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Resumen 

 

Extracción de compuestos bioactivos de residuos de piña (Ananas comosus) 

usando fermentación en estado sólido 

 

La elaboración de productos a base de piña genera altas cantidades de residuos 

orgánicos, y la contaminación que causa la inadecuada disposición final de estos residuos 

motiva a que se investiguen alternativas tecnológicas para su aprovechamiento. El objetivo 

de esta investigación fue la liberación de compuestos bioactivos por fermentación en 

estado sólido (FES) del corazón y cáscara de piña MD2, con el fin de obtener agentes 

antioxidantes y antimicrobianos. Se evaluaron los residuos de piña como soporte de FES 

y el tiempo de fermentación necesario para obtener la mayor cantidad de compuestos 

fenólicos. Estos resultados se relacionaron con la capacidad antioxidante y las enzimas 

producidas. Igualmente, se identificaron los compuestos bioactivos presentes en la 

fermentación por HPLC-MS. Finalmente, se determinó la actividad antibacteriana por el 

método de microdilución. Los resultados del crecimiento radial y SEM evidencian que los 

residuos de piña cumplen con las características para ser un buen soporte de FES con A. 

niger GH1. La FES aumentó en un 73% la cantidad de compuestos fenólicos a 32 horas 

de fermentación y este resultado se correlaciona positivamente con la capacidad 

antioxidante y la actividad enzimática de β-glucosidasa y celulasas. El extracto obtenido a 

este tiempo inhibió el crecimiento bacteriano de Listeria monocytogenes y Staphylococcus 

aureus. En conclusión, la FES es un proceso biotecnológico con potencial para la 

valorización sostenible de los residuos de piña para obtener compuestos bioactivos de alto 

valor y múltiples aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. 

Palabras clave: Residuos de piña, Compuestos bioactivos, Compuestos fenólicos, 

Propiedades biológicas, Capacidad antioxidante, Capacidad antimicrobiana. 
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Abstract 

 

Extraction of bioactive compounds from pineapple waste (Ananas comosus) using 

solid fermentation 

The production of pineapple-based products generates high amounts of organic waste, the 

pollution caused by the inadequate final disposal of this waste motivates the investigation 

of technological alternatives for its use. The objective of this research was the release of 

bioactive compounds by solid-state fermentation (SSF) from MD2 pineapple heart and skin 

in order to obtain antioxidant and antimicrobial agents. Pineapple residues were evaluated 

as a support for SSF and the fermentation time necessary to obtain the highest amount of 

phenolic compounds. These results were related to the antioxidant capacity and the 

enzymes produced. Likewise, the bioactive compounds present in the fermentation were 

identified by HPLC-MS. Finally, the antibacterial activity was determined by the 

microdilution method. The results of radial growth and SEM show that pineapple residues 

meet the characteristics to be a good support for SSF with A. niger GH1. The FES 

increased the amount of phenolic compounds by 73% at 32 hours of fermentation and this 

result correlates positively with the antioxidant capacity and the enzymatic activity of β-

glucosidase and cellulases. The extract obtained at this time inhibited the bacterial growth 

of Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. In conclusion, SSF is a 

biotechnological process with potential for the sustainable recovery of pineapple residues 

to obtain high-value bioactive compounds and multiple applications in the food, cosmetic 

and pharmaceutical industries. 

Keywords: Pineapple by-products, bioactive compounds, phenolic compounds, biological 

properties, antioxidant activity, antimicrobial capacity.
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Introducción 

Entre India, Filipinas, China y los Estados Unidos de América se producen cerca de 55 

millones de toneladas de desechos de frutas y verduras debido al procesamiento, 

envasado, distribución y consumo de estas. La agroindustrialización de frutas y hortalizas 

es una de las prácticas industriales que más desechos sólidos orgánicos genera en el 

mundo. En general, per cápita, se desperdicia mucho más en los países industrializados 

que en los países en vía de desarrollo, en Europa y Estados Unidos el desperdicio de 

alimentos per cápita se encuentra entre 95-115 kg /año y en los países de África 

subsahariana y Asia meridional y sudoriental es de solo 6-11 kg/año (FAO 2011). 

No obstante, los residuos de frutas y hortalizas debido a su naturaleza son una amplia 

fuente de compuestos bioactivos como los compuestos fenólicos. Los compuestos 

fenólicos se encuentran en gran cantidad en cáscaras, semillas y demás residuos de 

estructuras vegetales, del total de estos compuestos, el 24% se encuentran ligados a otros 

compuestos químicos presentes en la matriz biológica (Adom y Liu 2002, Yang, Liu, y 

Halim 2009).  

Una de las técnicas más usadas para la recuperación y liberación de fenoles ligados es la 

fermentación en estado sólido (FES), esta técnica es amigable con el medio ambiente, de 

fácil escalamiento y mediante la producción de enzimas de forma natural por parte de los 

microorganismos permite la extracción de estos biocompuestos (Cano y Postigo et al. 

2021). Pandey (2003) demuestra que una baja cantidad de agua en la FES ofrece ventajas, 

como fácil recuperación del producto, disminución del costo de producción, representado 

en costo de energía, ya que el proceso no requiere alta agitación y es posible trabajar en 

un fermentador pequeño (Martins et al. 2011). Por lo tanto, la FES es una tecnología 

atractiva para regiones con baja tecnificación y personal no calificado, como muchas de 

las zonas vulnerables de Colombia, comparado con tecnologías como ultrasonido, altas 

presiones o pulsos eléctricos, que requieren equipos costosos y alto consumo energético. 

Con la FES se podrían obtener compuestos de alto valor comercial, con materias primas 
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que se consideran residuos no aprovechables, como los residuos de piña, con baja 

inversión, y con microrganismos de fácil adaptación y rápido crecimiento. 

La piña es una de las frutas más producidas en los países tropicales y subtropicales, el 

mayor productor de piña en el mundo es Costa rica, con una producción de 3´328 100 

toneladas y 40 000 hectáreas sembradas en el 2019, seguido de Filipinas con 2´747 856 

toneladas y Brasil con 2´426 526 toneladas. Colombia ocupa el puesto onceavo con una 

producción de 1´008 687 y 23 378 hectáreas sembradas en el 2019. En Colombia, los 

departamentos con mayor participación en el cultivo de este fruto son: Santander con un 

43%, el Valle del cauca con un 15% y el Meta con el 12% (FAOSTAT 2019). Colombia 

exporta piña a Italia, Estados Unidos, Chile, España, Reino Unido y Portugal, los TLC han 

abierto las puertas de las exportaciones de estos productos, sin embargo, la alta 

producción también ha ocasionado el aumento de los residuos de estos frutos (Cardona 

Ruiz & Castaño Giraldo, 2019). 

En departamentos como el Cauca, el cultivo de piña ha dado a más de 336 familias la 

posibilidad de mejorar su calidad de vida. En este departamento, las autoridades buscan 

cambiar los cultivos ilícitos por cultivos orgánicos, que inducen al desarrollo departamental 

y dejar atrás todo el daño que ha ocasionado la violencia (El Tiempo, 2022). El 

departamento del Cauca actualmente está en búsqueda de alternativas de generación de 

empleo por medio de cultivos orgánicos, y aprovechar los residuos de la piña podría ayudar 

en este objetivo al generar un aumento en los ingresos de más familias. 

De este modo, mediante el uso de la tecnología FES en los residuos de la piña, se ha 

reportado en el incremento de fenoles totales (FT) entre un 6.6% y un 74% (Rashad et al. 

2015, Correia et al. 2004), así como el aumento de 3 veces el contenido de proteína cruda 

(Aruna, 2019) y  del 60% el contenido de polihidroxialcanoatos (Vega-Castro et al. 2016). 

El aumento de diversos compuestos en los residuos agroindustriales mediante la 

aplicación de la tecnología FES, se debe especialmente al proceso de liberación por parte 

del trabajo de las enzimas. Es por esto que en los estudios relacionados con la FES es 

conveniente la evaluación de la actividad enzimática según el compuesto que se desea 

obtener, en las investigaciones relacionadas con el aumento del contenido de estructuras 

fenólicas como elagitaninos, ácido gálico, catequina, epicatequina, entre otros, se han 
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asociado directamente a la presencia de xilasas, tanasas, celulasas, β-glucosidasa 

(Yepes-Betancur et al. 2021; Correia et al. 2004; Ascacio-Valdés et al. 2014). 

Por otro lado, además de la capacidad antioxidante ampliamente estudiada de los 

compuestos fenólicos, estas estructuras tienen la capacidad de trabajar como agentes 

antimicrobianos, impidiendo el equilibrio entre el medio interno y externo de los 

microorganismos patógenos. Algunas de las estructuras fenólicas presentes en los 

residuos de la piña son linalol, el α-terpineol y el furfural, estudiadas por su efecto inhibitorio 

contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Brito et al. 

2021). 

En 2015, las Naciones Unidas adoptaron los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). El 

duodécimo ODS aborda la “producción y consumo responsable” y establece la gestión 

eficiente de los residuos. Debido a todo lo anterior y en aporte al duodécimo ODS, el 

objetivo de esta investigación fue evaluar por primera vez los compuestos fenólicos ligados 

y libres durante el proceso de FES con A. niger GH1 y evaluar su capacidad antioxidante 

y antimicrobiana contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus 

(Figura 1). 

 

 

Figura resumen. FES de residuos de piña para la obtención de compuestos de alto valor 
comercial 
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6 Extracción de compuestos bioactivos de residuos de piña (Ananas 

comosus) usando fermentación en estado sólido 

 
 

 

Objetivos  

 

Objetivo general 

Evaluar procesos de fermentación en estado sólido con Aspergillus niger para la obtención 

de compuestos bioactivos con capacidad antimicrobiana a partir de residuos de la piña 

(Ananas comosus). 

Objetivos específicos 

- Evaluar el potencial de los residuos de la piña MD2 para su inclusión en un proceso 

de FES. 

 

- Evaluar el efecto de la FES con Aspergillus niger GH1 sobre la liberación de 

compuestos bioactivos a partir de residuos de piña. 

 

- Evaluar el potencial antimicrobiano del extracto de residuos de piña fermentados, 

contra bacterias patógenas como Escherichia coli, Listeria monocytogenes y 

Staphylococcus aureus. 



 

 
 

1. Capítulo 1:                                    
Perspectiva para la valorización de los 
residuos de piña: usos funcionales y 
biotecnológicos 

1.1 Resumen 

La piña (Ananas comosus) es una de las frutas tropicales más comercializadas a nivel 

mundial. El alto procesamiento y consumo de esta fruta genera enormes cantidades de 

desechos orgánicos, que son serios problemas de contaminación. En este capítulo, 

describimos críticamente los desechos de piña, desde su composición química hasta sus 

propiedades funcionales y biológicas, así como los últimos avances en tecnologías de 

valorización. Investigaciones revelarán que los desechos de piña se caracterizan 

principalmente por la presencia de fibra dietética soluble e insoluble. En particular, este 

capítulo destaca la posibilidad de que los desechos de la piña sean procesados para 

obtener compuestos bioactivos como la bromelina y compuestos fenólicos con importantes 

propiedades biológicas como capacidad antioxidante, anticancerígena y antimicrobiana. 

Los residuos de piña se pueden valorizar utilizando tecnologías ecológicas y 

biotecnológicas como la fermentación para lograr el enfoque de cero residuos. Sin 

embargo, es necesario profundizar en el análisis de las moléculas de los residuos de las 

diferentes variedades, sus efectos en la salud y desarrollar procesos tecnológicos para 

obtener productos alimenticios funcionales con estos. 

1.2 Introducción 

La piña (Ananas comosus) pertenece a la familia Bromeliaceae. Es una planta 

monocotiledónea con 46 géneros y 2 000 especies aproximadamente. Su fruto se 

considera una infrutescencia y termina en un conjunto de hojas; es carnoso, fibroso y 

amarillo; su tonalidad depende de la variedad (Kavuthodi & Sebastian, 2018). 
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La piña es una de las frutas tropicales más importantes a nivel mundial, y las principales 

zonas productoras son América del Sur, América Central y el Sudeste Asiático. Se produce 

en más de 80 países, siendo Costa Rica el mayor productor, con una partición del 11 % 

equivalente a 3´328 100 t, con una superficie de 40 000 ha sembradas en 2021. En 

segundo lugar se encuentra Indonesia, en tercer Filipinas y cuarto Brasil, con una 

participación de 9.3%, 9.2% y 7.5% , respectivamente (FAOSTAT, 2019). Gran parte de la 

piña producida en estos países se exporta a los Estados Unidos y la Unión Europea. En 

Costa Rica, esta actividad económica genera ingresos totales de $ 941.5 millones por año 

(Chen et al., 2020). 

La producción agrícola y el procesamiento de la piña generan muchos desechos. En los 

países en desarrollo, los residuos son llevados a incineradoras o vertederos, en su mayoría 

ubicados en zonas vulnerables, generando problemas de salud (Castañeda Torres & 

Rodriguez Miranda, 2017). Adicionalmente, los residuos generan descomposición 

bacteriana, volatilización y reacciones químicas, provocando altas tasas de metano y 

dióxido de carbono; además, se producen fuertes olores debido a la formación de ésteres, 

sulfuro de hidrógeno, organosulfuros, alquilbencenos, limoneno y otros hidrocarburos. 

Además de afectar la salud de las personas, estos gases contribuyen al calentamiento 

global (Ferronato et al., 2021).  

En este sentido, la gestión integral de los residuos contribuye al desarrollo de negocios 

sostenibles y del medio ambiente (Rojas et al., 2018). Los desechos de la piña están 

compuestos por importantes componentes nutricionales y funcionales, entre los que se 

destacan los carbohidratos, la fibra dietética insoluble, la fibra dietética soluble (pectina, 

gomas y oligosacáridos) (Rico et al., 2020). Por su composición química, los residuos y 

subproductos de los alimentos pueden ser utilizados en la industria alimentaria y 

farmacéutica en la producción de compuestos de alto valor añadido como los fenólicos 

(Rashad et al., 2015), fibras (Fernandes Pereira et al., 2021) y enzimas (Rojas et al., 2018). 

También en biotecnología, en la síntesis de ácidos orgánicos (Zain et al., 2021) y 

polihidroxialcanoatos (PHA) (Vega-Castro et al., 2016), industria energética (Mund et al., 

2021) y ambiental (biorremediación) (Astuti et al., 2019). En adición, los residuos de piña 

presentan alta actividad biológica; compuestos fenólicos y proteasas específicas extraídas 

de los subproductos de la piña se han utilizado como agentes antioxidantes, 
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antimicrobianos (Brito et al., 2021), anticancerígenos (Chen et al., 2019), antidiabéticos 

(Hu et al., 2011) y anti- inflamatorio (Şehirli et al., 2020). 

Aún se carece de información reciente sobre la composición química, la actividad biológica 

y las aplicaciones biotecnológicas de los residuos de la piña de las diversas variedades 

cultivadas en el mundo. Laftah y Wan Abdul Rahman (2016), Dungani et al. (2016), Asim 

et al. (2015), Silva et al. (2020) y Verma (2015) sólo destacan los diferentes usos de la fibra 

obtenida de las hojas de las plantaciones de piña, Aditiya et al. (2016) muestran 

teóricamente la cantidad de biocombustible que se puede producir utilizando cáscara de 

piña; Kringel et al. (2020), Roda  y Lambri (2019), Moreno-González & Ottens (2021), Ong 

et al. (2018), Campos et al. (2020), Rico et al. (2020) y Banerjee et al. (2018) reportaron 

algunas aplicaciones y métodos de extracción de compuestos de valor agregado utilizando 

subproductos de la piña como materia prima. Por tanto, el objetivo de esta revisión es 

presentar una descripción detallada de la biomasa residual y subproductos de la piña, 

donde se incluye la composición química, las propiedades biológicas y los principales usos 

biotecnológicos reportados. 

1.3 Residuos de piña 

En la cadena productiva de la piña, las etapas de cosecha y postcosecha generan grandes 

cantidades de desechos de piña (Banerjee et al., 2018). La replantación de la piña es un 

proceso que depende de las prácticas culturales y agrícolas, se puede renovar cada ciclo 

de fruto o cada dos años (Chen et al., 2020). En este contexto, los subproductos 

corresponden a tallos y hojas, en una planta de piña gold honey o también conocida como 

MD2, estos residuos son de aproximadamente 3.2 Kg (René et al., 2016). En Costa Rica, 

el cultivo de la piña produce cada dos años alrededor de cuatro millones de toneladas de 

biomasa residual, principalmente hojas (Chen et al., 2020). Los residuos generados se 

eliminan para preparar el suelo para la nueva siembra; la práctica de disposición más 

común corresponde a secado solar y posterior incineración (Zhuang et al., 2020). 

En las etapas de postcosecha, los frutos se comercializan frescos o se llevan a las 

industrias para su transformación. Las frutas frescas comercializadas deben cumplir con 

ciertos estándares de calidad, según el país donde se comercializan las frutas. Si estas 

frutas no cumplen con estos estándares, se suman al porcentaje de pérdidas de alimentos. 
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Además, muchos organismos patógenos pueden atacar los cultivos de piña e impedir que 

se consuman los frutos; por ejemplo, Phytophthora (Oculi et al., 2020), los nemátodos 

Meloidogyne javanica y Meloidogyne incognita (Kiriga et al., 2018), la cochinilla (Mealybug) 

(Hernandez-Rodriguez et al., 2014), el gusano barrenador (Strymon basilides), el Elaphria 

nucicolora y el gorgojo de la piña (Metamasius dimidiatipennis) (Monge, 2018). 

En la agroindustrialización de la piña, los subproductos dependen de la variedad de piña y 

del producto final. Durante el procesamiento, primero se extrae la corona, luego la cáscara 

y finalmente el núcleo (Banerjee et al., 2019). Estos subproductos representan 

aproximadamente entre el 50-60% del total del fruto, compuestos en su mayoría por 

cáscara (29-42%), corazón (9.4-20%) y en menor cantidad por corona (2.7-5.9%) (Rico et 

al., 2020). Todos los residuos de la cadena de suministro de alimentos para la piña se 

muestran en la Figura 1.1, con los términos utilizados en esta revisión. La biomasa residual 

en el campo, los desperdicios de las industrias y los desperdicios en los hogares. 

 

Figura 1.1. Cadena de generación de subproductos (corona, corazón y cáscara) y 

biomasa residual (tallo y hojas) de la piña. 

1.4 Composición nutricional de los residuos de piña 

Las Tablas 1.1 y 1.2 muestran que los principales subproductos de la piña, cáscara y 

corazón tienen altas cantidades de fibra dietética, celulosa, hemicelulosa y lignina y una 
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baja cantidad de proteínas y minerales. Sin embargo, el contenido nutricional de la biomasa 

residual y subproductos, depende principalmente de diferentes variables como condiciones 

agronómicas, condiciones ambientales y de factores genéticos (Burton-Freeman, 2000). 

Tabla 1.1. Composición proximal de los residuos de diferentes variedades de piña en 

base seca. 

Fuente 
Proteína 

 (%) 
Lípidos 

(%) 
Carbohidratos 

totales (%) 
Cenizas 

 (%) 
Referencias 

Cáscara 

Colombia (Gold 
MD2) 

0.80   6.65   
(Micanquer-Carlosama 

et al., 2020)  
Colombia (Gold 

MD2) 
0.63  0.21  27.08   

(Vega-Castro et al., 
2016) 

India 3.13     3.88 (Rani & Nand, 2004) 
India      35.00 10.60 (Bardiya et al., 1996) 

India (Indian 
Kew) 

3.90      5.90  (Banerjee et al., 2019) 

India (Smooth 
Cayenne) 

5.11  5.31 55.52 4.39 
(Dibanda Romelle et 

al., 2016) 
Nigeria (Smooth 

Cayenne) 
2.85   74.08  6.80   (Aruna, 2019) 

Sri lanka 
(Mauritius) 

5.04  2.78 43.95    
(Kodagoda & 

Marapana, 2017) 
Brazil 8.80  1.10    1.50  (Morais et al., 2017) 

México 0.75  2.00    1.50  
(Sánchez Pardo et al., 

2014) 

Corazón 

Colombia (Gold 
MD2) 

0.40   7.21   
(Micanquer-Carlosama 

et al., 2020) 
Sri lanka 

(Mauritius) 
3.67  2.35  83.03    

(Kodagoda & 
Marapana, 2017) 

México 0.85  3.17    1.30  
(Sánchez Pardo et al., 

2014) 

Corona 

México 0.70  3.50    7.37  
(Sánchez Pardo et al., 

2014) 

Brazil       5.20  
(Fernandes Pereira et 

al., 2021) 

Orujo 

Costa Rica (Gold 
MD2) 

4.71  0.61  43.46 2.24  (Selani et al., 2014) 

Hojas 

Costa Rica  6.90 3.00   6.10 (Chen et al., 2020) 
Malaysia       2.00 (Khalil et al., 2006) 

India        0.90 (Saha et al., 1990) 
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Tabla 1.2. Contenido de fibra y sus constituyentes de los residuos de piña. 

Fuente 
Fibra total 

(%) 
Lignina 

 (%) 
Hemicelulosa 

(%) 
Celulosa 

(%) 
Pectina 

 (%) 
Referencias 

Cáscara 

India   11.52 7.00 11.20 6.70 
(Rani & Nand, 

2004) 

India      11.70 19.80   
(Bardiya et al., 

1996) 
India (Indian 

Kew) 
  10.4   31.80  20.90    

(Banerjee et al., 
2019) 

India (Smooth 
Cayenne) 

14.80          
(Dibanda Romelle 

et al., 2016) 
Nigeria 

(Smooth 
Cayenne) 

13.96           (Aruna, 2019) 

Sri lanka 
(Mauritius) 

42.02          
(Kodagoda & 

Marapana, 2017) 
Brazil 16.30          (Morais et al., 2017) 

Mexico 65.00  10.01 28.69 40.55 2.49 
(Sánchez Pardo et 

al., 2014) 

Corazón 

Sri lanka 
(Mauritius) 

9.14          
(Kodagoda & 

Marapana, 2017) 

México 47.60 5.78  28.53 24.53 1.58 
(Sánchez Pardo et 

al., 2014) 

Corona 

México 62.50 13.88 21.88 43.53 2.32 
(Sánchez Pardo et 

al., 2014) 

Brazil   24.30 19.10 17.40   
(Fernandes Pereira 

et al., 2021) 
India (Giant 

Kew) 
    21.00 41.10   

(Banerjee et al., 
2017) 

Hojas 

Costa Rica    7.30 26.10 22.60   (Chen et al., 2020) 
Malaysia   10.50   73.40   (Khalil et al., 2006) 

India    6.04   68.50 1.10 (Saha et al., 1990) 

 

Los residuos de piña contienen un 10% de materia seca, de la cual el 96% es materia 

orgánica y el 4% restante es materia inorgánica (Abdullah, 2007). Estos residuos son 

materia prima para muchos procesos de extracción de compuestos nutricionales y 

funcionales porque contienen fibras insolubles, pectinas, proteínas, vitaminas, minerales, 

compuestos fenólicos, azúcares simples y carbohidratos complejos como celulosa y 

hemicelulosa, potencialmente hidrolizable en azúcares fermentables (Seguí y Fito 

Maupoey, 2018). 
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1.4.1 Proteína 

El contenido de proteína fluctúa entre 0.63 y 6.9 % p/p. Esta variación depende de la 

variedad, la parte del fruto y las condiciones del área de cultivo (Tabla 1.1). El contenido 

de proteínas de los subproductos de la piña es bajo; por ello, se han utilizado mecanismos 

para aumentar este valor nutritivo. Los subproductos de la piña han sido ampliamente 

utilizados como suplemento proteico de bajo costo para la alimentación animal después de 

someterlo a procesos tecnológicos para aumentar el contenido (Aruna, 2019). 

1.4.2 Lípidos 

En los subproductos de piña, el contenido de lípidos es bajo con respecto a la totalidad del 

fruto, (0.21 y 3.50 % p/p) (Tabla 1-1). Sin embargo, es similar al contenido de lípido de 

otros residuos agroindustriales como el pepino y la lechuga, 1.4 ± 0.2 y 1.4 ± 0.4, 

respectivamente (Greses et al., 2020). Según Morais et al. (2017) los subproductos de piña 

contienen cantidades significativas de ácidos grasos saturados como el ácido palmítico 

(174.4 ± 17.5 mg/100 g) y esteárico (29.9 ± 3.4 mg/100 g); ácidos grasos monoinsaturados 

como omega-9 o ácido oleico (85.3 ± 14.8 mg/100 g) y ácidos grasos poliinsaturados como 

omega-6 o ácido linoleico (159.6 ± 14.5 mg/100 g) y omega-3 o ácido linolénico (130.8 ± 

25 mg/100 g). 

1.4.3 Carbohidratos 

El contenido total de carbohidratos está entre 6.65 y 83.03 % p/p (Tabla 1.1). Los 

subproductos de piña frescos son una fuente importante de azúcares fermentables. Zain 

et al. (2021) y Abdullah & Mat (2008) informaron un contenido de glucosa, fructosa y 

sacarosa de 8.24-11.74 %, 9.70-12.17 % y 2.05 %, respectivamente. Además, estos 

desechos tienen largas cadenas de monómeros hidrolizables. 

El almidón es un carbohidrato natural en forma granular, compuesto por dos polisacáridos: 

amilosa y amilopectina. Nakthong et al. (2017) reportaron 9% de almidón en tallo de piña 

en base húmeda. Este polisacárido contiene 34.4% de amilosa. Las características de este 

polisacárido hacen del tallo de la piña una buena fuente de almidón termoplástico 

resistente para aplicaciones alimentarias y no alimentarias. 
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1.4.4 Minerales 

Como se puede observar en la Tabla 1.1 el contenido de ceniza fluctúa entre 0.9 y 10.60 

% p/p. Entre los principales minerales de la cáscara, corazón y hoja de piña se encuentran 

los macro-minerales como el calcio (57.00 mg/Kg) y el fósforo (49.00 mg/Kg) (Micanquer-

Carlosama et al., 2020), y entre los principales micro-minerales son el potasio (26.09 

mg/Kg) y el zinc (298.18 mg/Kg) (Vega-Castro et al., 2016). El calcio es esencial para los 

huesos y los dientes, y el fósforo funciona en la producción de energía, mientras que el 

potasio y el zinc regulan varios sistemas de órganos y funcionan como cofactor, 

respectivamente (Gharibzahedi & Jafari, 2017). Sin embargo, la cantidad de minerales en 

la biomasa residual y subproductos de la piña fluctúa según la variedad y la parte de la 

fruta. Según El-Demerdash et al. (2020), la cantidad de minerales también está 

influenciada por el estado de madurez y la condición agronómica. 

1.5 Propiedades funcionales 

1.5.1 Fibras 

En la Tabla 1.2 se muestra el contenido lignocelulósico de cada uno de los subproductos 

de la piña y de las hojas de la planta de la piña, y se observa que estos materiales 

orgánicos tienen un alto potencial como fuente de fibra. Martínez et al. (2012) reportaron 

en cáscara y corazón de piña MD2 un contenido de fibra de 75.8% en base seca, 

correspondiente a fibra insoluble (75.2%) y soluble (0.6%), con una capacidad de retención 

de agua de 14.6 ± 0.25 g/g, superior a la reportada para residuos de mango, maracuyá y 

guayaba y una capacidad de retención de aceite de 0.7 ± 0.08 g/g. 

Usos de la fibras: Las fibras de las hojas de piña sirven como refuerzo para materiales 

termoplásticos como el polietileno de baja densidad (LDPE), el polipropileno (PP) y el 

almidón/poli (ácido láctico) (PLA) (Singh et al., 2021; Jaramillo et al., 2016). Las hojas de 

piña cultivadas en Malasia y cultivadas en India (variedad Queen) se utilizan para la 

fabricación de papel Kraft (Laftah & Abdul Rahaman, 2015) e hilo de alta calidad (90 tex) 

(Hazarika et al., 2017). 
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Gnanasekaran et al. (2021) y Fernandes Pereira et al. (2021) utilizaron fibra de las hojas 

del cultivo de piña para la extracción y aislamiento de celulosa con alta resistencia y rigidez, 

y Putra et al. (2018) utilizaron fibra de hojas de piña para desarrollar aislamiento acústico. 

Selani et al. (2016) utilizaron cáscara y orujo de piña con aceite de canola para reemplazar 

la grasa en hamburguesas de carne. Los resultados mostraron mejores características de 

cocción, mejor rendimiento y apariencia debido al contenido de fibra de estos 

subproductos.  Rodsamran & Sothornvit (2019) extrajeron pectina de la cáscara de piña, 

con un rendimiento de 1.02 a 2.12 % y potencial para ser incorporado en una película 

eficaz o recubrimiento activo. Las fibras son un componente importante tanto por su aporte 

nutricional como por sus propiedades funcionales. En los productos que requieren 

mantenerse hidratados, las fibras son útiles para prevenir la sinéresis, mejorar el 

rendimiento, estabilizar las emulsiones y modificar la textura y la viscosidad. La prevención 

de la sinéresis mejora la capacidad de retención de agua y la capacidad de retención de 

aceite en el producto (Elleuch et al., 2011). 

Anindya et al. (2019) aislaron xilano del tallo de la planta de piña para usarlo en conjugado 

con mesalamina y probar su eficacia como agente antiinflamatorio. El xilano es la 

hemicelulosa más abundante en estas estructuras. Es útil como biopelícula y empaque; 

puede actuar como barrera para grasas y aceites y tiene propiedades como alta 

transmisión de luz, baja permeabilidad al oxígeno y permeabilidad al aroma (Stevanic et 

al., 2011). 

El contenido de hemicelulosa (Tabla 1.2) de la cáscara de la piña es superior al de otros 

subproductos como la paja de arroz, el trigo (Prasad et al., 2007) y el bagazo de caña de 

azúcar (Kim & Day, 2011). Banerjee et al. (2019) utilizaron el alto contenido de 

hemicelulosa de las cáscaras de piña para extraer xilooligosacáridos y xilosa. Este último 

producto puede convertirse en xilitol, muy utilizado en la industria alimentaria por su bajo 

contenido calórico y poder edulcorante. 

1.5.2 Compuestos fenólicos 

Los residuos de piña son una fuente importante de compuestos fenólicos, la metodología 

de extracción e identificación determina la clase de compuestos fenólicos. Steingass et al. 

(2015) identificaron compuestos fenólicos presentes en los subproductos de la piña MD2 
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cultivada en Ghana, utilizando la tecnología HPLC-DAD-ESI-MS (Tabla 1.3); los resultados 

coinciden con Brito et al. (2021) con reporte de cromatografía de gases con detector de 

ionización de llama (GC-FID). Los dos estudios detectaron que la corona de la piña se 

caracteriza por contener ésteres isoméricos del ácido p-cumárico o ferúlico con ácidos 

aldáricos. En cuanto a los compuestos fenólicos detectados en la cáscara, el estudio 

realizado por Steingass et al. (2015) coincide con lo informado por Li et al. (2014). La 

cáscara contiene principalmente ácido gálico, catequina, epicatequina y ácido ferúlico. El 

tipo y cantidad de compuestos fenólicos depende de diferentes factores; variedad, parte 

del fruto (Tabla 1.3), madurez del fruto; factores ambientales como el tipo de suelo y el 

clima; factores genéticos y métodos de procesamiento y extracción. La extracción y 

recuperación de fenoles en residuos de piña está influenciada por la afinidad con el 

solvente utilizado para este proceso (Correia et al., 2004). Hossain & Rahman (2011) 

utilizaron tres solventes diferentes para la extracción de fenoles y encontraron que el 

solvente con mejor rendimiento fue el metanol (21.50 %), seguido del acetato de etilo (4.90 

%) y la extracción con agua (4.30 %). 

Tabla 1.3. Compuestos fenólicos y otros metabolitos identificados en subproductos de piña 

MD2 (Ananas comosus) con la técnica HPLC-DAD-ESI-MS. 

Rt (min) N b (m/z) Compuestos Partes de la fruta 

      Cáscara Corona 

8.1  472 Glutathione derivative  ●   

13.0   371 Caffeoyl aldarate ● ● 

11.4   355 p-Coumaroyl aldaratec  ● ● 

12.2   289 
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-

3(2H) -furanone-hexoside 
●   

14.6  385 Feruloyl aldarate  ● ● 

15.5   360 
1-(1H-Pyrrole-2-carboxyl)- 

glucuronosylglycerol 
● ● 

16.1   341 Caffeoyl hexoside ●   

20.7  331 Galloyl hexoside ●   

22.5   353 
5-Caffeoylquinic acid 

(chlorogenic acid) 
  ● 

23.1   355 Feruloyl hexoside ● ● 

Información tomada de Steingass et al. 2015  

b m/z of [M-H] – 
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Continuación de la Tabla 1.3 

Rt (min) N b (m/z) Compuestos Partes de la fruta 

   Cáscara Corona 

24.5  385 Sinapoyl hexoside ●   

24.6  253 Caffeoylglycerol ●   

33.9  441 
N-L-γ-Glutamyl-S-sinapyl-L-

cysteine 
●  

34.0   367 
Feruloylisocitrate or quinic 

acid 
● ● 

36.6   625 Quercetin dihexoside  ● 

37.6  579 Syringaresinol hexoside ●  

40.0   463 Quercetin hexoside  ● 

43.8   623 
Isorhametin rhamosyl-

hexoside 
●  

44.8   415 Dicaffeoylglycerol ● ● 

47.2  399 p-Coumaroyl-caffeoylglycerol ●  

47.4  429 Feruloyl-caffeoylglycerol ● ● 

49.4  413 p-Coumaroyl-feruloylglycerol ● ● 

Información tomada de Steingass et al. 2015  

b m/z of [M-H] – 

Los compuestos fenólicos son un grupo de metabolitos secundarios y son uno de los 

fitoquímicos biológicamente activos más importantes. Han sido ampliamente estudiados 

por sus propiedades biológicas como la actividad antioxidante. En los últimos años se ha 

estudiado su extracción a partir de residuos agroindustriales (Lizardi-Jiménez & 

Hernández-Martínez, 2017). Los compuestos fenólicos tienen otras propiedades biológicas 

importantes, como antialergénicas, antiaterogénicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, 

antitrombóticas, cardioprotectoras y vasodilatadoras (Rashad et al., 2015; Singh et al., 

2020). Estos compuestos se encuentran en las plantas en dos formas, libres o unidos por 

enlaces covalentes a los constituyentes de las células vegetales (Zhang et al., 2020). 
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1.5.3 Enzimas 

Se han utilizado diferentes partes de desechos de piña para la extracción de enzimas. 

Coelho Silvestre et al. (2012) evaluaron el extracto de cáscara de piña variedad Perola 

como fuente de enzimas proteolíticas. Los autores encontraron un contenido de 5.76 U/mg 

de proteína y una actividad óptima de estas enzimas entre pH 6-7 y 70 °C. Rojas et al. 

(2018) evaluaron el contenido enzimático de corazón y corona de piña y reportaron 

cantidades de 2 233.50 ± 78.86 U/mg y 36.11 ± 1.62, respectivamente. Aunque muchos 

autores están de acuerdo con estos datos, Ketnawa et al. (2012) recomiendan la extracción 

de enzimas de la cáscara de la piña porque es el mayor subproducto del procesamiento 

de la piña. 

La bromelina es la enzima predominante en los residuos de piña. Se ha reportado la 

presencia de enzimas en el tallo, como bromelina de tallo (EC 3.4.22.32), ananaína (EC 

3.4.22.31) y comosaína, y en el jugo de fruta, bromelina de fruta (EC 3.4.22.33). Proteasas 

similares con actividad proteolítica también están presentes en la cáscara, el corazón, la 

corona y las hojas de la piña. El contenido proteico más alto detectado ha sido en el 

extracto de corona de piña. Esta enzima tiene muchas propiedades y se ha utilizado para 

diversos fines; debido a esta amplia gama de aplicaciones, la bromelina tiene un alto valor 

comercial (2 400 USD/kg) (Ketnawa et al., 2012). 

1.6 Propiedades biológicas 

1.6.1 Capacidad antioxidante 

Como se observa en la Tabla 1.4, la cantidad de compuestos fenólicos en los subproductos 

de la piña puede fluctuar entre 1.12 y 120.90 mg de equivalentes de ácido gálico/g. Se han 

realizado más estudios de actividad antioxidante en la cáscara y el corazón de la piña que 

en la corona; estos estudios muestran que la cuantificación de antioxidantes presentes en 

la cáscara y el corazón son más altos que los encontrados en la corona. Sin embargo, 

todos los reportes coinciden en que los residuos del procesamiento de la piña son una 

fuente importante de compuestos antioxidantes. 
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Tabla 1.4. Compuestos fenólicos y su capacidad antioxidante en subproductos de piña. 

Subproductos 
Total de 
fenoles a 

DPPH. ABTS.+ Referencias 

Pulpa, cáscara, 
corazón y corona 

 
1.12 86.00 b   (Rashad et al., 2015) 

Cáscara y corona 
 

120.90  4.80 c 7.70 c (Martínez et al., 2012) 

Pulpa, cáscara, 
corazón y corona 

 
3.00 86.90 b   (Correia et al., 2004) 

Corona 5.80 0.05 c 0.10 c (Brito et al., 2021) 
Cáscara 4.30     (Morais et al., 2015) 

Cáscara y corazón 
 

  27.40b 57.10 b (Sepúlveda et al., 2018) 

Cáscara 
 

3.00 209.60d   
(Campos et al., 2020) 

Corazón 
 

1.57 93.40 d   

Cáscara 
 

    69.00 b (Diaz-Vela et al., 2013) 

Cáscara 68.30 78.10 b   (Kuppusamy et al., 2020) 
a Expresada como mg de ácido gálico/g sustrato seco 
b expresada en porcentaje de inhibición 
c Expresada como μM Trolox/g 
d Expresada como mg ácido ascórbico equivalente/100 g 

Todos los resultados están presentados en base seca 

El DPPH. es un método que permite entender si el extracto enriquecido con antioxidantes 

puede bloquear la fase de inicio de la oxidación al neutralizar o inhibir la formación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Por el contrario, el método ABTS.+ se basa en la 

capacidad de los antioxidantes para eliminar el catión radical de larga duración ABTS.+ 

(Shahidi & Zhong, 2015). El DPPH. y la actividad eliminadora de radicales ABTS.+ son muy 

variadas. Esto podría deberse a las diferencias de los compuestos fenólicos que dependen 

de su estructura química, del número y ubicación de los grupos hidroxilo (Staszowska-

Karkut & Materska, 2020) (Tabla 1.4). 

A través del consumo de oxígeno, el cuerpo humano produce ROS como el radical anión 

superóxido, el radical hidroxilo y el peróxido de hidrógeno. En pequeñas proporciones, 

estos ROS pueden ser beneficiosos para la salud. Sin embargo, durante el estrés oxidativo 

se producen grandes cantidades de ROS, provocando enfermedades como mutagénesis, 

cardiopatía coronaria, entre otras enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas 
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(Poprac et al., 2017). El cuerpo necesita agentes antioxidantes capaces de equilibrar las 

ROS. Investigaciones recientes se han basado en la búsqueda de antioxidantes naturales 

para reemplazar los antioxidantes sintéticos como el hidroxianisol butilado (BHA) y el 

hidroxitolueno butilado (BHT) que podrían ser cancerígenos e incluso tóxicos (Moure et al., 

2001). Según Sepúlveda et al. (2018) los compuestos polifenólicos extraídos de los 

subproductos de la piña tienen una potente actividad antioxidante en comparación con los 

antioxidantes comerciales. 

1.6.2 Capacidad antimicrobiana 

Los desechos de piña son una fuente potencial de compuestos antimicrobianos 

(Gnanasaraswathi et al., 2014). Algunos autores han reportado la capacidad 

antimicrobiana de los compuestos fenólicos extraídos de los desechos de piña. Upadhyay 

et al. (2010) reportaron la capacidad antimicrobiana del ácido ferúlico y el ácido siríngico. 

Brito et al. (2021) encontraron capacidad antimicrobiana en linalool, α-terpineol y furfural, 

extraídos del aceite esencial de corona de piña, contra Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes y Staphylococcus aureus. 

Las proteasas de la piña también se han estudiado ampliamente como agentes 

antimicrobianos (Bhattacharyya, 2008). La bromelina tiene efecto contra Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas sp., E. coli y S. aureus, entre muchos otros microorganismos 

patógenos (Ghanbari y Ebrahimpour, 2018). Abbas et al. (2021) demostraron la eficacia de 

la bromelina, extraída del corazón, cáscara, corona y tallo contra el acné, debido a su 

capacidad inhibidora contra Propionibacterium acnés. Además, Dutta y Bhattacharyya 

(2013) demostraron que el extracto de corona de piña se puede utilizar para reparar tejidos, 

curar heridas y posiblemente prevenir infecciones secundarias de organismos microbianos 

debido a la acción de proteasas específicas. 

En la identificación de compuestos de las diferentes partes del fruto de la piña también se 

han encontrado hidrazonas (Correia et al., 2004), compuestos reconocidos por su 

capacidad antimicrobiana (Rollas & Küçükgüzel, 2007). 
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1.6.3 Capacidad anticancerígena 

El cáncer es uno de los problemas médicos que causa más muertes en el mundo. En los 

últimos años se han realizado investigaciones que buscan alternativas para el tratamiento 

de esta enfermedad, que no traigan contraindicaciones (Pauzi et al., 2016). Por ello, Pauzi 

et al. (2016) investigaron in vitro la acción de la bromelina de forma independiente y en 

acción sinérgica con el cisplatino frente a células de cáncer de mama humano MDA-MB-

231, encontrando que la acción sinérgica de estos dos compuestos tiene un efecto de 

apoptosis sobre las células MDA-MB-231. Beuth y Braun (2005) evaluaron el efecto de la 

bromelina sobre la metástasis en células de sarcoma L-1 y encontraron resultados 

favorables. 

También se ha evaluado el efecto de los compuestos polifenólicos presente en los 

desechos de piña como agente anticancerígeno. Rashad et al. (2015) demostraron in vitro 

el efecto positivo de extractos ricos en compuestos fenólicos de desechos de piña contra 

las líneas celulares de cáncer HepG2, MCF-7, A549, HL-60 y HCT116. Chen et al. (2019) 

demostraron el uso de extractos de hojas de piña como protector de rayos UV y eliminador 

de ROS, confirmando así su posible eficacia contra el cáncer de piel. 

1.6.4 Capacidad antidiabética 

La diabetes tipo 2 es un trastorno metabólico crónico que afecta a más del 5% de la 

población mundial. Sin embargo, los tratamientos orales actuales tienen efectos adversos 

graves (Hu et al., 2011). El mal manejo de la diabetes puede desencadenar otros 

problemas médicos, como enfermedades cardiovasculares y daño a órganos vitales. La 

dislipidemia es una anomalía metabólica asociada a la diabetes, caracterizada por cambios 

cuantitativos y cualitativos en los lípidos y lipoproteínas (Wu & Parhofer, 2014). 

Las hojas de piña no solo se han utilizado para la regulación del azúcar en sangre (Xie et 

al., 2006) y la mejora significativa de la sensibilidad a la insulina exógena (Xie et al., 2005) 

sino que también se ha demostrado su efecto positivo como antidislipidémico (Hu et al., 

2011), lo que la convierte en una opción prometedora para el tratamiento de la dislipemia 

diabética y la diabetes. 
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1.6.5 Capacidad antinflamatoria 

Las inflamaciones pueden ser causadas por diferentes factores y pueden ocurrir en 

diversas partes del cuerpo. La acumulación y activación de células inflamatorias mediadas 

por citoquinas y quimioquinas pueden causar inflamación intestinal (Hale et al., 2005), 

quemaduras de lengua y esófago (Şehirli et al., 2020), así como lesiones de tejidos blandos 

(Mondal et al., 2011). 

Los extractos de desechos de piña se han utilizado para tratar afecciones como la artritis 

reumatoide, quemaduras graves en la lengua y el esófago (Şehirli et al., 2020), inflamación 

del colon, dolor crónico y asma, debido a su potencial antiinflamatorio (Hale et al., 2005; 

Mondal et al., 2011). Mondal et al. (2011) evaluaron extractos metanólicos de hojas de piña 

para reducir la inflamación causada por edema en ratas, encontrando un porcentaje de 

inhibición de la inflamación de 84.93. Secor et al. (2005) demostraron el resultado positivo 

del uso de bromelina en la inflamación de las vías respiratorias causada por alergias. 

1.7 Usos biotecnológicos 

1.7.1 Fermentación en estado sólido y sumergida 

A. Fermentación en estado sólido 

Se ha estudiado el uso de subproductos de piña como soporte en la FES para sintetizar y 

romper enlaces covalentes para liberar compuestos de alto valor comercial de la matriz 

biológica (Figura 1.2). La FES es un proceso biotecnológico en el que los organismos 

crecen en sustratos sólidos no solubles, con baja humedad (Aruna, 2019). La Tabla 1.5 

muestra que con este método biotecnológico se ha incrementado la recuperación de 

compuestos fenólicos y proteína bruta, y se ha sintetizado PHA y ácidos orgánicos. 
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Figura 1.2. Productos de proceso de fermentación con residuos de piña. 

B. Fermentación sumergida 

El uso de subproductos de piña como fuente de nutrientes para el crecimiento de 

microorganismos en fermentación sumergida ha sido una práctica ampliamente utilizada 

en biotecnología para producir enzimas, biocombustibles, ácidos y colorantes orgánicos 

(Tabla 1.5). 

En la fermentación sumergida se usa mucha agua,lo cual representa  una desventaja  

respecto a la FES. Sin embargo, la fermentación sumergida permite un mejor sistema de 

cultivo homogéneo, y su producto crudo fermentado puede ser utilizado directamente como 

cócteles enzimáticos para otras industrias (Cano y Postigo et al., 2021). 
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Tabla 1.5. Productos de la fermentación sólida y sumergida de los subproductos de la piña  

FES 

Subproductos Microorganismo Productos 
Material no 
fermentado 

Material 
fermentado 

Referencias 

Pulpa, corazón, 
cáscara y corona 

Kluyveromyces 
marxianus 

Compuestos 
fenólicos (mg 

EAG / g) 
1.12  1.20  

(Rashad et al., 
2015) 

Pulpa, corazón, 
cáscara y corona 

Rhizopus oligosporus 
Compuestos 
fenólicos (mg 

EAG/g) 
3.00  5.20  

(Correia et al., 
2004) 

Cáscara 
Trichoderma 

viride ATCC 36316 
proteína cruda 

(%) 
4.53  14.89 (Aruna, 2019) 

Cáscara Ralsthonia eutropha 
Polihidroxialka

noatos 
(mg/100 g) 

  44  
(Vega-Castro et 

al., 2016) 

Pulpa, corazón, 
cáscara y corona 

Rhizopus oryzae 
NRRL 395 

Ácido láctico 
(mg/g) 

  103.69  
(Zain et al., 

2021) 

Cáscara Aspergillus oryzae 
Fructoligosaca

ridos (g / L) 
  4.15  

 (de la Rosa et 
al., 2020) 

Fermentación sumergida 

Tallo 
Bacillus 

subtilis BKDS1 
Pectinasa (U 

/mL) 
  

1508.50  
(Kavuthodi & 
Sebastian, 

2018) 

Hojas 
Saccharomyces 

cerevisiae (SA-1) 
Bioetanol (g /L) 

  
15.24  

(C. N. da Silva 
et al., 2020) 

Cáscara 
Saccharomyces 

cerevisiae 
Bioetanol (g/L) 

  
30.77 

(Casabar et al., 
2019) 

Cáscara 

Lactobacillus 
rhamnosus GG 

Ácido láctico (g 
/ L)   

2.63  

(Diaz-Vela et al., 
2013) Pediococcus 

pentosaceus UAM22 

Ácido acetico 
(g / L)   

0.49   

Ácido 
propionico (g / 

L)   
0.15   

Pulpa, corazón, 
cáscara y corona 

Lactobacillus 
delbrueckii subsp. 
delbrueckii ATCC 

9649 

Ácido láctico 
(g/L) 

  

13.10  (Abdullah, 2007) 

Pulpa, corazón, 
cáscara y corona 

Chromobacterium 
violaceum 

Violaceína 
(mg/L) 

  

5790 

(Azlina Ahmad, 
Wan 

Kulandaisamy 
Venil & Arul 

Aruldass, 2015)  

Cáscara y corazón 
Cupriavidus necator 

cepa A-04 
Polihidroxibutir

ato (g / L) 

  

57.20   
(Sukruansuwan 
& Napathorn, 

2018) 

 

EAG: Equivalentes de ácido gálico 
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C. Productos de fermentación 

Durante el proceso de fermentación de la piña se producen enzimas importantes, como las 

enzimas pectinolíticas, encargadas de hidrolizar pectinas, principal polisacárido presente 

en la pared celular de las plantas (Kavuthodi & Sebastian, 2018). Las enzimas son 

esenciales en los procesos de fermentación; realizan la ruptura de los enlaces en el soporte 

de fermentación, dejando material fermentable disponible para el microorganismo que 

antes no lo estaba. Además, este mismo mecanismo de acción permite la liberación de 

compuestos con alta actividad biológica, como los compuestos fenólicos (Correia et al., 

2004). 

Otro de los productos que se obtienen de la fermentación de los subproductos de la piña 

es la violaceína. La violaceína es un pigmento bacteriano de color violeta, producido por 

Chromobacterium violaceum, ampliamente utilizado en la industria como una alternativa 

sustentable y amigable con el medio ambiente (Azlina Ahmad, Wan Kulandaisamy Venil y 

Arul Aruldass, 2015). 

Ácidos orgánicos: La cantidad de ácido acético que se produce a partir de la fermentación 

de los subproductos de la piña es similar a la que se obtiene de la fermentación de la 

glucosa (Roda et al., 2014). El ácido acético tiene aplicaciones en la industria alimentaria 

como condimento o conservante y es útil en zonas rurales de países en vías de desarrollo 

para conservar alimentos. 

El ácido cítrico y el ácido láctico se pueden producir por fermentación a partir de 

subproductos de la piña. Subramaniyan et al. (2019) y Abdullah (2007) demostraron que 

los subproductos de la piña son un buen soporte para sintetizar ácido cítrico y ácido láctico, 

respectivamente. El ácido cítrico es uno de los productos fermentados más utilizados en 

el mundo, se estima que anualmente se producen unas 10 000 toneladas para suplir la 

demanda del mismo, principalmente en las industrias alimenticia y farmacéutica (Jianlong, 

2000), y el ácido láctico es ampliamente utilizado en la industria alimentaria como 

potenciador del sabor, regulador de pH, conservante o agente amortiguador, y en la 

industria química se utiliza como disolvente, regulador de pH y como materia prima para 

polímeros biodegradables (Rattu y Krishna, 2022). 

Polihidroxialcanoatos PHA: Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres microbianos 

que se sintetizan y acumulan en una amplia variedad de microorganismos como fuente de 
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energía de almacenamiento interno. El mayor inconveniente es su alto costo de producción 

y purificación (Sangkharak et al. 2016). 

El polihidroxibutirato (PHB) es un PHA que se ha sintetizado utilizando subproductos de la 

piña como fuente de carbono. Sukruansuwan & Napathorn (2018) hidrolizaron 

subproductos de piña con ácido fosfórico y sintetizaron PHB mediante la fermentación del 

corazón y la cáscara de piña, extrayendo hasta 57.2 ± 1.0 g/L y 28.6 ± 0.6 g/L, 

respectivamente. Vega-Castro et al. (2016) produjeron PHA a partir de cáscara de piña y 

obtuvieron una combinación de 40 % de PHB y 60 % de polihidroxivalerato (PHV) y 

Sangkharak et al. (2016) obtuvieron PHA purificado de bromelina. 

1.7.2 Biorremediación 

Diferentes tratamientos en los residuos de piña permiten la eliminación de compuestos 

químicos tóxicos de las aguas residuales de las industrias. Astuti et al. (2019) usaron 

coronas de piña en carbón activado magnetizado con el fin de eliminar el colorante violeta 

de metilo del agua contaminada. Dai et al. (2019) crearon hidrogeles mejorados a base de 

celulosa de cáscara de piña para la adsorción de azul de metileno. Rosales et al. (2019) 

utilizaron el corazón de la piña como biosorbente para la eliminación de Cr(VI) y Zhuang 

et al. (2020) utilizaron celulosa de piña modificada con permanganato de potasio como 

absorbente de iones de cobre. 

1.7.3 Biocombustibles 

El biogás y el bioetanol se han fabricado a partir de estructuras de polisacáridos altamente 

biodegradables como los desechos de la piña. Investigaciones recientes han demostrado 

el potencial de las hojas del cultivo de piña de diferentes variedades como Queen, Kew y 

Simanchal para la obtención de combustibles de segunda generación, utilizando 

tratamientos químicos y enzimáticos para incrementar los azúcares fermentables (Mund et 

al., 2021). Namsree et al. (2012) produjeron biogás mediante el uso de pulpa y cáscara de 

piña, con un rendimiento de 0.43 m3/kg de demanda química de oxígeno. Chen et al. (2020) 

produjeron 2.1 t de bioetanol con 125 ton de peso fresco de hojas de piña, suficiente para 

reemplazar el 8.51 % del consumo de combustibles fósiles para el transporte en Costa 
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Rica y Casabar et al. (2019) produjeron bioetanol a partir de cáscaras de piña con un 

rendimiento de 5.98 ± 1.01 g/L. 

1.8 Perspectivas tecnológicas 

De la piña se pueden obtener moléculas esenciales para el óptimo funcionamiento del 

cuerpo humano y compuestos funcionales para la industria alimenticia y farmacéutica (Zain 

et al., 2021). FES y líquido (de la Rosa et al., 2020), uso de presión hidrostática (Santos et 

al., 2021), ultrasonido (Rathnakumar et al., 2017) y tratamientos térmicos (Rojas et al., 

2018) son metodologías amigables con el medio ambiente, que brindan la oportunidad de 

aprovechar gran parte de estos biocompuestos presentes  en los desechos orgánicos 

como los desechos de piña. Al final de la fermentación, utilizando subproductos de piña 

como material de soporte, se obtienen compuestos de alto valor biológico, como 

compuestos fenólicos y ácidos orgánicos (Rashad et al., 2015). 

Los desechos de piña también son una buena fuente de fibras fuertes y económicas; se 

puede utilizar en alimentos como ingrediente funcional y para envases biodegradables y 

películas comestibles (Elleuch et al., 2011). Los últimos estudios para la recuperación de 

fibras de piña afirman que los tratamientos químicos con compuestos orgánicos son 

altamente efectivos en la obtención de fibra de alto valor económico y producen una baja 

cantidad de residuos contaminantes (Fernandes Pereira et al., 2021). 

1.9 Conclusiones 

Los residuos de piña son una fuente importante de compuestos fenólicos, ácidos 

orgánicos, fibras y enzimas. Su alto contenido en compuestos fenólicos y bromelina le 

confieren propiedades biológicas como capacidad antioxidante, anticancerígena y 

antimicrobiana. Dado que estudios recientes se enfocan principalmente en las proteínas y 

fenoles presentes en los residuos y subproductos de la piña, se recomienda continuar 

investigando y divulgando las propiedades de los demás compuestos en estos materiales 

biológicos. 
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2 Capítulo 2 :                                              
Aprovechamiento de residuos de piña MD2 
(Ananas comosus) para la obtención de 
compuestos bioactivos mediante 
fermentación en estado sólido 

2.1 Resumen 

El objetivo de este capítulo fue evaluar el efecto de la fermentación en estado sólido (FES) 

con Aspergillus niger GH1 sobre la liberación de compuestos bioactivos a partir de residuos 

agroindustriales de piña (Ananas comosus). Se evaluó el uso potencial de los residuos 

como soporte de FES mediante la determinación de la composición química, punto crítico 

de humedad y capacidad de invasión. Los resultados revelaron que la composición química 

de los residuos de piña es adecuada para su uso en FES. Este residuo con un tamaño de 

partícula entre <0.25 y 2.3 mm mostró los mejores resultados en las pruebas de soporte. 

Cabe destacar que al utilizar este tamaño de partícula se aprovechan todos los residuos 

disponibles. Durante el proceso de FES se evaluó la producción de polifenoles y enzimas, 

y se midió la actividad antioxidante (DPPH). Los resultados mostraron que durante las 

primeras 32 h de fermentación, la cantidad de fenoles libres aumentó en un 73% y se 

relaciona positivamente con la actividad antioxidante. La actividad de β-glucosidasa y 

celulasa aumentó con la FES y se asoció positivamente con la liberación de compuestos 

fenólicos. La invasión micelial fue confirmada por análisis SEM. El análisis de HPLC-MS 

de fenoles libres y ligados mostró compuestos bioactivos como el hexósido de cafeoilo, 

(+)-galocatequina y hexósido de galagilo. Los resultados indicaron que los residuos de piña 

fermentada son una fuente novedosa de compuestos bioactivos que pueden utilizarse 

como nuevos aditivos funcionales dentro del concepto de economía circular. 
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2.2 Introducción 

Entre los principales compuestos bioactivos que han cobrado gran importancia económica 

en los últimos años se encuentran los compuestos polifenólicos extraídos de fuentes 

naturales. Estos compuestos orgánicos benefician significativamente la salud humana y 

tienen múltiples aplicaciones en la industria alimentaria. Los compuestos fenólicos tienen 

funciones biológicas, como actividad antimicrobiana (Brito et al., 2021), antioxidante 

(Sepúlveda et al., 2018), antidiabética (Xie et al., 2006), antiinflamatoria (Şehirli et al., 2020) 

y contra el cáncer (Chen et al., 2019). Estos compuestos pueden reemplazar la función de 

aditivos sintéticos como el hidroxianisol butilado (BHA) y el hidroxitolueno butilado (BHT), 

aditivos controvertidos debido a sus efectos adversos sobre la salud humana. Los fenoles 

son metabolitos secundarios en las plantas, por lo que se encuentran de forma natural en 

las semillas y cáscaras de muchas frutas. Sin embargo, el 24% de estos compuestos no 

se encuentran libres y no se pueden extraer fácilmente para ser valorizados; se encuentran 

ligados a otros compuestos químicos de la matriz vegetal (Acosta-Estrada et al., 2014). 

Por lo tanto, la extracción de compuestos polifenólicos puede ser una alternativa para la 

valorización de los residuos de piña. No obstante, los métodos de extracción 

convencionales y no convencionales que utilizan altas temperaturas para la extracción no 

son muy rentables ni prácticos para este proceso. Estos métodos pueden causar daño a 

los compuestos fenólicos, además de toxicidad, baja especificidad y bajo rendimiento en 

la liberación de compuestos fenólicos ligados (Oroian & Escriche, 2015). 

En este sentido, la FES utilizando residuos agroindustriales como sustrato es cada vez 

más común. La FES es una tecnología económica y respetuosa con el medio ambiente 

utilizada para recuperar compuestos bioactivos (Martins et al., 2011). Una de las variables 

esenciales en la FES es el microorganismo fermentador. Los hongos son los 

microorganismos más utilizados en FES. Se adaptan mejor para trabajar en matrices 

sólidas donde el micelio puede crecer y expandirse (Lizardi-Jiménez & Hernández-

Martínez, 2017). Aspergillus niger GH1 es un buen hongo para este tipo de tecnología. 

Tiene una gran capacidad para producir una gran variedad de enzimas y desarrollarse en 

un amplio rango de temperaturas y pH (Martínez-Medina et al., 2021). 
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La FES se ha utilizado recientemente para obtener compuestos fenólicos libres y ligados 

a partir de semilla de aguacate (Yepes-Betancur et al., 2021), semilla de mango (Torres-

León et al., 2019) y cáscara de naranja (Xue et al., 2022) a través de la producción de 

enzimas por el microorganismo implicado en la fermentación. Algunos autores también han 

utilizado desechos de piña como material para FES. Rashad et al. (2015) evaluaron la 

actividad antioxidante y la capacidad de atacar las células cancerosas de los fenoles antes 

y después de la fermentación; Correia et al. (2004) utilizaron residuos de piña combinados 

con harina de soya como sustrato para evaluar la capacidad antioxidante de los 

compuestos fenólicos y su relación con la producción de la enzima β-glucosidasa. Aunque 

hace años ya se utilizaban los residuos de piña en FES para extraer compuestos fenólicos, 

no hay reportes del uso de A. niger GH1 como microorganismo fermentador sobre este 

sustrato específico y tampoco se encontraron reportes de la identificación de los fenoles 

ligados liberados. 

En este capítulo se evalúa el uso de residuos agroindustriales de piña como sustrato del 

microorganismo A. niger GH1 en una FES para obtener compuestos de alto valor 

comercial, como fenoles y enzimas. 

2.3 Metodología 

2.3.1 Obtención del material vegetal y subproductos 

Las piñas variedad MD2 se obtuvieron del mercado cañaveral de la ciudad de Palmira, 

Valle del Cauca, Colombia. Las piñas se lavaron con agua potable y se desinfectaron con 

hipoclorito de sodio a 200 pm durante 10 min. Las piñas se pelaron manualmente, se 

cortaron en trozos de aproximadamente 1*2cm y se separaron las cáscaras y los 

corazones para su posterior análisis proximal. Los residuos se secaron en horno 

convectivo (70°C) (Binder, Alemania) hasta alcanzar una humedad de 5%. Para medir la 

humedad final se utilizó una termobalanza a 120 °C (Ohaus MB 23, EE. UU.) 

Después del secado los residuos se trituraron en un molino de martillos (IKA, Alemania), 

se tamizaron y se obtuvieron dos fracciones de partículas <0.25mm y 0.25- 2.3mm. 
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2.3.2 Caracterización fisicoquímica del material vegetal 

A. Caracterización del fruto 

Se identificó el índice de madurez de algunas de las frutas del mismo lote que fue 

procesado. Los sólidos solubles totales se midieron usando refractómetro digital (Atago, 

Japón) y se expresó como  °Brix. El contenido de acidez se midió mediante el método de 

titulación (AOAC 942.15 2000), se tomó una muestra de jugo de piña de 5 mL en un matraz 

y se agregaron 2 gotas de fenolftaleína. La muestra se valoró con una solución de 0.1 N 

de hidróxido de sodio (NaOH) hasta pH igual a 8.1 con un potenciómetro (SI Analytics, 

Alemania), el porcentaje de acidez se expresó como % de ácido cítrico, de acuerdo a la 

Eq. 1.  

Eq. (1).   %𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 =  
𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑂𝐻 ∗𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑒𝑛 𝑚𝑙∗0.064 

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑖ñ𝑎 𝑒𝑛 𝑔𝑟𝑎𝑚𝑜𝑠
∗ 100 

El rendimiento porcentual de los residuos de la piña se calculó mediante la Eq.  2, cuyo 

numerador corresponde al peso total de corazón y la cáscara y el denominador al total del 

fruto de la piña, excluyendo la corona. También se calculó la participación de la cáscara 

con respecto únicamente a la cáscara y el corazón en la eq. 3 y la participación del corazón 

cuantificando la diferencia en relación al 100% 

Eq. ( 2).    %𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =  
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠 (𝑔)

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑟𝑢𝑡𝑜 (𝑔)
∗ 100 

Eq. (3)   % 𝑃𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑖𝑝𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑐á𝑠𝑐𝑎𝑟𝑎 =  
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑐á𝑠𝑐𝑎𝑟𝑎 (𝑔)  

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑐á𝑠𝑐𝑎𝑟𝑎 (𝑔) + 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟𝑎𝑧ó𝑛 (𝑔)
∗ 100 

B. Caracterización de los residuos 

Los residuos de piña de forma independiente (cáscara y corazón) se emplearon para 

determinar el contenido de cenizas (550°C durante 8 h), y el contenido de proteína bruta 

con el uso del método de Kjeldahl con un factor de conversión de 6.25. Los azúcares 

reductores se midieron usando ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), el cual reacciona con los 

azúcares reductores presentes en la muestra durante 10 min a 100°C, reduciendo el ácido 

a 3-amino-5 nitrosalicílico (Miller, 1959) (Anexo 1. Curva de calibración de glucosa). El 

extracto etéreo se obtuvo con un sistema soxhlet según AOAC 920.39, (1990) y la fibra de 

detergente neutra usando el método de Van Soest (AOAC 973.18 1990). EL contenido de 

minerales (Ca, P, Mg y K) mediante fluorescencia de rayos X (Epsilon 1, UK).  
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Los carbohidratos totales se calcularon utilizando la ecuación 4.:  

Eq ( 4)   TC= 100- %A + %CPAG + %L 

Donde, TC representa el contenido de carbohidratos totales, %A contenido de cenizas, 

%CPAG contenido de proteína bruta y %L contenido de lípidos. 

2.3.3 Ensayos de soporte en fermentación en estado sólido 

Se usó una proporción de cáscara y corazón de piña de 70:30 (p/p) con tres tamaños de 

partículas diferentes (pequeño <0.25 mm, grande 0.25 mm-2.3 mm y todo el material <0.25 

mm-2.3 mm) para probar el potencial uso de los residuos como soporte en un proceso de 

FES.  

Para evaluar la capacidad de absorción de agua (CAA) de los residuos se tomaron 2.5 g 

de muestra y se disolvieron en 30 mL de agua destilada. Luego la mezcla se calentó en un 

baño termal (VWR, USA) a 70°C por 30 min. La pasta resultante se pesó y centrifugó a 

3000 g durante 20 min. Se decantó el sobrenadante y se pesó el sedimento (Du et al., 

2014). El CAA se calculó utilizando la siguiente ecuación 5: 

Eq (5)   CAA = 
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑜𝑠 𝑠𝑒𝑐𝑜𝑠 (𝑔)
 

El punto crítico de humedad (PCH) se midió utilizando el sedimento de la prueba de 

absorción de agua. Aproximadamente 1 g de muestra saturada se colocó en la 

termobalanza a 60 °C (Ohaus MB 23, EE. UU.), se pesó cada minuto hasta 10 minutos y 

luego cada cinco minutos hasta que alcanzó un valor de peso constante. 

La actividad de agua (aw) se midió con un Aqualab a 25 ± 2 °C (Aqualab 4TEV, USA), y el 

pH se midió tomando una mezcla de 1 g de muestra con agua destilada en proporción 1:2 

(m:v), se homogeneizó en un baño térmico a 30 °C durante 10 min y finalmente se llevó a 

un potenciómetro (SI Analytics, Alemania). 

A. Microorganismo 

En esta investigación se utilizó la cepa GH1 de Aspergillus niger del cepario del grupo de 

bioprocesos del Departamento de investigación en Alimentos de la Universidad Autónoma 

de Coahuila. El microorganismo se conservó en agar PDA a 4°C y se reactivó en agar PDA 

durante 7 días a 30°C. 
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B. Capacidad de invasión 

La capacidad de invasión se evaluó, midiendo la cinética de crecimiento del Aspergillus 

niger GH1 en placas Petri, con una humedad del 65%, (superior al punto crítico de 

humedad e inferior a la humedad máxima). Se inoculó un fragmento de 8 mm de micelio 

en el centro de la caja de Petri, previamente activado en agar PDA. El fragmento se obtuvo 

usando un sacabocado estéril, y se midió su crecimiento radial cada 12 h. El valor se 

reportó como mm/h. 

2.3.4 Ensayos de fermentación 

En los ensayos de fermentación se utilizaron cajas Petri como reactores con las 

condiciones con mejor resultado evaluadas en el numeral anterior (2.3.3). Se utilizaron 8 g 

de material seco entre cáscara y corazón (70:30 (p/p)) con un tamaño de partícula entre 

<0.25mm-2.3mm y humedad del 65%. Se inocularon  2x107 esporas de A. niger GH1 

por gramo de soporte. 

Se realizó un monitoreo del proceso fermentativo cada 8 h a 30°C, con el fin de determinar 

el tiempo necesario para una mayor extracción de fenoles. 

2.3.5 Medición de compuestos fenólicos libres 

A. Extracción de fracción fenólica libre 

La extracción del contenido fenólico se realizó según la metodología descrita por Torres-

León et al. (2019). Se disolvió 1 g de material fermentado en etanol al 90% en una 

proporción de 1:30 (p/v). A continuación, la mezcla se calentó en un baño de agua a 45 °C 

durante 1 hora. Los extractos se filtraron con papel Whatman No. 1 y una bomba de vacío 

(Helch 2534B-01, EE. UU.) y se almacenaron a -18 °C. El sedimento se guardó para la 

identificación de fenoles ligados (ver sección 2.3.9). 

B. Determinación del contenido fenólico total (FT) 

La determinación del contenido de FT se midió utilizando la metodología descrita por 

Makkar (2003). Se mezclaron 20 µL del extracto con 20 µL de reactivo de Folin-Ciocalteu 

en un pozo. Después de 5 min de agitación manual, se añadieron 20 µL de carbonato de 

sodio (0.01 M) a cada muestra. Luego, la solución se agitó nuevamente durante 5 min, se 
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diluyó con 125 µL de agua destilada y se leyó la absorbancia a 790 nm utilizando un lector 

espectrofotométrico de microplacas (Epoch, BioTek, Instruments, Inc.). Los resultados se 

expresaron como mg de equivalentes de ácido gálico/g de materia seca. La curva de 

calibración se realizó midiendo la absorbancia de concentraciones conocidas de ácido 

gálico para obtener el contenido fenólico del extracto de cada muestra (Anexo 2).  

2.3.6 Ensayo de Actividad antioxidante 

La actividad eliminadora de radicales DPPH de la muestra se analizó utilizando el método 

informado por Molyneux (2004). Se mezclaron 7 μL del extracto fenólico con 193 μL de 

solución de radical DPPH (60 μM). Las mezclas se mantuvieron en la oscuridad a 

temperatura ambiente durante 30 min. Luego, se midió la absorbancia a 517 nm utilizando 

un lector de microplacas de espectrofotómetro (Epoch, BioTek, Instruments, Inc.). Los 

resultados se expresaron en mg de equivalentes de Trolox por gramo de extracto, 

utilizando una curva de calibración estándar de Trolox (Anexo 3). 

2.3.7 Extracción y evaluación de actividad β-glucosidasa y 
celulasa 

A. Extracción de compuestos enzimáticos  

La extracción enzimática se realizó de acuerdo con la metodología modificada descrita por 

Idris et al. (2017). El material biológico fermentado se sumergió en tampón citrato (0.05 M, 

pH 4.9) en una proporción de 26:74. El material sólido se separó del líquido por compresión 

mecánica. Finalmente, los extractos se filtraron con papel Whatman No. 1 y una bomba de 

vacío (Helch 2534B-01, EE. UU.) y se almacenaron a –18 °C. 

B. Ensayo de actividad de β-glucosidasa 

La actividad de β-glucosidasa se midió con el método modificado descrito por Leite et al., 

(2019). La actividad de β-glucosidasa se determinó utilizando p-nitrofenil-β-d-

glucopiranósido (PNG) como sustrato. La reacción se llevó a cabo con 40 µL de PNG y 40 

µL de muestra. La reacción enzimática se llevó a cabo a 50°C durante 10 min, 

posteriormente, se adicionaron 200 µL de carbonato de sodio (0.1 M). Finalmente, se 

agregaron 200 µL de cada muestra a la microplaca y se leyó la absorbancia a 400 nm 

(Figura 2.1) 



 
46 Extracción de compuestos bioactivos de residuos de piña (Ananas comosus) 

usando fermentación en estado sólido 

 
Se realizó una curva de calibración con p-nitrofenol con concentraciones entre 0 ppm y 

500 ppm (Anexo 3). Una unidad internacional (UI) de actividad enzimática se definió como 

la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 µmol de p-nitrofenol por minuto en 

condiciones de ensayo estándar. Los valores se expresaron en unidades por gramo de 

sustrato seco (U/g). 

 

Figura 2.1. Medición de actividad de celulasa y β-glucosidasa a las 32 h de FES de 

residuos de piña con A. niger GH1. 

C. Ensayo de actividad de celulasas 

 

La actividad celulosa se midió con el método modificado descrito por Leite et al. (2019), 

empleando papel de filtro Whatman No. 4 como sustrato. La reacción se llevó a cabo con 

20 µL de muestra y un disco de papel filtro de 6 mm a 50°C. Después de 60 min de 

reacción, se agregaron 120 µL de DNS y se calentaron a 100°C. Una vez enfriada la 

muestra, se mezclaron  36 µL de cada muestra con 160 µL de agua destilada y se leyó a 

540 nm en un lector de microplacas (Modelo). 

Se realizó una curva de calibración con soluciones estándar de glucosa en un rango de 0  

a 1000 ppm (Anexo 5). Una unidad internacional (UI) de la actividad enzimática se definió 

como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 µmol de glucosa por minuto en 
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condiciones de ensayo estándar. Los valores se expresaron en unidades por gramo de 

sustrato seco (U/g). 

2.3.8 Análisis microestructural 

La visualización de la morfología de la superficie del material fermentado y no fermentado 

se realizó utilizando un microscopio electrónico de barrido ambiental (Philips XL30-ESEM). 

Las muestras se colocaron en un recipiente con nitrógeno líquido y se fracturaron, luego 

se dispusieron en un portamuestras con cinta de cobre perpendicular a los detectores del 

microscopio. Las películas se recubrieron con oro y paladio utilizando un spray iónico 

durante 30 s a 2 μA, generando una capa de aproximadamente 3 nm. En el microscopio 

electrónico, se utilizaron tres modos en las mismas condiciones (una distancia de trabajo 

de aproximadamente 5.5 mm, un voltaje de aceleración de 12 keV y un tamaño de espacio 

de 4 a 5 nm, y se observaron con un aumento de 500X) (Sáenz-Mendoza et al., 2020). 

2.3.9 Análisis por RP-HPLC-ESI-MS de compuestos fenólicos 

En la identificación de moléculas por RP-HPLC-ESI-MS se evaluaron las fracciones libres 

obtenidas en el apartado A de la sección 2.3.5 y también las fracciones ligadas obtenidas 

del sedimento de la fracción libre. Esto con el fin de identificar los fenoles ligados que son 

liberados en la FES. 

La fracción ligada se obtuvo siguiendo la metodología descrita por Torres-León et al. (2019) 

como se muestra en la Figura 2.2. La muestra del sedimento se mezcló con 50 mL de 

hidróxido de sodio (2M) a temperatura ambiente durante 4 h. Luego, a la mezcla se le 

agregó ácido clorhídrico hasta pH 2.0, se filtró con papel Whatman No. 1 y se realizó una 

extracción líquido-líquido en tres partes con 70 mL de acetato de etilo. Las fracciones se 

combinaron y se sometieron a evaporación rotatoria (40 cmHg, 60°C, 150 rpm) hasta que 

se eliminó por completo el acetato de etilo. Los fenoles ligados se constituyeron en 5 mL 

de agua. 

Los extractos (fracción libre y fracción ligada) se prepurificaron con amberlita XAD 16, se 

liofilizaron (Labconco freezone 4.5, USA), se reconstituyeron en agua destilada y se 

filtraron a través de un filtro de naylon de 0.45 µm. 
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Figura 2.2. Esquema descriptivo de la obtención de las fracciones fenólicas (libre y 

ligada). 

Las fracciones ligadas de los tiempos 0 y 32 h de fermentación y las fracciones libres de 

los tiempos 0, 8, 32 y 80 h de fermentación se analizaron mediante cromatografía líquida 

de alta resolución/ionización por electropulverización/espectrometría de masas 

(HPLC/ESI/MS). En la analítica RP-HPLC-ESI-MS se tomaron 1.5 mL de cada extracto 

filtrado y se inyectaron en la HPLC (columna C18: 150 mm x 2.1 mm, 3 µm, Grace, USA). 

El sistema Varian HPLC consta de un muestreador automático (Varian Pro Star 410, EE. 

UU.), un detector PDA (Varian Pro Star 330, EE. UU.) (eluyentes: ácido fórmico y 

acetonitrilo) y una bomba ternaria (Varian Pro Star 230I, EE. UU.). El gradiente aplicado 

fue: inicial, 3% B; 0–5 min, 9% B lineal; 5-15 min, 16% B lineal; 15–45 min, 50% B lineal. 

El análisis LC-ESI-MS consiste en un espectrómetro de masas (Espectrómetro de masas 

IT Varian 500-MS, EE. UU.) equipado con una fuente de ionización por electropulverización 

(ESI) y operado en modo de iones negativos [MH]-1. Se utilizó nitrógeno como gas 

nebulizador y helio como gas amortiguador. Los parámetros de la fuente de iones fueron: 

voltaje de aspersión 5 kV, voltaje capilar 90 V y temperatura 350 °C (Ascacio-Valdés et al., 

2016). 
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2.3.10 Análisis estadístico 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado con muestras independientes. Todos los 

resultados se informaron mediante medias y desviaciones estándar. Los resultados fueron 

analizados por ANOVA, se utilizó la prueba de Tukey para analizar la diferencia 

significativa. Se realizó la correlación de Pearson para evaluar las correlaciones entre 

variables. El análisis estadístico se realizó utilizando el software RStudio Versión 1.4.1103 

® (Boston, EE. UU.). 

2.4 Resultados y discusión 

2.4.1 Composición química de la cáscara y el corazón de la piña 

A. Caracterización del fruto 

Debido a que el estado de maduración del fruto influye significativamente en el tipo y 

cantidad de FT presentes en los componentes de las frutas, se evaluaron dos de las 

características químicas que más se relacionan con el nivel de maduración de la piña, 

contenido de sólidos solubles y acidez. Las piñas utilizadas en este estudio presentan 

14.83 ± 0.15 de °Bx y un valor de ácido cítrico de 0.92 ± 0.03 %. Según los criterios de la 

Norma Técnica Colombiana 729-1, (NTC 729-1) los frutos se encuentran en un nivel de 

maduración 6, último nivel de maduración permitido por la norma (Figura 2-3). Las 

industrias alimentarias utilizan los frutos entre los últimos 3 niveles de maduración para 

obtener productos como jugos y néctar, aprovechando el alto niveles de azúcares. 

Sybron et al. (2019) y Briante et al. (2002) demostraron que los compuestos fenólicos 

tienden a aumentar en la cáscara y la semilla del fruto tropical ackee y dos clases de olivos, 

respectivamente, a medida que avanza la maduración. Esto demuestra que utilizar 

residuos de frutos en estados de madurez avanzados no solo se relaciona con lo que las 

industrias descartan por la elaboración de sus productos, sino que también se relaciona 

con altos niveles de compuestos fenólicos. 
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Figura 2.3. Comparación de color de cáscara y corazón entre la norma NTC 729-1 y los 

frutos utilizados en este estudio.a. Niveles de maduración descritos en la NTC 729-1. b. 

Muestra de frutos utilizados en este estudio. 

En cuanto a la proporción de residuos presente en la piña, este fruto tiene un porcentaje 

de 45±0.05 de residuos (cáscara y corazón). La cáscara dentro de ese porcentaje de 

residuos tiene una participación del 73±0.06 % y el corazón del 27±0.12 %. Estos 

resultados son similares a los descritos por Rico et al. al. (2020) en piña variedad Morris. 

La proporción 73:27 p/p de cáscara y corazón son útiles para un proceso fermentativo, 

debido a que una alta proporción de corazón traería consigo una alta actividad de 

proteasas, como la bromelina, presente en este componente del fruto. Las proteasas 

inhiben la acción de las otras enzimas como la tanasa, responsables de poner a disposición 

los nutrientes necesarios para que el microorganismo se desarrolle en óptimas condiciones 

(Aguilar et al. 2002). Además, según información aportada por la industria Bengala agrícola 

S.A.S, empresa dedicada a la producción de piña mínimamente procesada en el Valle del 

Cauca, una relación cercana a 70:30 cáscara-corazón es obtenida de los equipos de corte 

y despulpado. Finalmente, también se demostró que una proporción 70:30 p/p dio los 

mejores resultados en las pruebas preliminares de capacidad de invasión (análisis no 

presentados). Es por lo anterior que en este estudio se usó una proporción de 70:30 entre 

cáscara y corazón, como sustrato de fermentación. 

B. Caracterización de los residuos 

La caracterización proximal se muestra en la Tabla 2.1. La cáscara presentó mayor 

cantidad de materia seca, cenizas y proteína en comparación con el corazón, contrario al 

contenido de carbohidratos totales. El contenido de carbohidratos totales, azúcares 

reductores, FDN y proteínas muestra que los residuos de piña son una buena fuente de 
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carbono y nitrógeno, elementos necesarios para el crecimiento de hongos y la producción 

de enzimas. Torres-León et al. (2019) y Yepes-Betancur et al. (2021) demostraron que los 

biomateriales con contenido proximal similar son adecuados para FES. 

Aruna (2019), Dibanda Romelle et al. (2016), y Kodagoda & Marapana (2017) obtuvieron 

valores menores de carbohidratos totales para cáscara (55.52-74.08 % p/p) y corazón 

(83.03 % p/p), igualmente, Kumar et al. (2022) reportaron una cantidad menor de azúcares 

reductores en cáscara de piña (13.65 g/L). En cuanto al contenido de proteína de la 

cáscara y el corazón de la piña, Dibanda Romelle et al. (2016) y Kodagoda & Marapana 

(2017) reportaron valores similares (5.11-3.67 % p/p). El contenido de lípidos de la cáscara 

y el corazón de la piña es inferior al informado por Morais et al. (2015) y Kodagoda & 

Marapana (2017) (1.10-2.35 % p/p). La variación en el contenido proximal se atribuye a 

factores que incluyen variedad, etapa de madurez, suelo, prácticas agrícolas y condiciones 

climáticas (Difonzo et al., 2019). 

Tabla 2.1. Caracterización proximal de la cáscara y corazón de piña secos. 

Componentes Cáscara Corazón 

Materia seca (% p/p) 84.5 ± 0.14 83.1 ± 0.52 
Total de carbohidratos (% p/p) 88.4 ± 0.13 92.8 ± 0.12 

Azúcares reductores (g/L) 29.8 ± 0.09 26.9 ± 0.12 
Cenizas (% p/p) 5.2 ± 0.03 3.4 ± 0.03 

Ca (% p/p) 0.6 ± 0.08 0.3 ± 0.01 
P (% p/p) 0.2 ± 0.01 0.2 ± 0.01 

Mg (% p/p) 0.9 ± 0.03 1.9 ± 0.11 
K (% p/p) 2.6 ± 0.24 2.3± 0.01 

Proteína (% p/p) 5.5 ± 3.87 3.3 ± 0.08 
Extracto etéreo (% p/p) 0.8 ± 0.01 0.5 ± 0.06 

FDN (% p/p) 31.9 ± 0.42 15.9 ± 0.83 

FDN: Fibra Detergente Neutra 

La cantidad de ceniza en la cáscara es menor a la reportada por Dibanda Romelle et al. 

(2016) (4.39 ± 0.14) y superior a lo informado por Kodagoda & Marapana (2017) (4.32 ± 

0,09). Los valores de Ca y Mg son inferiores a los informados por Dibanda Romelle et al. 

(2016) (8.30±0.54 y 5.32±0.49), al igual que los informados para K por (Micanquer-

Carlosama et al., 2020) (0,20). Los minerales Ca, P, Mg y K forman parte de los 

microelementos necesarios para el excelente desarrollo del microorganismo. Ca y Mg 

promueven notablemente la actividad enzimática (Cizeikiene et al., 2018). Particularmente 

el Ca favorece la actividad de las celulasas (Zeng et al., 2016). 
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2.4.2 Ensayos de soporte en FES 

El CAA (Capacidad de Absorción de Agua) es la cantidad de agua que puede absorber el 

soporte y el PCH (Punto Crítico de Humedad) representa el agua ligada a la matriz vegetal 

como el agua que los microorganismos no pueden utilizar para sus funciones biológicas. 

El CAA depende de la capacidad de formación de gel de las macromoléculas y la 

disponibilidad de grupos hidrófilos que unen las moléculas de agua (Mussatto et al., 2009). 

Los valores de CAA y PCH se muestran en la Tabla 2-2. Los valores altos de CAA 

benefician el proceso de fermentación porque el CAA podría cambiarse para beneficiar el 

crecimiento del hongo y los valores bajos de PCH benefician el crecimiento microbiano. 

Aunque los valores de CAA y PCH para los tres tamaños de material fermentable 

evaluados no son significativamente diferentes (P > 0.05), estos valores demuestran que 

el material vegetal es útil para un proceso de FES. Los valores de CAA y PCH son similares 

a los informados en otros materiales utilizados para FES. Buenrostro-Figueroa et al. (2017) 

reportaron CAA de 3.74 ± 0.10 g/g para residuos agroindustriales de higos y valores de 

PCH de 58% para corteza de alcornoque, de la Rosa et al. (2020) reportaron un CAA de 

7.83 g/g para bagazo de caña de azúcar y Torres-León et al. (2019), valores de PCH de 

56.5% para semilla de mango. 

Tabla 2.2. Ensayos de soporte de cáscara y corazón de piña (70:30 p/p). 

Análisis 
Tamaño de partícula 

<0.25 (mm) 0.25-2.3 (mm) <0.25-2.3 (mm) 

PCH (g/g) 55.60 ± 3.88  60.53 ± 3.29  61.95 ± 6.14 

CAA (%) 5.02 ± 0.42 5.21 ± 0.08  4.71 ± 0.12  
pH 3.92 ± 0.04 3.92 ± 0.03 3.92 ± 0.06 
aw 0.60 ± 0.12 0.63 ± 0.11 0.55 ± 0.11 

Humedad (%) 8.75 ± 1.48 3.45 ± 0.49 4.60 ± 0.57 

Crecimiento radial (mm/h) 0.65 ± 0.01 0.47 ± 0.02 0.69 ± 0.05 

 

El pH y la aw óptimos para el crecimiento de A. niger son 5.0 y 0.96 a 30 °C, 

respectivamente (Aguilar et al., 2007). Aunque el pH de la relación 70:30 de la cáscara y 

el corazón de la piña es de 3.92 y la aw está entre 0.55 y 0.60, la tasa de crecimiento radial 

muestra que el microorganismo crece en las condiciones evaluadas. La tasa de 

crecimiento radial no es significativamente diferente (p>0.05) entre los tres tamaños de 
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partículas estimados. Sin embargo, el crecimiento fue superior al reportado previamente 

para A. niger GH1 en residuos agroindustriales como semilla y cáscara de granada (0.2  y 

0.4 mm/h, respectivamente) (Robledo et al., 2008). 

El tamaño de partícula del material fermentable es importante debido al área superficial y 

la porosidad. Estas características determinan la transferencia de calor, oxígeno y 

nutrientes, determinando cómo se desarrollará el microorganismo sobre el soporte 

(Khanahmadi et al., 2018). Partículas muy pequeñas impedirán la correcta transferencia 

de masa y energía, mientras, partículas grandes permiten una aireación adecuada en el 

medio de fermentación, sin embargo, estas partículas pueden dificultar que los 

microorganismos consuman los nutrientes y se desarrollen (Pandey et al., 2009). En el 

caso de los residuos de piña, se obtuvo una mejor tasa de crecimiento cuando se utilizó 

todo el material disponible, la combinación de partículas pequeñas y grandes (<0.25 mm-

2.3 mm). El uso de una proporción 70:30 y la combinación de tamaño de partícula pequeña 

y grande, está acorde con el concepto de economía circular, que no solo busca otrogar un 

uso a los residuos, sino que también busca que la elaboración de nuevos productos sea 

con bajo gasto energético y amigable con el medio ambiente, como la FES (Tollin, 2016).  

2.4.3 Fermentación en estado sólido (FES) 

La Figura 2.4 muestra los FT y actividad antioxidante durante las primeras 80 h de FES de 

residuos de piña con A. niger GH1. El contenido de FT aumentó a medida que aumentó el 

tiempo de fermentación de residuos de piña. Aunque aumentó a las 8 h, el contenido de 

polifenoles se mantuvo sin diferencia significativa de la hora 32 (72.31% con respecto al 

valor del tiempo 0) hasta las 80 h. Este resultado es superior al contenido de FT de los 

residuos de piña extraídos por Soxhlet (30.2 %) (de Oliveira et al., 2009) y FES (72 h) con 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-8281 (7.14 %) (Rashad et al., 2015). La diferencia 

entre los métodos convencionales, como la extracción Soxhlet y FES para la obtención de 

polifenoles, radica en la falta de especificidad y la imposibilidad de romper enlaces que 

permitan la liberación de compuestos (Gligor et al., 2019).  

El aumento de los FT a las 8 h puede deberse al aumento de los compuestos liberados. A. 

niger GH1 es un microorganismo con potencial para obtener un alto contenido fenólico en 

un corto tiempo de fermentación (Torres-León et al., 2019). La disminución de los 
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compuestos a las 16 h puede deberse a la descomposición durante la fase exponencial. 

Los compuestos fenólicos como la galocatequina, el ácido protocatequial, el ácido siríngico 

y la quercetina tienden a disminuir durante la fermentación después de ser liberados 

durante la fase de latencia (Yeo et al., 2021). Estas alteraciones en los perfiles fenólicos 

prevalecen durante la FES. La discrepancia en el contenido fenólico se debe a la 

composición de la matriz biológica y al desarrollo de los microorganismos. Yeo et al. (2021) 

y Romero et al. (2004) demuestran un comportamiento similar en cáscara de lenteja y 

aceitunas negras, respectivamente. 

Figura 2.4. Contenido polifenólico y actividad antioxidante durante la fermentación de 

residuos de piña. 

 

El contenido de FT se correlacionó positivamente con la actividad antioxidante medida por 

el método DPPH (r = 0.63, p<0.01), lo que confirma que el aumento de la actividad 

antioxidante puede deberse al aumento del contenido fenólico durante la fermentación. 

Estos valores de correlación son similares a los reportados en la FES de residuos de 

tamarindo (r = 0.72) (Jericó Santos et al., 2020). El aumento de polifenoles se debe a la 

síntesis y liberación de estos compuestos durante el metabolismo de A. niger. El 

microorganismo rompe la pared celular del material vegetal mediante la producción de 
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enzimas. Estas enzimas hidrolizan los enlaces éster responsables de la unión entre los 

compuestos fenólicos y la matriz de la pared celular y también son responsables de la 

degradación oxidativa de la lignina (Gligor et al., 2019). 

2.4.4 Evaluación de actividad de β-glucosidasa y celulosa 

La Figura 2.5 muestra el comportamiento de la actividad de la β-glucosidasa y la celulosa 

durante las primeras 56 h de FES de los residuos de piña (cáscara y corazón) con A. niger 

GH1. Los resultados evidenciaron que la actividad de la β-glucosidasa es mayor que la 

actividad de la celulasa durante todo el tiempo de fermentación. Se observa que la β-

glucosidasa y la celulasa expresan la mayor actividad enzimática entre las 32 y las 40 h 

de fermentación, lo cual coincide con el pico máximo de la cantidad de fenoles libres; 

además se observa que la actividad de la celulasa desciende a la 24 h de fermentación y 

luego junto con la β-glucosidasa vuelve a descender después de la 40 h de fermentación. 

El desarrollo de hongos en FES depende de la actividad enzimática. Las enzimas 

convierten el material celulósico de alto peso molecular en compuestos de bajo peso 

molecular. Estas moléculas de bajo peso molecular son los nutrientes que absorberá el 

micelio (Lu et al., 2022). La exocelulasa inicia la descomposición de la celulosa y produce 

celobiosa. La alta producción de celobiosa inhibe la actividad de la celulasa (dos Santos et 

al., 2019). La β-glucosidasa descompone la celobiosa y genera monómeros de glucosa 

que son fáciles de usar para el microorganismo (Behera et al., 2017). Además, la ruptura 

de la larga cadena de celulosa permite la liberación de biocompuestos unidos 

covalentemente a este polímero, lo que permite su fácil extracción y uso (Acosta-Estrada 

et al., 2014).  

Además de lo anterior, la actividad de β-glucosidasa y la celulasa fueron medidas en este 

estudio debido a que estas enzimas se han relacionado con la liberación de compuestos 

de la matriz biológica y son producidas por A. niger (Ascacio-Valdés et al., 2014). 

La actividad de la celulasa total o de papel filtro (FPasa) fue similar a la reportada por 

Prajapati et al. (2018) (3.8 FPU/g) usando sustrato harina de copra y A. tubingensis NKBP-

55 y a lo reportado por Crognale et al. (2019) (4 FPU/g) utilizando Cynara cardunculus y 

A. tubingensis NRRL4700.  La actividad de β-glucosidasa reportada en esta investigación 

es más baja que en los estudios con A. niger por otros autores. Manfrin Dias et al. (2016) 
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reportaron una producción de 54.9 U/g utilizando biomasa de sorgo como sustrato y Aliyah 

et al. (2017) reportaron 91.67 U/g utilizando bagazo de caña de azúcar como sustrato. 

Según Chakraborty et al. (2016) la diferencia en la expresión de celulasas y β-glucosidasa 

se debe al metabolismo de cada microorganismo y la fuente de carbono y nitrógeno de un 

sustrato fermentado. Taherzadeh-Ghahfarokhi et al. (2019) afirman que una alta cantidad 

de FDN afecta positivamente la producción de celulosa. Además de β-glucosidasa y 

celulasa, A. niger GH1 puede producir otras enzimas como tanasas, xilanasas, elagitanasa 

y polifenol oxidasa (Cruz-Hernández et al., 2006; Ascacio-Valdés et al., 2014). 

 

Figura 2.5. La actividad de β-glucosidasa y celulasa durante el tiempo de fermentación. 

La actividad de la enzima celulasa se correlaciona positivamente con la cantidad de fenoles 

libres (Figura 2.4) (r = 0.46, p<0.01), al igual que la β-glucosidasa (r = 0.42, p<0.01). 

Estudios previos muestran que el uso de residuos agroindustriales para la obtención de 

compuestos fenólicos libres se relaciona positivamente con las enzimas generadas en el 

mismo proceso. Teles et al. (2021) y Correia et al. (2004) muestran que durante la FES 

utilizando A. niger 3T5B8 y Rhizopus oligosporus, respectivamente, se obtiene una alta 

actividad de celulasa y β-glucosidasa. Esta actividad está relacionada con el aumento de 

compuestos fenólicos como los taninos hidrolizables, el ácido protocatequiico y p-

cumárico. 
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2.4.5 Análisis microestructural 

Se utilizó microscopía electrónica para observar los cambios morfológicos de los desechos 

de piña fermentados y no fermentados. La Figura 2.6-a muestra la estructura de los 

residuos de piña sin fermentar. Se observa una estructura compacta, organizada y rugosa, 

debido a la presencia de fibra. La Figura 2.6-b muestra los residuos de piña fermentados 

con A. niger GH1. Se observa la ruptura de la matriz biológica vegetal y la invasión del 

micelio del hongo en los desechos biológicos. 

Los cambios en la estructura de la matriz vegetal de los residuos de piña después de la 

fermentación pueden deberse al daño de las estructuras cristalinas de las cadenas de 

celulosa durante la fermentación. Además de la descomposición de otras estructuras como 

lignina, hemicelulosa y proteínas durante el metabolismo del hongo. Estos resultados son 

similares a los descritos por Selvam et al. (2014) y Nagao et al. (2003) donde revelan 

modificación de la morfología de los residuos orgánicos debido a la fermentación. 

  

Figura 2.6. Micrografías de cáscara y corazón de piña sin fermentar y fermentada. Escala 

de imageesn: 500X – 50 µm a. Residuos de piña sin fermentar b. Residuos de piña a las 

32 h de fermentación.  

2.4.6 RP-HPLC-ESI-MS analítica 

La Tabla 2.3 muestra los compuestos ligados y libres identificados en diferentes tiempos 

de fermentación de los desechos de piña. Las dos primeras muestras corresponden a los 

compuestos ligados en los tiempos 0 y 32 de la fermentación. Las cuatro muestras 

restantes corresponden a compuestos libres en los tiempos 0, 8, 32 y 80. 
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La identificación de estos compuestos se realizó con la ayuda de la base de datos del 

Departamento de Investigación en Alimentos de la Universidad Autónoma de Coahuila y 

la identificación de compuestos reportada para desechos de piña por Steingass et al. 

(2015). El hexósido de cafeoílo, el hexósido de p-cumaroílo, el hexósido de alcohol p-

cumarílico, el aldarato de feruloílo y el ácido 5-cafeoilquínico se identificaron según lo 

escrito por Steingass et al. (2015). 

Tabla 2.3. Compuestos fenólicos identificados de cáscara y corazón de piña MD2 

fermentados con A. niger GH1 con la técnica RP-HPLC-ESI-MS. 

RT (min) 
[M-H]-  

Compuestos bioactivos 
Formula 

molecular 
Familia 

Compuestos 
ligados 

Compuestos libres 

m/z 0 h 32 h 0 h 8 h 32 h 80 h 

5.989 340.9 hexósido de cafeoilo C15H18O9  X  X X X X 

6.162 353 5-Ácido cafeoilquínico C16H18O9 Ácido fenólico    X X  

6.608 800.9 
3-O-glucosil-(1->6)-[apiosil(1-

>2)]-glucósido de espinacetina 
C34H42O22 Flavonoides   X    

7.965 191 Éster etílico del ácido p-cumárico C11H12O3 Ácido fenólico    X   

11.154 121 Ácido benzoico C7H6O2 Ácido fenólico X      

27.731 327 p-Cumaroyl tirosina C18H17NO5 Ácido fenólico X X     

32.083 357 p-Hexósido de alcohol cumarílico C15H20O7  X X     

32.973 119 4-Vinilfenol C8H8O Alquifenoles X X     

33.633 222 Ácido p-cumaroil glicólico C11H10O5 Ácido fenólico    X   

34.755 351 no identificado      X  X 

38.814 385 Feruloil aldarato   X X     

39.877 796.7 no identificado       X  

40.752 185 Psoralen C11H6O3 Furanocoumarins    X   

41.387 341.1 Ácido cafeico 4-O-glucósido C15H18O9 Ácido fenólico  X     

44.056 325 hexósido de p-cumaroilo C15H18O8  X  X    

45.952 304.8 (+)-Galocatequina C15H14O7 Flavonoides X   X X X 

46.124 781 Gallagil-hexósido C34H22O22 Ácido fenólico     X       
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La Tabla 2.3 muestra que los fenoles ligados (0 y 32 h), presentan una variabilidad de 

compuestos fenólicos mayor que las muestras de fenoles libres. Sin embargo, los 

compuestos ligados en el tiempo 0 son más que los encontrados a las 32 h de 

fermentación. Esta diferencia puede deberse a que los fenoles solubles en solventes 

orgánicos como el utilizado en este estudio se encuentran en formas libres o formas 

esterificadas conjugadas o enlazados covalentemente a azúcares o péptidos pequeños. 

Por lo tanto, durante la fermentación, estos enlaces se rompen con la ayuda de enzimas, 

dando como resultado la liberación parcial y completa de los compuestos (Roasa et al., 

2021). 

El hexósido de cafeoilo está presente en casi todas las muestras. El hexósido de cafeoilo 

y el ácido 5-cafeoilquínico son ésteres de cinamato y tienen actividad antimicrobiana 

(Pacheco et al., 2021). El hexósido de cafeoil también está presente en diferentes frutas 

como el tomate (Patras et al., 2017) y el ciricote (Pacheco et al., 2021). Gallagil-hexósido 

es un derivado del ácido gálico. Galagil-hexósido también está presente en los fenoles 

libres en el tiempo 0 y no en las otras muestras. 

El ácido benzoico es uno de los compuestos ligados que no se libera durante el proceso 

de fermentación evaluado. El ácido benzoico es una subestructura esencial de varios 

productos naturales y se puede encontrar en microorganismos y plantas (Ye et al., 2021). 

El ácido p-cumaroil glicólico y el éster etílico del ácido p-cumárico se encuentran libres en 

el momento de la fermentación (8 h). Estos dos compuestos son derivados del ácido p-

cumárico, metabolitos vegetales que exhiben propiedades antioxidantes, antiinflamatorias 

y antimicrobianas (Li et al., 2022). (+)-Gallocatequina es una catequina presente de forma 

ligada en el tiempo 0, que está presente de manera accesible en los tiempos 8, 32 y 80 h 

y no se encuentra en el tiempo 32 de la fracción ligada. La presencia de este compuesto 

libre demuestra la eficacia de FES. 

2.5 Conclusiones 

La FES con A. niger GH1 es una tecnología biotecnología efectiva para liberar compuestos 

fenólicos y obtener enzimas como β-glucosidasa y celulasa. Las condiciones de tamaño 

de partícula (<0.25-2.3 mm) y humedad (65%) en la FES fueron buenas para incrementar 

la actividad antioxidante que se relaciona positivamente con la cantidad de fenoles libres. 
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El análisis microestructural de la muestra fermentada a las 32 h muestra la invasión 

completa del hongo en el material vegetal. La identificación de moléculas de las muestras 

de compuestos libres y ligados por RP-HPLC-ESI-MS muestra la presencia de compuestos 

fenólicos reportados con diferentes actividades biológicas como antimicrobiana, 

antiinflamatoria y antioxidante. Entre los compuestos libres identificados a partir de los 

desechos de la piña se encuentran el hexósido de cafeoílo, el hexósido de p-cumaroílo y 

el hexósido de gallagillo. Estos hallazgos brindaron una visión amplia del posible uso de 

los desechos de piña en la industria alimentaria y farmacéutica y es una contribución 

importante a la economía circular. 
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3 Capítulo 3:                                        
Optimización de proceso de extracción de 
compuestos antimicrobianos de residuos 
fermentados de piña MD2 

3.1 Resumen 

Es necesaria la exploración de compuestos antimicrobianos naturales debido a la 

resistencia bacteriana que presentan actualmente a los antibióticos sintéticos. Los residuos 

de piña fermentados pueden ser una fuente natural importante de compuestos fenólicos 

con capacidad antimicrobiana. En este trabajo se realizaron ensayos preliminares sobre el 

residuo de piña fermentado para determinar el comportamiento de tres factores (relación 

sólido/líquido (mg/mL), etanol (%) y ciclos de extracción (N°) en relación con los fenoles 

totales (FT) extraídos por ultrasonido (EAU). Posteriormente, se optimizaron estos factores 

por medio de un diseño estadístico Box- Behnken, utilizando como variable respuesta los 

FT. El extracto optimizado y prepurificado con amberlita se caracterizó por HPLC-MS y se 

evaluó la actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 

y Escherichia coli mediante la medición de la concentración mínima inhibitoria (CMI) por 

técnica de microdilución y mediante curva de crecimiento bacteriano. La ecuación 

polinomial de segundo orden arrojada por el diseño Box-Behnken para la relación de las 

tres variables independientes evaluadas y la variable respuesta fue significativa (p<0.05). 

Los valores óptimos para relación sólido/líquido, porcentaje de etanol y ciclos de extracción 

fueron: 82 mg/mL, 26 % y 2 ciclos, respectivamente. El extracto obtenido en el proceso de 

optimización fue efectivo como agente antimicrobiano contra S. aureus y L. monocytogenes, 

con CMI de 50 mg/mL y 12.5 mg/mL, respectivamente. Los principales compuestos 

identificados en extracto antimicrobiano fueron, 3,4-DHPEA-EA, floretina 2'-O-xilosil-

glucósido y ácido feruloiltartárico. En conclusión, el material fermentado de residuos de piña 

es una fuente prometedora de compuestos fenólicos con capacidad antibacteriana. 
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3.2 Introducción 

La resistencia bacteriana causada por el uso inadecuado de antibióticos es una amenaza 

en la medicina humana y veterinaria (Barros et al., 2020). Además, la intensificación de los 

sistemas de producción animal y la globalización aumentan el riesgo de transmisión de 

bacterias multirresistentes entre diferentes ecosistemas, lo cual se convierte en un 

problema de salud pública (Loureiro et al., 2016). Por lo tanto, los nuevos enfoques para el 

control de enfermedades se han desplazado hacia alternativas con antibacterianos 

naturales que pueden ser de origen vegetal, animal o microbiano, incluyendo extractos de 

plantas, péptidos, proteínas, polisacáridos, entre otros (Serna & Enríquez, 2013). 

Estudios previos demuestran la eficacia como agentes antimicrobianos de compuestos 

fenólicos presentes en plantas. Compuestos fenólicos como la catequina presente en las 

plantas de té tiene efecto antimicrobiano contra S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 

29212, P. aeruginosa ATCC 27853 y actividad antifúngica contra C. albicans ATCC 10231 

(Salman et al., 2022). Los flavonoides también han sido ampliamente descritos como 

agentes antimicrobianos contra bacterias grampositivas y gramnegativas; extractos de 

Prunus domestica ricos en estos compuestos fueron probados contra Enterobacter 

sp.UJA37p obteniendo resultados favorables (Ortega-Vidal et al., 2022). Algunas de las 

estructuras fenólicas presentes en los residuos de la piña son linalol, el α-terpineol y el 

furfural, estudiadas por su efecto inhibitorio contra Escherichia Coli, Listeria monocytogenes 

y Staphylococcus aureus (Brito et al. 2021). 

La extracción de compuestos bioactivos es el paso más importante para convertir material 

biológico en productos útiles con actividad biológica, como la capacidad antimicrobiana. 

Actualmente la extracción asistida con métodos no convencionales es muy usada. Algunos 

de estos métodos son ultrasonido, la extracción asistida por microondas, la extracción con 

líquido presurizado, extracción con fluidos supercríticos, etc. Estas técnicas incluyen el 

menor uso de solventes peligrosos, alto rendimiento de extracción y menos horas para 

lograr recuperaciones satisfactorias (Lourenço et al., 2021). 

El primer paso para la extracción es seleccionar el solvente más adecuado para extraer los 

compuestos de interés. Los solventes más utilizados para la extracción de compuestos 
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fenólicos son el metanol, el etanol y la acetona. Una extracción sólida líquida simple, 

aunque, en muchos casos es efectiva, puede ser mejorada si es asistida por las técnicas 

no convencionales mencionadas anteriormente (Safdar et al., 2017). Las ondas ultrasónicas 

producidas en el ultrasonido son altamente eficientes para la liberación de compuestos 

dentro de las células debido a que dañan las paredes celulares. Este fenómeno ocurre 

debido a que las ondas provocan cavidades en el interior del material vegetal por 

contracción y expansión de la molécula (Luque-Garcia & Luque de Castro, 2003). 

Por la problemática global expuesta, este trabajo busca evaluar un antimicrobiano natural 

de compuestos fenólicos de material fermentado de residuos de piña MD2 obtenidos 

mediante una extracción optimizada asistida con ultrasonido, contra Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. 

3.3 Metodología 

3.3.1 Reactivos 

Para el proceso de extracción se usó etanol grado analítico (ACS) Sigma-Aldrich. Para las 

pruebas microbiológicas fueron usados agar palcam Oxoid (CM0877), bear parker Merck 

KGaA y mueller-hinton Merck KGaA y caldo nutritivo Oxoid (CM0001). 

3.3.2 Microorganismos 

Para este estudio se usaron Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus 

ATCC 29213, Escherichia coli OM757876. Las cepas fueron reactivadas en agar palcam, 

bear parker y mueller-hinton a 37 °C por 24 h, respectivamente. Los microrganismos fueron 

obtenidos del laboratorio de bioconversiones de la Universidad Nacional de Colombia. 

3.3.3 Obtención del material fermentado 

Los residuos de piña MD2 se fermentaron siguiendo la metodología descrita en el numeral 

2.3.4 del capítulo 2. Se utilizaron 8 g de material seco entre cáscara y corazón (70:30 p/p) 

con un tamaño de partícula entre <0.25mm-2.3mm y humedad del 65%. Se inocularon 

2x107  esp/g de soporte del hongo  A. niger GH1 y se incubó a 37°C por 32 h. 
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3.3.4 Análisis preliminares de extracción de compuestos 
bioactivos 

Se realizaron análisis preliminares para determinar los límites y puntos centrales que se 

utilizaron en el proceso de optimización (sección 3.3.5). Las muestras antes de ponerlas en 

el ultrasonido fueron homogeneizadas usando un vortex (Kinematica AG, Lucerna, Suiza) 

a 9000 rpm durante 1 min.  Todas las extracciones se realizaron con el equipo de 

ultrasonido (Branson Scientific Ultrasonic 2510) a 37 °C y con una frecuencia de 40 kHz. La 

temperatura del agua en el ultrasonido se controló continuamente con un termómetro de 

mercurio, lo que permitió un control de temperatura exacto durante el proceso de extracción. 

Se realizaron ensayos para determinar el tiempo de extracción en el equipo de ultrasonido, 

para esto se evaluó cada 5 min hasta los 90 min el contenido fenólico, utilizando una 

relación sólido/líquido de 120 mg/mL y una concentración de 50% de etanol. Se determinó 

que después de 45 min de extracción con ultrasonido la cantidad de contenido fenólico no 

tuvo diferencia significativa (p>0.05), por tanto, para los futuros experimentos el tiempo de 

extracción se estableció a 45 min (Resultados presentados en el Anexo 5).  

La extracción se realizó en recipientes eppendorf cerrados de 2 mL. La relación 

sólido/líquido varió entre 30 mg/mL y 210 mg/mL con 50% de etanol y 3 ciclos, la 

concentración de etanol como solvente de extracción varió entre 0 y 100% con una relación 

sólido/líquido de 120 mg/mL y tres ciclos; y el número de ciclos variaron entre 1 y 5 con una 

relación sólido/líquido de 120 mg/mL y 50% de etanol. Para medir el contenido de FT de 

cada muestra, al terminar cada ciclo se unieron los sobrenadantes en tubos de ensayo y al 

terminar el total de los ciclos cada muestra se llevó a 5 mL con el fin de que todas las 

muestras evaluadas tuvieran el mismo volumen. 

Los extractos obtenidos se almacenaron a -60 °C hasta que se realizaron las evaluaciones 

de FT y capacidad antimicrobiana (en menos de 3 días). Cada proceso de extracción se 

realizó por triplicado. 

3.3.5 Diseño de Box-Behnken 

Los resultados obtenidos en el numeral anterior fueron usados como referencia para 

realizar un diseño estadístico Box-Behnken con tres factores, tres niveles y una variable 
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respuesta. Los factores se establecieron en tres niveles codificados como se observa en la 

Tabla 3.1. El diseño consistió en 15 corridas aleatorias (n = 45, debido a que cada proceso 

de extracción se realizó por triplicado). La cantidad de FT se eligió como variable 

dependiente debido a que otros autores han comprobado su actividad antimicrobiana 

(Salman et al., 2022). Los datos del Box-Behnken se aproximaron a una ecuación 

polinomial de segundo orden y se generó un análisis de varianza (ANOVA) para determinar 

los coeficientes de regresión lineal, cuadrática y de interacción individuales. Al obtener el 

resultado del diseño estadístico Box-Behnken se realizó la medición de FT con los valores 

de cada variable optimizada. 

Tabla 3.1. Valores no codificados y codificados de los factores estudiados en el diseño 
estadístico Box- Behnken. 

 Niveles en diseño Box-Benhken 

Variables Bajo (-1) Medio (0) Alto (1) 

Relación sólido/líquido 
(mg/mL) 25 90 155 

Ciclos (N°) 2 3 4 

Etanol (%) 10 50 90 

 

3.3.6 Contenido fenólico total (FT) 

Los FT se determinaron siguiendo la metodología descrita por (Molyneux, 2004). La 

medición se realizó en microplaca de 96 pocillos. Se tomaron 20 µL de cada una de las 

muestras, se mezclaron por 5 min con 20 µL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Pasados los 5 

min las muestras se mezclaron con 20 µL de carbonato de sodio (0.01 M) por 5 min y 

finalmente se añadieron 125 µL de agua destilada. Posteriormente se realizó la lectura a 

750 nm en un lector de microplacas (Biotek ELx800). Los resultados se expresaron como 

mg de equivalente de ácido gálico/g de materia seca. La curva de calibración se realizó 

midiendo la absorbancia de concentraciones conocidas entre 0-0.6 de mg de ácido 

gálico/ml de ácido gálico para obtener el contenido fenólico del extracto de cada muestra. 
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3.3.7 Identificación de compuestos por RP-HPLC-ESI-MS 

El extracto obtenido con las condiciones optimizadas en el apartado 3.3.5 fue secado en un 

horno convectivo a 60°C y reconstituido en agua destilada, luego fue prepurificado con 

amberlita XAD 16 y filtrado a través de un filtro de nailon de 0.45 µm. 

Para la identificación de compuestos por RP-HPLC-ESI-MS se tomaron 1.5 mL del extracto 

filtrado y se inyectó en el HPLC (columna C18: 150 mm x 2,1 mm, 3 µm, Grace, USA). El 

sistema Varian HPLC consta de un muestreador automático (Varian Pro Star 410, EE. UU.), 

un detector PDA (Varian Pro Star 330, EE. UU.) (eluyentes: ácido fórmico y acetonitrilo) y 

una bomba ternaria (Varian Pro Star 230I, EE. UU.). El gradiente aplicado fue: inicial, 3% 

B; 0–5 min, 9% B lineal; 5-15 min, 16% B lineal; 15–45 min, 50% B lineal. El análisis LC-

ESI-MS consiste en un espectrómetro de masas (Espectrómetro de masas IT Varian 500-

MS, EE. UU.) equipado con una fuente de ionización por electropulverización (ESI) y 

operado en modo de iones negativos [MH]-1. Se utilizó nitrógeno como gas nebulizador y 

helio como gas amortiguador. Los parámetros de la fuente de iones fueron: voltaje de 

aspersión 5.0 kV, voltaje capilar 90.0 V y temperatura 35°C (Ascacio-Valdés et al., 2016). 

3.3.8 Actividad antimicrobiana 

A. Determinación de concentración mínima inhibitoria  

La muestra de la optimización se secó en un horno (Binder, Alemania) a 40°C durante 6 h, 

luego la muestra se diluyó en agua destilada, se prepurificó con amberlita XAD 16, se secó 

nuevamente y se reconstituyó en agua estéril para obtener concentraciones entre 100 

mg/mL y 3 mg/mL. Para obtener una concentración conocida de unidades formadoras de 

colonia UFC de cada patógeno (L. monocytogenes, S. aureus y E. coli) se ajustó una 

solución de NaCl (8.5%) a una densidad óptica (OD600) entre 0.15 y 0.20. El control positivo 

tenía medio de cultivo con la bacteria y el control negativo (esterilidad) tenía medio de cultivo 

y solución salina sin la bacteria. Se utilizó penicilina (500 mg) como estándar de referencia. 

Las muestras se dispusieron en una placa de 96 pocillos. En cada pozo se añadieron 20 µL 

del extracto optimizado, 20 µL de bacteria patógena y 160 µL de medio de cultivo (caldo 

nutritivo). A continuación, las placas de microdilución se incubaron a 37 °C durante 24 h en 

condiciones aeróbicas. Luego, se transfirieron 5 μL de cada pocillo al agar específico para 

cada bacteria con el fin de comprobar la inhibición producto de la interacción del extracto 
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optimizado con el patógeno. Los medios de cultivo se incubaron a 37 °C durante 24 h. La 

CMI se estableció como la concentración a la que se identificó el crecimiento de la menor 

cantidad de colonias (Azevedo et al., 2021).  

B. Curva de crecimiento bacteriano 

La curva de crecimiento bacteriano se realizó siguiendo la metodología descrita por Babii 

et al. (2016). En este ensayo solo se evaluaron las bacterias que presentaron inhibición con 

el extracto optimizado en la sección 3.3.8-A. En cada pozo se añadieron 20 µL de extracto 

optimizado con la CMI según la bacteria del ensayo (50 y 12.5 mg/mL), 20 µL de bacteria 

patógena (L. monocytogenes y S. aureus) y 160 µL de medio de cultivo (caldo nutritivo). El 

control positivo tenía medio de cultivo con la bacteria. La concentración del antimicrobiano 

y las UFC de cada bacteria se estandarizaron de la misma forma que en la sección 3.3.8-A 

de este capítulo. A continuación, las placas de microdilución se incubaron a 37 °C en 

condiciones aeróbicas. La lectura de las microplacas para evaluar el crecimiento de las 

bacterias se realizó cada hora en un espectrofotómetro de microplaca a 630 nm. 

3.3.9 Análisis estadístico 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado con muestras independientes. Todos los 

análisis se informaron mediante medias y desviaciones estándar. Los resultados fueron 

analizados por ANOVA, se utilizó la prueba de Tukey para analizar la diferencia significativa 

(P<0.05). El análisis estadístico y el diseño experimental se realizó utilizando el software 

Minitab 21.1.1 y las gráficas de superficie de respuesta se realizaron en MATLAB 2021b. 

3.4 Resultados y discusión 

3.4.1 Análisis preliminares 

La figura 3.1 muestra los resultados del análisis preliminar de la interacción entre la variable 

respuesta (FT) y los tres factores evaluados, relación de sólido/líquido, concentración de 

etanol y número de ciclos. Investigaciones pasadas han demostrado la relevancia de estos 

tres factores en procesos de extracción de FT (Torres-León et al. 2017). En la Figura 3.1 se 

observa que los FT para los tres factores evaluados primero asciende y luego desciende, 
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en todas las figuras (a, b y c), también se observa la muestra en dónde se obtuvo la mejor 

extracción marcada con la letra a por la prueba tuckey en la barra de desviación estándar. 

El análisis del comportamiento de estas figuras permite escoger los puntos centrales (medio 

(0)) del diseño Box-Benhken. Para la concentración de etanol fue de 50%, para la relación 

sólido/líquido fue de 90mg/mL y para el número de ciclos de 3 ciclos. 

A. Concentración de etanol 

Como se observa en la Figura 3.1a, la extracción fue mayor cuando se usó entre 10 y 30 

% de etanol, se evidencia diferencia significativa con respecto al 100% de etanol (p>0.05). 

El comportamiento de la concentración de etanol con respecto a la cantidad de FT permitió 

establecer los límites de esta variable en el diseño Box-Benhken (Tabla 3.1) 

La combinación de etanol y agua permite la extracción de una amplia cantidad de FT. Esta 

extracción se debe a la afinidad de los solventes con los FT. El etanol además de ser un 

solvente GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro), tiene más baja polaridad que el 

agua, esto asegura un buen rango de FT extraídos. Además, los ácidos fenólicos de pH 

altos presentes en los residuos de piña como el ácido benzoico y ácidos cinámicos, no se 

pueden extraer completamente con disolventes orgánicos puros, por lo que se recomienda 

la mezcla de alcohol y agua o acetona y agua (Rasheed et al., 2012). Una mayor afinidad 

de los fenoles presentes en el extracto evaluado en una solución con 10-30% de etanol 

sugiere que la mayor cantidad de fenoles extraídos son polares. 

Estudios con residuos orgánicos no fermentados demuestran que otras combinaciones de 

etanol: agua son efectivas para la extracción de FT. Lourenço et al. (2021) y M’hiri et al. 

(2014) demostraron que 80% de etanol es la mejor concentración para la extracción de FT 

de cáscara de piña y cáscara de cítricos, respectivamente. Mientras, Brahmi et al. (2022) 

demostraron que 40% de etanol es la mejor concentración para la extracción de FT de las 

flores de Opuntia ficus-indica [L.] Mill. Esta diferencia se puede deber a que el perfil de FT 

cambia debido al efecto de la FES como se evidencia en el capítulo 2. 
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b   

 
                                   c 

 
Figura 3.1. Efecto de la concentración de etanol (a), Relación sólido/líquido (b) y número 

de ciclos (c) sobre el contenido de FT obtenido a partir de residuos de piña fermentados. 

Las letras corresponden a prueba de Tukey (p<0.05). Letras compartidas no hay diferencia 

significativa. 

 

B. Relación sólido/líquido 

Como se observa en la Figura 3.1b la cantidad de FT también depende de la relación de 

sólido/líquido usada en la extracción. La relación de sólido/líquido más alta fue entre 60 y 

90 mg/mL de etanol, sin embargo, no se presentó diferencia significativa (p>0.05) después 

de 60 mg/ml. Con una relación sólido/líquido mayor a 90 mg/mL el contenido de fenoles 

baja porque la viscosidad media comienza a aumentar, este fenómeno puede dificultar el 

efecto de cavitación acústica porque la presión negativa en la región de rarefacción 

(expansión de las burbujas) tiene que superar la fuerte cohesión entre partículas 

(Venkateswara et al., 2021). El comportamiento de la relación sólido/líquido con respecto 

al contenido de FT permitió establecer los límites de esta variable en el diseño Box-Benhken 

(Tabla 3.1). 
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La relación sólido/líquido afecta el gradiente de concentración, aumentando la tasa de 

penetración de los compuestos de una fase sólida a una fase líquida. Es conveniente que 

hasta que se termine la extracción el solvente sobrepase la fase sólida, es decir, la fase 

sólida se mantenga sumergida (Selahvarzi et al., 2022).  

El estudio de Rasheed et al. (2012) evidenció que proporciones de sólido/líquido similares 

son efectivas para obtener FT de residuos de frutas. Rasheed et al. (2012) optimizaron el 

proceso de extracción de FT de residuos de piña y demostraron que la mejor relación es 50 

mg de residuos secos por mL de solvente. 

C. Número de ciclos 

Entre los factores que afectan la extracción de FT se encuentra el número de ciclos. Como 

se observa en la Figura 3.1c en el tercer ciclo se obtuvo la mayor cantidad de compuestos 

fenólicos y hubo una diferencia significativa entre la extracción sin ciclos, es decir, sin 

tratamiento con ultrasonido y con 5 ciclos. El comportamiento de la relación ciclos de 

extracción con respecto al contenido de FT permitió establecer los límites de esta variable 

en el diseño Box-Benhken (Tabla 3.1). 

El aumento de número de ciclos aumenta la cantidad de FT porque logra extraer la cantidad 

total de FT en el material orgánico, sin embargo, cuando ya no es posible extraer más FT 

del material no es recomendable hacer más ciclos debido al gasto energético y al daño que 

se puede ocasionar en los FT debido a la pirolisis y oxidación por la liberación de hidroxilos 

que se desencadenan al exponer el material vegetal a largos tiempos de EAU 

(Venkateswara et al., 2021). Varios autores recomiendan los ciclos consecutivos para 

aumentar la cantidad de compuestos bioactivos obtenidos en la extracción. Autores como 

Garmus et al. (2015) y Pérez-Jiménez et al. (2008) recomiendan el uso de entre tres y dos 

ciclos como mínimo para la obtención de FT, respectivamente. 

3.4.2 Diseño de Box-Behnken 

El efecto de la concentración de etanol, relación sólido/liquido y número de ciclos en una 

variable dependiente o respuesta (FT) se optimizaron con un diseño Box-Benhken.  
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Al aplicar el análisis de regresión múltiple sobre los datos experimentales (Tabla 3.2), el 

modelo para la variable respuesta, es expresado con la siguiente ecuación polinomial 

cuadrática. 

Eq. (6) 𝐶𝐹𝑇 =  9.31214 + 0.0253535 ∗ 𝐴 + 0.0855959 − 1.06166 ∗ 𝐶 − 0.000341706 ∗ 𝐴2 +

0.0000568958 ∗ 𝐴 ∗ 𝐵 + 0.0190796 ∗ 𝐴 ∗ 𝐶 − 0.000601747 ∗ 𝐵2 − 0.0379684 ∗ 𝐵 ∗ 𝐶 +

0.153779 ∗ 𝐶^2 

Donde A son los mg de material fermentado, B concentración de etanol y C el número de ciclos. 

Los coeficientes de los factores en la ecuación 6 revelan la importancia de cada parámetro, 

notando que el signo positivo significa que el factor afecta directamente la contenido de FT, 

como el efecto de la relación sólido/líquido (A), concentración de etanol (B), la interacción 

de relación sólido/líquido y concentración de etanol (A:B), la interacción de la relación 

sólido/líquido y número de ciclos (A:C) y la relación cuadrática de número de ciclos (C).  

Tabla 3.2. Valores experimentales y predichos obtenidos para el contenido de FT de 

extractos de residuos de piña fermentado. 

Experimento 
Valores 

experimentales 
Valores predichos 

por el modelo 

1 14.262 ± 1.57 11.718 

2 9.580  ± 0.45 6.988 

3 12.176  ± 1.52 11.996 

4 9.346  ± 1.94 9.458 

5 7.239  ± 1.97 6.347 

6 9.290  ± 1.11 10.098 

7 6.183  ± 0.83 5.689 

8 10.069  ± 1.51 9.512 

9 9.604  ±  2.28 9.512 

10 6.069  ±  1.12 5.327 

11 4.289  ± 0.81 5.049 

12 10.081  ± 0.14 12.358 

13 8.865  ± 2.67 9.512 

14 1.741  ± 0.39 2.216 

15 8.440  ± 3.04 8.885 
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En el análisis de varianza (ANOVA) en la Tabla 3-3 muestra que el coeficiente de 

determinación (Rˆ2 = 0.9381) y el coeficiente de determinación ajustado (Rˆ2 ajustado = 

0.8266) indican que el modelo se ajusta bien a los datos de laboratorio, debido a que el 

valor del coeficiente de determinación refleja el porcentaje de los resultados experimentales 

que el modelo es capaz de explicar. Además, el valor de prueba de falta de ajuste (0.12) no 

es significativo (p>0.05), lo que corrobora que el modelo de ajuste es adecuado para 

describir los datos experimentales. En esta misma tabla también se evidencia que solo los 

efectos lineales, relación sólido/líquido y concentración de etanol fueron significativos 

(p<0.05). Ninguno de los efectos cuadráticos ni de las interacciones fueron significativos 

(p>0.05). 

Tabla 3.3. Resultados ANOVA de la ecuación polinomial de segundo orden. 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

A 1 19.356 19.355 10.83 0.022 

B 1 88.953 88.953 49.75 0.001 

C 1 0.820 0.820 0.46 0.528 

A*A 1 7.696 7.696 4.30 0.093 

B*B 1 3.423 3.423 1.91 0.225 

C*C 1 0.087 0.088 0.05 0.834 

A:B 1 0.088 0.088 0.05 0.834 

A:C 1 6.152 6.152 3.44 0.123 

B:C 1 9.226 9.226 5.16 0.072 

  Falta de ajuste 3 8.204 2.735 7.43 0.121 

Rˆ2 0.938     

Rˆ2 ajustado 0.826     

A:mg de material fermentado; B: concentración de etanol; C: número de pasos 

La Figura 3.2 muestra las superficies de respuesta de la relación de los tres factores 

evaluados y la variable respuesta (FT). La Figura 3.1a muestra que al aumentar la cantidad 

de ciclos y aumentar la relación sólido/liquido, aumenta la cantidad de FT, esto debido a 

que se encuentran presentes mayor cantidad de fenoles libres y se están extrayendo la 

mayor parte de estos; en la Figura 3.1b muestra que al disminuir la concentración de etanol 

y aumenta el número de pasos, aumenta la cantidad de FT, esto puede deberse a la 

naturaleza química de los compuestos presentes en el material fermentado, que son más 
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compatibles con concentraciones bajas de etanol y en Figura 3-2-c se observa que al 

disminuir la concentración de etanol y aumentar la cantidad de mg de material fermentado, 

aumenta la cantidad de FT, esto debido a que entre mayor cantidad de material fermentado, 

mayor cantidad de FT libres. 

 

           

 

          

 

 

Figura 3.2. Superficies de respuesta correspondiente a la interacción entre los tres factores 

evaluados (concentración de etanol, cantidad de material fermentado y número de pasos).a. 

Relación de No. de ciclos y relación sólido/líquido (50% de etanol), b. Relación de No. de 

ciclos y % de etanol (90 mg de material fermentado por mL) y c. Relación de porcentaje de 

etanol y relación sólido/líquido (3 ciclos). 

b a 

c 
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3.4.3 Verificación del modelo 

Los resultados optimizados fueron: 26 % de etanol, relación sólido/líquido de 82 mg/mL y  

2 ciclos, con estos resultados se obtuvo una cantidad de FT de 12 mg de EAG/g material 

seco, cantidad cercana a la predicha por el modelo (12.33 mg de EAG/g material seco). 

Estos resultados se relacionan con los analizados en la sección 3.4.1 de este capítulo, en 

donde se obtuvo la mayor cantidad de FT con 30% de etanol, una relación sólido/líquido 

entre 60 y 90 mg/mL y 3 ciclos. Otros estudios de optimización con residuos de piña, 

obtuvieron una cantidad de FT inferiores a los reportados por este estudio. Lourenço et al. 

(2021) obtuvieron 11.10±0.01 mg de EAG/g material seco con extracción sólido-líquido 

simple, con 80% de etanol, relación sólido/líquido mg/mL, un ciclo de extracción y 25 min 

de extracción a temperatura ambiente y Rasheed y Ong (2016) obtuvieron 1.17 mg de 

EAG/g material seco con extracción sólido-liquido simple, con 80% de metanol, relación 

sólido/líquido 0.5 mg/mL, un ciclo de extracción y 90 min de extracción a temperatura 

ambiente. Igualmente, una investigación con EAU con otros residuos agroindustriales 

obtuvo cantidades inferiores de FT. Selahvarzi et al. (2022) obtuvieron la mayor cantidad 

de FT de cáscara de granada (2.70 mg EAG/g) y cítricos (1.86 mg EAG/g) en una EAU con 

una relación sólido: líquido de 25 mg/mL, 40 min de extracción y 70°C. En primera instancia, 

la diferencia de los resultados de este estudio con los obtenidos en otros estudios de piña 

se puede deber al uso de ultrasonido que hace más eficiente la extracción y con respecto 

a los otros estudios, con otros residuos agroindustriales se puede deber a la diferencia de 

los perfiles fenólicos de cada material orgánico. 

3.4.4 Compuestos presentes en el extracto optimizado 

La Figura 3.3 muestra los compuestos presentes en el extracto optimizado obtenido a partir 

del material de residuos de piña MD2 fermentado, 3,4-DHPEA-EA de la familia del tyrosol, 

floretina 2'-O-xilosil-glucósido de la familia de las dihydrochalcones y ácido feruloiltartárico 

de la familia de los ácidos metoxicinámicos. El tyrosol (1) es un alcohol fenetílico presente 

en diferentes fuentes naturales como antioxidante fenólico natural. Se ha demostrado que 

este compuesto produce alargamiento de la fase de latencia y retraso en el crecimiento 

microbiano de S. aureus (Casadey et al., 2021). Floretina 2'-O-xilosil-glucósido (2) es un 

ácido hidroxibenzoico que pertenece al grupo de los flavonoides, tiene efecto antioxidante, 
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antinflamatorio y se usa para la prevención de enfermedades cardiovasculares (Yuste et 

al., 2019). El ácido feruloiltartárico (3) es un fenol derivado del ácido tetrárico, este 

compuesto se ha relacionado directamente con el tratamiento de la diabetes. La 

funcionalidad de este compuesto se ha relacionado con el ácido cinámico, de estos ácidos 

se ha demostrado una inhibición efectiva del crecimiento de cepas bacterianas gran (+) y 

gram (-) en concentraciones por debajo de 1 mg/g (Atar, 2021). 

Al igual que en este capítulo, en el capítulo 2 en la sección 2.4.6 (RP-HPLC-ESI-MS 

analítica) se identificaron los compuestos presentes a las 32 h de fermentación, entre ellos 

el hexósido de cafeoilo, ácido 5-cafeoilquínico y (+)-Galocatequina, obtenidos mediante 

extracción sólido:líquido con una relación sólido/líquido de 1:30, 90% de etanol y 45°C. 

Aunque, la identificación de los compuestos se determinó a la misma hora de fermentación, 

la extracción de los compuestos se realizó en condiciones diferentes y el uso de ultrasonido 

como método de extracción puede cambiar el perfil fenólico debido a pirólisis y oxidación 

como se evidencia en este capítulo. 

 

Figura 3.3. Identificación de compuestos de extracto optimizado por cromatografía de alta 

resolución (RP-HPLC-ESI-MS). 1. 376.8 [M-H] m/z Tyrosol (3,4-DHPEA-EA). 2.568.1 [M-H] 

m/z Dihydrochalcones (Floretina 2'-O-xilosil-glucósido) 3. 324.9 Ácidos metoxicinámicos 

(ácido feruloiltartárico). 
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Por otro lado, el uso de amberlita XAD16, permite la separación de grupos fenólicos de 

otros compuestos que no son de interés para este estudio, como los carbohidratos. La 

amberlita XAD16 es un adsorbente polimérico utilizado en la adsorción y pre-purificación 

de compuestos orgánicos a partir de soluciones acuosas. Aunque, prepurificar el extracto 

mediante amberlita XAD deja biodisponibles menos moléculas que en el extracto original, 

permite reconocer cuáles compuestos están actuando en la actividad biológica analizada y 

permite alargar la vida útil del extracto (Li et al., 2021). 

3.4.5 Actividad antimicrobiana 

A. Determinación de concentración mínima inhibitoria  

El extracto obtenido de la optimización realizada al material de residuos fermentados fue 

evaluado como agente antimicrobiano contra tres microorganismos patógenos, E. Coli, S. 

aureus y L. monocytogenes. 

En la Figura 3.4 se evidencia que la CMI del extracto de piña fermentada pre-purificado 

contra S. aureus es de 50mg/mL y la CMI de L. monocytogenes es de 12.5mg/mL. El S. 

aureus y L. monocytogenes son patógenos gram (+) que se pueden encontrar en alimentos 

(carnes, verduras, leche y alimentos listos para el consumo). La diferencia en cuanto a la 

cantidad de extracto necesario para inhibir el crecimiento de cada unas de las bacterias 

gram (+) puede deberse al mecanismo de resistencia de estas mediante la producción de 

enzimas. Del mismo modo, otras investigaciones demuestran que la discrepancia en los 

sitios de unión de los fenoles a la pared celular de cada microorganismo, puede ser la 

explicación de que el S. aureus necesite más extracto que la L. monocytogenes para ser 

inhibido (Pastoriza et al., 2015). 

Estudios con otros residuos agroindustriales como la semilla y cáscara de aguacate (Calder 

& Iztapalapa, 2016) y los residuos de café (Pastoriza et al., 2015), con compuestos fenólicos 

similares identificados en este estudio (Figura 3.3) obtenidos mediante extracción sólido-

líquido, también han demostrado ser antimicrobianos contra L. monocytogenes y S. aureus. 

En general, los fenoles se acumulan en la superficie de las bacterias mediante la interacción 

de los radicales hidroxilos con la membrana celular, lo que induce, la despolarización de las 

bacterias, la pérdida de contenido celular y por tanto, el gradiente de pH a través de la 

membrana, lo cual conlleva a que el nivel de ATP también se reduzca y provoque la muerte 
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celular (Bouarab-Chibane et al., 2019). Existen dos mecanismos celulares reportados 

usados por los fenoles sobre las bacterias, el primero involucra el cambio de la 

permeabilidad de la membrana celular y el segundo en la interferencia de las funciones 

básicas de la célula (Bouarab Chibane et al., 2019).  

Gomes et al. (2018) evidenciaron que extractos ricos en derivados de flavonoides inhiben 

el crecimiento de S. aureus ATCC 25923, como el extracto de Juglans regia L., con una 

CMI de 0.78 mg/mL y Eucalipto globulus Labill con una CMI de 0.19 mg/mL. Monente et al. 

(2015) evidenciaron que el extracto de borra de café, que contiene ácidos hidroxicinámicos 

(compuesto de estructura similar a los ácidos metoxicinámicos presentes en el extracto de 

piña fermentado), antocianidinas, flavan-3-oles y flavonoles, tuvo actividad antimicrobiana 

contra L. monocytogenes (CMI = 20 mg/mL), debido al efecto negativo sobre la 

permeabilidad de la membrana de la bacteria que tiene los grupos hidroxilo de los 

compuestos fenólicos. Diarra et al. (2020) estudiaron el efecto del extracto de orujo de 

arándanos, fuente importante de antocianinas, flavonoles y ácidos fenólicos como los 

reportados en la Figura 3.3 contra L. monocytogenes, evidenciando una CMI 2 mg/mL. 

Por otro lado, según Salman et al. (2022) el efecto negativo sobre la E. coli se puede deber 

a que las bacterias gram (-) son más resistentes a los compuestos fenólicos debido a la 

estructura de su pared celular. La estructura menos compleja de la pared celular de las 

bacterias gram (+) la hace más permeable a los compuestos antimicrobianos (Salman et 

al., 2022 y Zaidan et al., 2005). 

a 

 

b 

 

c 

 
 

Figura 3.4. Comprobación de concentración mínima inhibitoria de residuos de piña MD2 

fermentados contra tres microorganismos patógenos a. E. coli b. S. aureus c. L. 

monocytogenes 
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B. Curva de crecimiento bacteriano 

 

Para evaluar la eficacia del extracto optimizado de la FES de residuos de piña como agente 

antimicrobiano, se llevaron a cabo experimentos adicionales utilizando caldo nutritivo 

suplementado con diferentes concentraciones del extracto optimizado ½ CMI, CMI y 2x 

CMI. Como se observa en la Figura 3.5, el extracto optimizado y prepurificado inhibió 

significativamente el desarrollo de ambas bacterias para todas las concentraciones 

utilizadas, siendo el efecto inhibidor más bajo en el caso de S. aureus en comparación con 

L. monocytogenes. 

a.  

 

b.  
 

 

Figura 3-5. Curva de crecimiento bacteriano en caldo nutritivo a diferentes concentraciones 

de extracto optimizado. a - L. monocytogenes; b - S. aureus (■ control, ▲ 2 CMI, x CMI, ● 

½ CMI). 
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El extracto optimizado y pre-purificado utilizado en este experimento provocó un retraso 

significativo en el crecimiento de ambas bacterias, siendo la fase de latencia más 

prolongada en las bacterias con el antimicrobiano en comparación con el control. Se 

registraron diferentes reacciones entre estos dos microorganismos, para S. aureus y L. 

monocytogenes con ½ CMI, para L. monocytogenes se muestra una fase de latencia entre 

0 y 3 h mientras que para el S. aureus no se presentó estado de latencia, mientras que con 

la CMI se evidenció crecimiento después de un período de retraso prolongado de 4 y 6 h, 

respectivamente. Además, es necesario enfatizar que las propiedades antimicrobianas del 

extracto optimizado conducen no sólo a la inhibición del crecimiento bacteriano, sino 

también a la muerte de las células bacterianas a concentraciones equivalentes a 2x MIC 

para las dos bacterias estudiadas. La dinámica del crecimiento bacteriano también reveló 

que las concentraciones crecientes del extracto optimizado inhiben progresivamente el 

crecimiento de S. aureus y L. monocytogenes. 

Babii et al. (2016) obtuvieron resultados similares con el uso de flavonoide tricíclico obtenido 

a través de síntesis química como agente antimicrobiano, con una fase de latencia de 9 h 

con CMI de 0.24 µg/mL. Azi et al. (2022) al igual que en la presente investigación, en las 

curvas de crecimiento bacteriano mostraron que la actividad antibacteriana de los 

polifenoles del suero de kéfir fermentado extraídas con el uso de ultrasonido depende de 

su tiempo de exposición y concentración. 

3.5 Conclusiones 

Se puede concluir que la extracción sólido líquido asistido con ultrasonido es una tecnología 

efectiva para aumentar la liberación de FT con actividad antimicrobiana en residuos de piña 

fermentados. En este trabajo, se empleó con éxito un diseño de superficie de respuesta 

para optimizar las condiciones de extracción de FT con capacidad antimicrobiana a partir 

de los residuos de piña sometidos a FES. La extracción de FT es afectada 

significativamente por los efectos lineales de relación sólido/líquido y concentración de 

etanol. Los factores óptimos de extracción de FT fueron: 86mg de material fermentado por 

mL de solvente, 26% de etanol y 2 ciclos. El extracto de material fermentado obtenido de la 

optimización de la extracción asistida con ultrasonido fue efectivo como agente 

antimicrobiano contra S. aureus y L. monocytogenes a CMI de 50mg/mL y 12.5mg/mL, 
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respectivamente. Este trabajo evidencia que los residuos de piña fermentados son una 

fuente orgánica importante de compuestos fenólicos con actividad biológica.  
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4 Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

Los residuos de la piña MD2, cáscara y corazón, sirven como sustrato de FE debido a su 

composición química y física. Los carbohidratos y minerales presentes en los residuos de 

piña permiten un rápido crecimiento radial de Aspergillus niger GH1, microorganismo 

fermentador usado en este estudio.  

La FES es un método biotecnológico eficiente para la obtención de compuestos fenólicos 

totales con capacidad antioxidante y producción de enzimas fundamentales para llevar a 

cabo el proceso fermentativo. Compuestos con alta actividad biológica como ácido p-

cumaroil glicólico y el éster etílico del ácido p-cumárico identificados mediante HPL-MS 

están presentes en los residuos de piña fermentados. 

La optimización usando un diseño experimental de superficie de respuesta (Box- Behnken) 

permite predecir por medio de un polinomio de segundo orden la cantidad de compuestos 

fenólicos totales presentes en la hora 32 de FES de residuos de piña MD2 obtenidos con 

ultrasonido. Esta optimización llevó a la conclusión de que la combinación de un método 

biotecnológico, un método convencional (extracción sólido-liquido) y un método no 

convencional (ultrasonido) es una estrategia viable para una liberación significativa de 

compuestos fenólicos con capacidad antimicrobiana contra S. aureus y L. monocytogenes. 

Con el uso de estas técnicas amigables con el medio ambiental, y de fácil uso, se logra 

mitigar la contaminación producida por la disposición final de residuos como el evaluado 

en este trabajo. 
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4.2 Recomendaciones 

Incorporar la metodología biotecnología de fermentación en estado sólido para el 

tratamiento de residuos en plantas agroindustriales de piña y evaluar el costo-beneficio de 

este cambio. 

Remplazar en un alimento, antioxidantes sintéticos como BHA y BHT por extracto obtenido 

de la FES de residuos de piña para evaluar su eficacia. 

Incorporar el extracto obtenido en la optimización de extracción de compuestos fenólicos 

totales como aditivo en una película o recubrimiento alimentario funcional y evaluar su 

función como agente antioxidante y antimicrobiano. 

Caracterizar la torta o precipitado después de hacer la extracción. 

Investigar el fenómeno que causa la inhibición bacteriana por ejemplo con el uso de 

técnicas robustas de biología molecular.



 

 
 

5 Anexos 

Anexo 1. Curva de calibración de azúcares reductores con glucosa. 

 

 

Anexo 2. Curva de calibración de contenido fenólico con ácido gálico. 
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Anexo 3. Curva de calibración de capacidad antioxidante con trolox. 

 

 

Anexo 4. Curva de calibración de actividad de β-glucosidasa con p-nitrofenol. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
96 Extracción de compuestos bioactivos de residuos de piña (ananas comosus) 

usando fermentación en estado sólido 

 
Anexo 5. Curva de calibración de actividad de celulasa con dextrosa. 

 

 

Anexo 6. Extracción de compuestos fenólicos vs tiempo de extracción sólido: líquido en 
ultrasonido. 

 

 

Anexo 7. Reconocimientos 

● Noticia: Alumna destacada de la Universidad Nacional de Colombia realizó estancia 

en la UA de C. EL HERALDO DE SALTILLO. Mayo, 2022. 

https://www.elheraldodesaltillo.mx/2022/05/13/alumna-destacada-de-la-

universidad-nacional-de-colombia-realizo-estancia-en-la-ua-de-c/ 

 

● Noticia UNAL: Estudiante de la UNAL Medellín se destaca en pasantía en México 

por su investigación posgradual. Junio. 2022. 
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https://medellin.unal.edu.co/noticias/4718-estudiante-de-la-unal-medellin-se-

destaca-en-pasantia-en-mexico-por-su-investigacion-posgradual.html 

 

 

 

● Ganadora por la mejor ponencia presentada en modalidad poster en la sesión de 

Bioprocesos. III Simposio virtual de estudiantes y egresados en biotecnología y 

áreas afines. Universidad Nacional de Colombia. Septiembre,2022. 
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● Articulo sometido en la revista Food chemistry (Manuscript number: FOODCHEM-

D-22-00740). Prospects for the valorization of pineapple waste: chemical, functional 

and biotechnological potential.  

 


