proceso disefiado para producir tanasa empleando un
residuo rico en taninos, puedo a su vez ser utilizado para
la produccion de ac. galico y de otras enzimas

OrUJO de uva x A. niger
Ac. galico Tanasa

Pectinase

Ac. siringico

Meini, M.R., Ricardi, L. L., & Romanini, D. (2019). Novel Routes for Valorisation of Grape Pomace
Through the Production of Bioactives by Aspergillus niger. Waste and Biomass Valorization.



Obtencion de bioproductos a partir de descartes de
zanahoria

Fermentacion
DESCARTES de ENZIMAS
en estado .
ZANAHORIA . Fructofuranosidasa
solido
. (Invertasa)
-l A. niger

Reaccion de

FRUCTO-

transfructosilacion | —> ,
OLIGOSACARIDOS

Fermentacion
bacterias ——> | AC. LACTICO

lacticas

Procesamiento

JUGO

Lic. Laureana Guerra
Dra. Adriana Clementz



Aislamiento de nuevas cepas fungicas autdctonas
productoras de enzimas de interés industrial

Bioprospeccion
Zona Alcorta, Santa Fe
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Semillas de algoddn, barbecho de soja

Desechos
Agroindustriales

® Nuevas cepas
fungicas

Revalorizacién ° Enzimas
® Pigmentos

® Antibidticos
® Otros metabolitos

Orujo de uva, cascarilla de soja, afrechillo de trigo

Lic. Natasha Melnichuk
Dra. Diana Romanini
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