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CEPA DE Candida krusei Y USO PARA UN PROCESO DE RECUPERACION

DE AGLICONAS DE ORIGEN VEGETAL

VAR A e B s b

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencidn pertenece al campo de la biotecnologia
c  relgcionado con el aprovechamiento de residuos agroindusiriales

mediante el uso de microrganismaos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Las frutas citricas, naranja, toronja, mandarina y limon, contienen
mnetabolitos  llamados fitocompuestos de tres tipos principaies:
i0 Flavonoides, limonoides y carotenoides, estos compuestos se
encuentran distribuidos en todo el fruto: jugo, cascdra, pericarpio y
endocarpio. Los flavonoides citricos son una clase de fitocompuestos
con un amplio rango de aplicaciones, son considerados  UNA
importante fuente de fitonutrientes, los cuadles poseen una amplic
15 actividad bioldgica en humanos (US2002/006953 Al). En las frutas
citricas los flavonoides mds predominantes son las Flavononas,
hesperidina y naringinina. Las evidencias sugieren que estos flavonoides
juegan un papel determinante en el tratamiento de .enfermedades
crénico degenerativas y se ha probado su funcion como anfioxidantes,
20 anticancerigenos, protectores cardiovasculares y anti-inflamatorios. Por

esta razéon actualmente se ha dado un espectacular crecimiento en €l
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nercado de nutracéuticos en relacion en el desarrollo de los -'
flavonoides y los mercados de isoflavonas en Europa en los pProximos
seis afos. Nueva investigacion de mercado de analistas Frost 'y Sullivan,
revela que el mercado combinado, fue $144 millones en 2008 y se
estima una tendencia al crecimiento de 5% anual. Los glicosidos de |os
fqvonoles no son antioxidantes presentando Unicamente actividaa
antioxidante su correspondiente aglicona. Este hecho se debe a que [o
molécula de azUcar reduce la eficacia antioxidante de los grupos
hidroxilos adyacentes debido a ser un obstdculo estérico (Hollman PCH
v Katan MB. Absorption, metabolism and heaith effects of dietary

flavonoids in man. Biomed and Pharmacother 1997; 51 305-310.

La industria de procesamiento de citricos a nivel mundial, genera
orincipalmente productos de produccion primaria; jugo y aceite
esencial. Fsta industriac  en constante crecimiento, genera
subproductos de hasta un 50% del peso del fruio procesado. Los
subproductos en forma de cdscara, bagazo y semila han sido
empleados como alimento de ganado, para la obtencidon de melasas,
oectinas y flavonoides, MX PA02010051(A), US2010/0159115 A1, sin
lograr una eficiencia de produccién rentable debido a que las plantas
poseen una variedad de mezclas de compuestos bioactivos tales
como lipidos, grasas, fitoquimicos, fragancias, pigmentfos y sabores.

Para separar estos compuestos de la fase sdlida vegetal, se pone en

2
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contacto con una fase liquida, ambas fases entran en contacto y el o
l0s solutos se difunden desde el sdlido a la fase liquida, lo que permite
una separacion de los componentes de su estructura natural original.
Fste proceso se conoce como exiraccién y para realizario existen
varios métodos ampliamente conocidos. Un proceso importante es la
extraccidén de azicares con agua cdaliente. Otros procesos muy
utilizados consisten en la extraccidén de fracciones oleosas, en los
cuales se emplean disolventes orgdnicos como hexano, acefona y
éter, para exiraer aceites. En todos los métodos tradicionales de
extraccidn se requieren dltos tiempos de residencia y grandes
cantidades de solvente. Estos métodos se basan principalmente en |a
seleccidon del solvente asociado con el uso de calor y/o agitacion e
incluyen la hidrodestilacién y maceraciéon mezclada con agua, alconol
o grasa caliente. Lamentablemente estos métodos degradan

significativamente a los fitocompuestos, deteriorando su funcionalidaa.

De un tiempo a la fecha se han desarroliado varias fécnicas novedosas
para la extraccion de solutos de matrices sdlidas, entre ellas se reporta:
la extracciéon asistida con ultrasonido (Vinatoru, M, An overview of the
ultrasonically assisted extraction of bioactive principles from herbos,
Ultrasonics Sonochemistry, 8, 303-313 (2001), la extraccion asistida con

microondas (Kaufmann, B. y P. Christen, Recent extraction techniques
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for natural products: Microwaveassisted extraction and pressunzed
solvent extraction, Phytochem. Anal., 13, 105-113 (2002)), la extraccion
con solvente acelerado (Kaufmann, B. y P. Christen, Recent extraction
techniques for natural products: Microwaveassisted exiraction and
oressurized solvent extraction, Phytochem. Anal., 13, 105-113 (2002);
Smith. R. M, Extractions with superheated water, J. Chromatogr. A, 779,
31-46 (2002) y la extiraccidn con fluidos supercriticos (Brunner, G,
Supercritical fluids: technology and applicatfion to food processing,
Journal of Food Engineering, 67. 21-33 (2005); Rozzi, N. L. y R. K. 3ingh,
Supercritical Fluids and the Food Industr, Comprehensive Reviews N
Food Science and Food Safety, 1, 33-44 (2002), el objeto de todos ellos
es acortar el tiempo de extraccién, disminuir el consumo de solvente,
aumentar el rendimiento de extraccidén y mejorar la calidad del
extracto. Y aun cuando diversos procedimientos se han disenado, Nno
se ha logrado eliminar por completo el empleo de reactivos tOxicos,
requiriendo  extracciones multiples con significantes cantidades de
solventes orgdnicos para obtener bajos rendimientos de flavonoides
glicosilados como se describe en US6528099 en donde se desarrolla un
método para obtener selectivamente extractos ricos en antfioxidantes
de frutas citricas empleando resinas de intercambio tipo Amberiita
XAD. Otros métodos incluyen el empleo de enzimas comerciales

ROHACEOT®PTE para favorecer la despectinacion de exiractos

4
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acuosos, logrando la obtencién de fracciones acuosas que contienen
flavonoides las cuadles son extraidas mediante el empleo de resinas de
ooliéster Bucher Alimentech P495 y recuperadas empleando solventes

polares, logrando pobres rendimientos de flavonas vy flavononas

glicosiladas. US2010/0159115 A1 y WO2010/080246 Al. Debido a que el

rechazo es cada vez mayor por parte de los consumidores hacia el uso

de antioxidantes sintéticos, como el BHA (Butil-Hidroxi-Anisol) y el BHT
(Butil-Hidroxi-Tolueno) y ademds, dadas las restricciones legales
levantadas hacia estos productos, se ha potenciado el empleo de
antioxidantes naturales, libres de compuestos quimicos sintéticos, como
los Gcidos fendlicos, los flavonoides y los tocoferoles (Yepez, B., M.
Espinosa., S. Lépez. y G. Bolanos, Producing antioxidant fractions from
herbaceous matrices by supercritical fluid extraction, Fluid Phase
Equilibria, 194, 879 - 884 (2002)). Por lo que los métodos de extraccion
impios son altamente cotizados. Existen también métodos mediante |os
cuales se obtienen agliconas de flavonoides empleando hidrolasas
comerciales de diferentes origenes. US7507423B2. La desventaja de
estos sistemas hidroliticos es que son costos y de limitada selectividaad.

Ahora bien, hasta el momento no se han descrito metodos de

extraccién de agliconas mediante el uso de Candida krusei, por lo que
se considera que la materia que se describe y reclama en la presente

invencidon es nueva y con actividad inventiva, toda vez que el proceso

5
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de agliconas de flavonoides cifricos aqui descriio hace uso de la
levadura antes mencionada, evitando asi los problemas técnicos
reflejados en los documentos antes mencionados, con la ventg|a
competitiva adicional de mejorar el rendimiento y calidad de las

agliconas exiraidas en hasta un 25% con respecfo a [os metodos

descritos en el estado de la técnica.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe y reclama, en primera instancia, una
cepa de Candida krusei, caracterizada porque tiene el No. ae Acceso
NRRL- Y-50738, que ademds tiene una secuencia de RNA TS tal y como
se describe en la SEQ. ID No. 1 y en donde dicha cepa es util para la

obtencidn de agliconas de residuos agroindustriales.

Asimismo, se describe un proceso para la extracciéon y purificacion de
agliconas a partir de residuos agroindustriales citricos, caracterizado
oorque comprende los pasos de: ajobtener un exiracto flavondlico @
oartir de residuos agroindustriales citricos; bjponer en contacto la cepa
de Candida krusei NRRL: Y-50738 con dicho exiracto flavondlico para
oroducir agliconas y; c) recuperar las agliconas producidas. Dicho
oroceso estd caracterizado ademds porque  IOs residuos
agroindustriales citricos se seleccionan a partir de un grupo que

consiste de: cdscara, bagazo 6 semilla de diferentes especies de

6
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citricos, en donde los citricos se seleccionan a partir de un grupo que

consiste de: naranja, toronja, lima, mandarina o limon.

En una modalidad preferida en dicho proceso el paso a), la obtencion
del extracto flavondlico se realiza por difusidon utilizando un extractante,
en donde dicho extractante es una disolucidn de etanol o metanoi

con agua y se encuentra en una proporcién de 1:2-3:5 con respecto at

exfracto.

Asimismo, en una modalidad preferida el paso a) del proceso se realiza

a una temperatura de entre -10 y =50°C, durante un tiempo de 1 a 3

horas.

Fs una modalidad preferida que el paso b) comprende incubar a |a
cepa de Candida krusei NRRL Y-50738 con el extracto final obtenido G

partir del paso a), en donde dicha incubacion se lleva a cabo a una

temperatura de entre 30 a 36°C.

Ahora bien, el paso ¢) del proceso comprende ademas la separacion
de la fraccidn liquida vy sélida del producto de fermentacion del paso
b), en donde dicha fraccién liquida es concentrada hasta obtener un

polvo y en donde dicho polvo comprende mayoritariamente

agliconas.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un cromatograma de HPLC de los citroflavonoides

aislados con extraccion criogénica de residuos de toronjo

La Figura 2 es un cromatograma de HPLC de los cifroflavonoides

aislados con extraccidn criogénica de residuos de toron|a
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén describe y reclama un proceso para la
obtencidén de agliconas de flavonoides citricos que comprende
producir un extracto enriquecido en agliconas de flavonoides a partir
de flavonoides glicosilados comunes en los citricos y otras especies
vegetales. Dicho exiracto enriquecido es puesto en confacto con un
indculo de Candida krusei y mediante dicho contacto se logra el

|

enriguecimiento de fracciones |que confienen diversos tipos de

agliconas de interés comercial.

La cepa de Candida krusel, obje’ro de la presente invencion, fue
aislada a partir del liquido rumial de Bovis indicus, en donde dicho
iquido rumial fue obtenido a través de su extraccion por meaio de una

fistula ruminal.

A partir del liquido ruminal, se procedid a seleccionar cepas capaces

de crecer en medios adicionados con residuos citricos. A partir de las

8
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cepas capaces de crecer en dicho medio selectivo, se Qislo vy
selecciond la cepa de Candida krusei, dada su capacidad de

deglicolizar flavonoides a sus respectivas agliconas a parfir qe

desechos agroindustriales citricos.

La utilizaciédn de esta cepa ayuda a disminuir el fiempo de proceso de
purificacidon de agliconas, incrementado notablemente su pureza,

siendo posible aplicar este método a diversos residuos agroindustriales

ricos en estos fitoquimicos.

La cepa elegida fue denominada YOS-1 YUC y se procedio a su

caracterizacion molecular y descripcion morfologica.

La identificacidon molecular de Candida krusei, YOS-1 YUC se
realizd mediante el andlisis de la secuencia parcial del gen ribosomai
16S. La obtencidn del DNA gendmico usado como templado para la
reaccidn de PCR se redlizd a partir de un cultivo fresco mediante
técnicas estdndares, pero incorporando en la extraccion 0.5 % de
microperias de vidrio (106 um) y realizando agitaciones con vortex tres
veces en periodos de 1 minuto en cada uno. El PCR para amplificar el
fragmento se realizdé en un volumen final de 50 ul que contiene 1X del
buffer de reaccidon, MgCla a 2 mM, dNTP cada uno a 0.2 mM, 2 ng de
DNA cromosomal, 0.4 uM de cada oiligonucledtido y 2 unidades de |a

enzma Tag DNA polymerase. El PCR se readlizdé bagjo las condiciones

9
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previamente reportadas por Weisburg y ofros (1991. J. Bacteriol.
173:697-703) empleando los oligonucléotidos fD1 y rD1. Los fragmentos
amplificados se clonaron en el vector pCR2.1 (TA Cloning Kit,

Invitrogen) para ser secuenciados y la secuencia obtenida es |a

seNalada en la SEQ ID No. 1.

Asi, la cepa de Candida krusei YOS-1 YUC fue caracterizadd
morfoldégicamente, obteniéndose los siguientes resultados como se
describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcidén morfolégica de la Cepa de Candida krusei de la

presente invencion.

TINCION Azul de bromo fenol

(CULTIVO
FRESCO)

FORMA levadura
AGRUPACION Hifa
CRECIMIENTO .
AEROBIO

CRECIMIENTO .
ANAEROBIO

ESPORAS
MOVILIDAD

CATALASA

10
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Depdsito de la cepa: e

La cepa de Candida krusei YOS-T YUC ha sido depositada bagjo
los términos del Tratado de Budopes’r, en el Agricultural Research
Service Culture Collection (ARS Patent Culture Collection, 1815 North
University St, Peoria, IL, 61604, Estados Unidos de Norteamérica). El
nUmero de acceso Y-50738 se asignd después de la verificacion de |a
viabilidad de la cepa, y se han pagado los impuestos de requisicion. El
acceso a dicha cepa serd posible durante el trédmite de la solicitud de
oatente. Todas las restricciones sobre la disponibilidad ae dicha cepa
al pUbiico se removerdn irrevocablemente una vez que se acepie la
oatente basandose en la solicitud. Ademas, el depdsito designado se
mantendrd por un periodo de treinta (30) afos desde la fecha de
depdsito, o cinco (5) afios después de la Ultima requisicion para e
depdsito, o para la vida de cumplimiento de la patente mexicana,
cuan larga sea. Si la cepa se vuelve no viable o inadvertidamente es
destruida, serd reemplazada con una cepa viable. Asi, la cepa

descrita vy reclamada en la presente invencidn corresponde a [0

mostrado en la siguiente tabla:

Nombre de la cepa Fecha de Deposito Numero NRRL

T —_— — —
YOS-1 YUC Candida Marzo 19, 2012 NRRL Y-50738
krusel |

11
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Proceso de extraccién y purificacién de agliconas de residuos citricos.

Ahora bien, para la extraccién y purificacion de agliconas a partir de

residuos citricos, se disefid un procedimiento, que comprende Ias

siguientes etapas:
a) Obtener un extracto flavondlico a partir de subproductos citricos;

b) Poner en contacto la cepa de Candida krusei NRRL: Y-50/38 con

dicho exiracto flavondlico para producir agliconas y;
c) Recuperar las agliconas producidas.

La obtencidn del extracto flavondlico se hace a partir de subproductos
citricos tales como, pero no limitados a cdscara, bagazo 6 semilla de
diferentes especies de citricos, como por ejemplo: naranja, toronja,

ima. mandarina & limdén, entre otros. Estos subproductos son

convertidos en extractos que contienen altos niveles de las principales
agliconas comercialmente Utiles. El método para la obtencidon del
extracto flavondlico es un método criogénico, tal y como se describe

en el ejiemplo 1 de la presente solicitud.

Ahora bien, en el paso b en donde se pone en contacto un cultivo ae

la cepa de Candida krusei NRRL: Y-50738 con el exiracto flavondlico
obtenido en el paso g, se lleva a cabo una conversion microbiana de

dicho exiracto en donde se obtiene, por ejemplo, hesperiding,

12
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naringina y diosmia que son |os disacaridos reduc’rores de ru’nnosc
formado por una ramnosa (6-desoxi-L-manosa) unida a und glucosa

mediante un enlace glicosidico de fipo (1B-6). Las agliconas O geninas
obtenidas en este proceso son las flavononas denominadas
hesperitina, naringenina y diosmetina. Estas flavanonas, ademds de
‘educir los niveles de colesterol, se le atribuyen propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas.

Ahora bien, las agliconas son recuperadas durante el paso C del
proceso por metodos tales cComo, pPero No limitados a, centrifugacion,

cromatografia, y cualguier ofro que permita o separacion de
compuestos especificos. Un ejemplo de dicha recuperacion se puede

apreciar en el ejemplo 3 de la presente invencion.

El procedimiento antes descrito permite un mayor rendimiento de
extraccidn evitando la presencia de impurezas o residuos de |0s

reactivos utilizados o de posibles reacciones secundarias.

La invencidén se refiere también a los extractos asi obtenidos y G

oroductos enriquecidos que os iIncorporan.

EJEMPLOS

Fiemplo 1. Obtencion de extractos flavonolicos.

13
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Se utilizaron como materia prima subproductos procedente de la
~dustrializacidon de citricos, en forma de cdscara, bagazo y semilla.
para la redlizacidon de las distintas pruebas se ha utilizado residuos
deshidratados y triturados a una temperatura y numero de malla
variable. Los exiractantes empleados son aguq, etanol y metanol de
forma que con la primera se puedan extraer las sales y polifenoles de
pequefo tamafio molecular, y con el segundo €l resto de polifenoles
de interés. Se determind el contenido polifendlico total, segun el
método de Folin Ciocalteu, expresado como equivalentes de Acido
gdlico (GAE). El método adoptado es de conocimiento general y
consistente en la lectura espectrofotométrica de la absorbancia, a una
longitud de onda de 765 nm. Asi mismo, los resultados andaliticos se
completan con andlisis detallados de los compuesios polifendlicos
presentes en los exfractos mediante cromatografia liquida de alia
resolucidn las cuales se muestran, a manera de ejemplo, en las figuras |

v 2 que acompanan esta invencion.

Se usd un equipo de cromatografia equipado con una bombd
cuaternaria, un desgasificador, un autoinyector termostatado, un
horno de columna y un detector de diodos en fila (DAD). Columna de
fase inversa tipo RP-18, de 150 x 4,6 mm de dimensiones Y didmeiro de

carticula de relleno 5 pm. El fratamiento de datos de |os

14
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cromatogramas se realizd con un sistema mformo’nco Todas Qs
medidas indicadas se realizaron sobre muestras del mismo volumen
extraidas, secadas y resuspendidas a las cuales fueron oreviamente
fltradas con filtros de Nylon de 0,45 micras, inyectando 25 pl Y
eluyendo con una mezcla de Disolventes A: Agua HPLC, y disolvente B:
acetonitrilo, ambos adicionados con acido férmico 0.1%, segun el

siguiente Programa:

~ PASOS TIEMPO

SOLVENTE A | SOLVENTE B FLUJO \

(7) (7) (ml/min)

la obtencidn del exiracto flavonolico de esta invencion se realiza

mediante la extraccién criogénica de las harinas de los residuos citricos
empleando disolventes polares como etanol, metanol O agud

reqlizando una maceraciéon con nieve seca de CO; y el solvente

15
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indicado, el tiempo extraccidén varia en funcion de la cantidad de

muestra tratada.

La exiraccion por difusidon continua persigue maximizar la obtencidon de
flavonoides a partir del subproducto de citricos post-extraccion
industrial de jugo y aceite esencial, feniendo en cuenta que el
porcentagje  de flavonoides obtenidos procedentes aqe este
subproducto varie entre el 1.50 y 1.87% dependiendo del citrico
orocesado. Para ello se utilizan 10s extractantes adecuados para la
obtencidn de los distintos tipos de flavonoides. El proceso se lleva a
cabo a una temperatura aproximada de entre -10 y -50°C, con una
disolucidn etanol o metanol en agua al 50% durante un fiempo que
varia de 1-3 horas, la relaciéon de exiraccion subproducto/extractante

va de 1:2-3:5. El extracto se recupera por filtracion.

Se realiza un prensado del subproducto citrico post-extraccion y este
residuo puede ser empleado en oOfro proceso como extraccion de
pectinas o sacarificacion. La salida del subproducto post extraccion
criogenica, se da a una prensa en la que se recupera el jugo de
orensado el cual se mezcla con el jugo recuperado por filtracion. De

esta forma se consigue aumentar el rendimiento del proceso entre un

10y un 25%.
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Una vez realizada la extraccion y el prensado, Yy mezciados ambos
iugos, el extracto resultante se depura mediante centrifugacion vy
posterior fi|Trgcién a 100 micras para la eliminacién de los solidos
orecipitados. De esta forma se obtiene un jugo clarificado rico en
flavonoides glicosilados, con un poder antioxidante variable entre 3500
y 7000 mequivalentes de dcido gdlico/L. Los solidos totales obtenidos
entre el prefiltrado a 100 micras y la centrifugacion varian entre un 4y

un 7% del volumen de liguido tratado.

Lo concentracidon del extracto se lleva a cabo a vacio en un
evaporador inclinado para reduccién del volumen del jugo purificado
en un 50%. Esto implica un fratamiento térmico a baja presion pard
evitar posibles degradaciones de los compuestos de interés. La
temperatura se fija entre 50 y 70 °C,. El extracto final concentrado hene
un poder antioxidante variable entre 40.000 y 80.000 mequivalente de
Acido gdlico/L de jugo, y un contenido en alcohol entre un 5y un 10%.
Teniendo una reduccién de volumen variable entre un 50 y un 70%
respecto al volumen inicial. Este extracto final es el que se pone en
contacto con la cepa de Candida krusei Y-50738 como sustrato para la

conversion microbiana

EJEMPLO 2. Conversidn microbiana del concentrado flavonolico a sus

correspondientes agliconas
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| extracto final obtenido en el ejemplo 1 mediaiie & CNogentco es - —

adicionado con una solucidn de fosfatos que permite ajustar el pH de
la solucidn entre 5y 7. La mezcla es esterilizada empleando dispositivos
de filtraciéon de presidn positiva equipados con membranas estériles. La
solucion asi esterilizada se deposita en frascos estériles de 250 ml con
tapa rosca llenados entre 50 y 70 % de su capacidad. Los frascos son

inoculados con un cultivo de Candida krusei con numero de acceso

NRRL- Y-50/38.

Dicho cultivo ha sido preparado en medios tales como, pero no

limitados a:

Medios

ATCC Medio: 200 YM medio (sélido o liquido}

Medio solido
YM Agar (BD 271210) ..o 41 g
o [0V o TN PP UPPPP P 1000 m

Autoclave a 121°C.

Medio Liquido

YM liquido (BD 271120 ..o eveeeereeneeneens 210 g

18
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Autoclave a 121°C.

para fabricar el medio en laboratorio se tiene la siguiente composicion:

Extracto de levadura. ..o, 3.09
Extracto de maltQ. .o, 300

D EXIT OSSO et t as 10.0g
Peptona......ccoveeciiiiiiinnn., i 500

Agar (para medio solido) ..o 200 g
J-Xeo [V o TP PP 1000 m!

Ajustar pH 6.2 +/- 0.2

Después de la inoculacién los frascos se mantienen en incubadora
rotatoria a 100 rom y temperatura controlada entre 30 y 36 °C durante
un periodo que puede variar entre 6y 48 hrs., en funcidon del tipo de

residuo empleado. Una vez realizada la conversion se procede A la

recuperacion de las agliconas.

EJEMPLO 3. Recuperacion de agliconas de flavonoides citricos.

La etapa de recuperaciéon consiste en la separacion ae la fraccion

iquida de la fraccién solida mediante centrifugacion, o fraccidn solida
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compuesta por células de Candida krusel'y cristales de _gg__[i_c_:__onos se
ava con la MeOH vy se centrifuga nuevamente, la fraccion solida se
desecha vy la fraccidn liguida se concentra evaporando por aspersion
hasta obtener un polvo fino que contiene en su composicion
mayoritariamente agliconas de los principales flavonoides contenidos
en cada residuo citrico. En la fig 2 se muestra el cromatograma con |os
orincipales compuestos obtenidos en esta etapa empleando residuos
de toronja. Los rendimientos netos varian dependiendo del residuo
tratado de 1.8 -3.4 mg por cada 100 g de harina de residuos citncos,

con un poder antioxidante en un rango entre 150,000 y 250,000 mg

equivalentes de dcido gdlico por kg de harina de subproductos

citricos.

Fiemplos de compuestos obtenibles mediante el proceso de la

oresente invenciéon se muestran en la Tabla 3 a continuacion:

Tabla 3. Citroflavonoides obtenidos con extraccidn criogenicay

convertidos a sus correspondientes agliconas
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Flavonoles Flavanonas
] Flavanonas r
R [ R2 [ R3 [ Compuesto
I I -
OH OH H | Eriodictyol
W‘“ | OH | Ramnosa | Hesperedina
OMe  |OH —TF | Hesperetina
a | | |
H OH Rutinosa Nnaringina
'H | OH —TH noringenin_c;—
OH OCHS3 Rutinosa Diosming
L I o
OH OCH3 H | Diosmeting
\ - 1 —
Flavonoles
R ] | ml@ i Compues’ro
oW | = OH Quercetina |
I R .
H H Kaemferol
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REIVINDICACIONES

Una cepa de Candida krusei con capacidad de deglicolizar flavonoides a
sus respectivas agliconas a partir de desechos agroindustriales citricos,
caracterizada porque fiene una secuencia de RNA ITS comprendida en la
SEQ ID No.:1, y porque estd depositada en el ARS culture collection (NRRL)
bajo el No. de Acceso NRRL-Y-50738.

Un proceso para la extraccion y purificacion de agliconas a partir de

residuos agroindusiriales citricos, caracterizado porque comprende los

PQAsOSs de:

a) obtener un extracto flavondlico a partir de residuos agroindustriales
citricos;

b) poner en contacto una cepa de Candida krusei NRRL: Y-50738, tal y
como la descrita en la reivindicacion 1, con el extracto flavondlico
obtenido en el paso (a); y

c) recuperar las agliconas producidas.

Proceso de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademdads

porgue los residuos agroindustriales citricos se seleccionan a partir del grupo

que consiste de: cascara, bagazo o semilla de diferentes especies de
citricos.

Proceso de conformidad con la reivindicacion 3, caracterizado ademads

porgue las diferentes especies de citricos incluyen: naranja, toronja, lima,

mandarina o limon.
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5. Proceso de conformidad con la reivindicacidn 2. caraCtbniGas o%:rﬂ

\\

porque en el paso q), la obfencion del extracto flavorétco-serreetiza-por -

difusion utilizando un extractante.

6. Proceso de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizado ademads

porque el extractante es una disolucion de etanol o metanol en agua.

/. Proceso de conformidad con una de las reivindicaciones 5 y 6, en donde

dicho extractante se encuentra en una proporcion de 1:2-3:5 con respecto

al extracto.

8. Proceso de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademas

porque el paso a) se realiza a una temperatura de entre -10 y -50°C.

9. Proceso de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademads

porque el paso aj, se lleva a cabo en un tiempo de 1 a 3 horas.

10.Proceso de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademdads
porqgque el paso b), comprende incubar a la cepa de Candida krusei NRRL:
Y-50738 como la descrita en la reivindicacion 1, con el extracto final
obtenido a partir del paso a).

11.Proceso de conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado ademas
porgque la incubacion se lleva a cabo a una temperatura de entre 30 a
36C°.

12.Proceso de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado ademads

porque el paso c), derecuperacion de agliconas comprende la separacion

de la fraccion liquida y solida del producto de fermentacion del paso b).
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13.Proceso de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizdds ‘ddemnds
porque la fraccién liquida es concentrada hasta obfener un polvo que
comprende mayoritariamente agliconas.

14.Un extracto rico en flavonoides, obtenible a partir del proceso como se
reclama en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, caracterizado porque
fiene un perfil cromatografico como el que se muestra en la fig. 1.

15.Un extracto rico en agliconas, obtenible a partir del proceso como se

reclama en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13, caracterizado porque

fiene un perfil cromatografico como el que se muestra en la fig.2.
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La presente invencidn describe y reclama una cepa de Candida krusei, Util

para la obtencion de agliconas a partir de residuos agroindustriales citricos, asi

COmMo un proceso para la extraccion de dichas agliconas mediante el uso de

dicha cepa.
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LISTADO DE SECUENCIAS CANDIDA KRUSEI_STZ2S
SEQUENCE LISTING

<110> CENTRO DE INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISENO
DEL ESTADO DE JALISCO, A.C.

<120> CEPA DE Candida krusei Y USO PARA UN PROCESO DE RECUPERACION DE

AGLICONAS DE ORIGEN VEGETAL
<130> CIATEJ MERIDA 2
<160> 1
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 499
<212> DNA
<213> Candida kruse?
<400> 1
dcaagggttc cgtaggtgaa cctgcggaag gatcattact gtgatttagt actacactgc 60
gtgagcggaa cgaaaacaac aacacctaaa atgtggaata tagcatatag tcgacaagag 120
daatctacga aaaacaaaca aaactttcaa caacggatct cttggttctc gcatcgatga 180
dgagcgcage gaaatgcgat acctagtgtg aattgcagcc atcgtgaatc atcgagttct 240
tgaacgcaca ttgcgcccct cggcattccg gggggcatge ctgtttgagc gtcgtttcca 300
tcttgcgegt gcgcagagtt gggggagcgg agcggacgac gtgtttgagc gtcgtttcca 360
gcgactcgcc tgaaagggag cgaagctggc cgagcgaact agactttttt tcagggacgc 420
ttggcggccg agagcgagtg ttgcgagaca acaaaaagct cgacctcaaa tcaggtagga 480
atacccgctg aacttaagc 499
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FIGURA 2
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