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RESUMEN

Este trabajo consisti0 en seleccionar bactenias lacticas degradadoras de acido galico y con

capacidad de crecer sobre un medio sélido con 4cido tanico.

Para la primera fase de seleccion se probaron 45 cepas inoculadas sobre un medio solido con
acido tanico (5 g'L"), tomando como criterio de seleccion aquellas cepas capaces de crecer en el
medio y formar halos alrededor de las colonias debido posiblemente a la hidrolisis del acido

tanico. En ésta fase se seleccionaron 22 cepas.

En la segunda fase las bacterias fueron cultivadas en un medio liquido. En una primer etapa, las
bacterias fueron adaptadas a un precultivo y después fueron inoculadas en un medio con acido

galico con y sin glucosa; en ésta etapa se scleccionaron 23 cepas por degradar el 4cido galico
©gL?).

Comparando los resultados de la primera y segunda fase de seleccion, se observé que las cepas
que crecieron sobre el medio solido con acido tanico (medio MRS-tan agar y MRS-glu-tan
agar) fueron las mismas que degradaron el 4cido gélico en los medios liquidos (MRS-gal y
MRS-glu-gal). Las especies degradadores de 4cido gilicoy capaces de crecer en presencia de
4cido ténico son: Lactobacillus plantarum (9 cepas), Pediococcus pentosaceus (4 cepas)
Weissella confusa (2 cepas) Lactobacillus hilgardii (1 cepa), Lactobacillus pentosus (1 cepa), 5
cepas no identificadas y por ultimo, Leuconostoc mesenteroides (1 cepa). Esta ultima cepa no

crecio sobre el medio sélido con 4cido tanico pero si degradé acido galico.

Debido a que las bacterias lacticas producen 4cido lactico, se evalud el efecto del acido galico
sobre €l consumo de glucosay produccién de acido lactico en 11 cepas, observandose que la

produccion de acido lactico ocurre aun cuando las bacterias degradan 4cido galico, obteniéndose




los mismos rendimientos en los medios con o sin 9 gL' de 4cido galico. Por otra parte, se
observo que el pirogalol fue el producto de la degradacion de acido galico y que se obtiene en

una relacion equimolar.

Posteriomente, se realizaron cinéticas de degradacién de 4cido galico en donde se prob6 una
concentracion més alta de acido galico (26 gL™"). Se evalud el efecto de adaptar los cultivos
bacterianos a un precultivo sobre el metabolismo de Lb. plantarum (LO8) y Pc. pentosaceus
(1.20) a dos concentraciones de 4cido galico (9 y 26 gL™!) y se observo que el precultivo no
tiene efecto sobre el metabolismo de ambas cepas a 9 gL, Sin embargo, a la concentracién de
26 gL' el precultivo tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento celular y sobre el tiempo en
que los microorganismos comenzaban a degradar el acido galico. También se observo que
disminuye el rendimiento de 4cido lactico al aumentar la concentracion de é4cido galico a

26 gL,

Finalmente, se hizo un estudio sobre de la degradacién de acido galico por las bacterias lacticas
y se propuso un mecanismo de generacion de energia como una explicacion de la degradacion
del 4cido gélico en pirogalol. Ademas, se observd que de acuerdo al modelo de Luedeking y

Piret, la produccion de pirogalol est4 asociada al crecimiento microbiano
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los compuestos fenélicos son moléculas quimicas que se caracterizan por poseer varios grupos
hidroxilo (OH") unidos a un anillo aromético. Son llamados polifenoles cuando reaccionan con
moléculas similares formando un polimero. Dentro de ésta clasificacién estdn los taninos
hidrolisables y los condensados (Waterman y Mole, 1994). Los compuestos fenolicos poseen
un amplio rango de aplicaciones, como por ejemplo en el proceso del curtido de piel, en la
elaboracion de alimentos y bebidasy en la medicina. También tienen un importante significado

en el desarrollo del color de las flores y frutos ademas, sirven como defensa de las plantas

(Haslam, 1993).

Los polifenoles se encuentran en todo tipo de material vegetal y se caracterizan por formar
uniones con las proteinas y otras moléculas lo cual dismimuye su digestibilidad (Cody, 1993).
Esta caracteristica se considera antinutricional y por ello, productos agricolas ricos en
nutrientes y polifenoles no pueden ser utilizados en la alimentacion animal, como por ejemplo
la pulpa de café (Gaime-Perraud ef a/, 2000). También es conocido que los taninos y fenoles
simples (4cido tanico y acido galico respectivamente) disminuyen la actividad de enzimas
digestivas como son la a-amilasa y la tripsina (Chung et a/, 1998). Sin embargo, los taninos
pueden ser degradados por medio de enzimas llamadas tanasas, las cuales han sido estudiadas y
purificadas a partir de hongos (Lekha y Lonsane, 1997, Aguilar et o/, 2000; Ramirez, 2000) y
levaduras (Aoki ez al, 1975; Gallotou-Panayotou, ef al, 1988). Ademas, estas enzimas pueden
ser empleadas para la eliminacion de compuestos fendlicos de aguas provenientes de las
industrias curtidoras de piel, del carbon, de la pulpa y el café (Ajay-Kumar, et al, 1999,
Kadhim, 1999).

Existen pocos reportes sobre la degradacion de compuestos fenolicos por bacterias.
Deschamps et af (1983) fueron de los primeros en aislar cepas bacterianas degradadoras de

acido tanico y compuestos relacionados. Asimismo, fue reportado que una bacteria,
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Citrobacter freundii, aislada de aguas residuales de la industria curtidora de piel producia acido
gilico debido a la degradacion de 4cido tdnico. Posteriormente, la bacteria descarboxild el 4cido
galicohasta pirogalol y metabolizo este ultimo hasta el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (Ajay-
Kumar ef al, 1999). Por otra parte, la enzima acido galico descarboxilasa ha sido aislada y
purificada de la bacteria Pantoea agglomerans (Zeida et al, 1998). Estos son los primeros

reportes de enzimas bacterianas degradadoras de acido galico.

Las bacterias lacticas son importantes debido a que son utilizadas para los procesos de ensilaje
de subproductos agricolas como es en ¢l ensilado de la pulpa de café. Este proceso consiste en
compactar el material vegetal, lo que origina condiciones anaerobias que permite el desarrollo de
bacterias lacticas que fermentan los azidcares presentes produciendo 4acido lactico
principlamente, y de esta manera preservar el producto. Una vez conservado el material, puede
tener un uso posterior como es en la alimentacién animal, la lombricultura y produccion de
hongos comestibles (Gaime-Perraud et a/, 2000; Ramirez-Martinez y Clifford, 2000). Osawa ef
al (2000), realizaron una seleccion de bacterias lacticas capaces de crecer sobre placas de agar
con acido tanico y degradar acido galico en pirogalol, solo que los andlisis de la presencia de la
enzima 4cido gilico descarboxilasa los realizaron a través de un ensayo visual y a una baja

concentracion de acido galico.

El objetivo de este trabajo fue probar la degradacion de compuestos fendlicos por 45 bacterias
lacticas aisladas de la pulpa de café ensilada, utilizando como moléculas modelo los acidos
tanico y galico. Primero se realizé una seleccion de cepas tomando como criterio la capacidad
de crecer en un medio s6lido con acido tanico y segundo, degradar acido gilico en un medio
liquido. Posteriormente, se probd el efecto del acido galicoy su producto de degradacion sobre
la produccion de acido lactico, debido a que la principal caracteristica de las bacterias lacticas es
producir este compuesto. Por ultimo, se hizo un estudio cinético de la degradacion de 4cido

gilico a dos concentraciones (9 y 26 gL') y se evalué el efecto de adaptar a los
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microorganismos a un precultivo sobre el metabolismo de 2 bacterias, Lactobacillus plantarum

(LO8)y Pediococcus pentosaceus (L20).
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Revision Bibliogrifica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Este capitulo muestra una revision bibliografica de los compuestos fenolicos, asi como el efecto
toxico y antinutricional que representan. También se harda una revision sobre los
microorganismos capaces de degradar compuestos fendlicos, en particular de las bacterias

lacticas y su metabolismo ante la presencia de estos compuestos.

2.1 Los compuestos fendlicos

El término fendlico es usado para definir substancias que poseen uno o mas sustituyentes
hidroxilo (OH) enlazados a un anillo aromadtico. Los compuestos que tiénen varios
sustituyentes hidroxilo, en ocaciones son referidos como polifenoles (Waterman y Mole,
1994). Muchos compuestos fenolicos se forman por condensacion o reacciones de adicion con
moléculas similares (Dey y Harbome, 1997). Los compuestos fenolicos se clasifican como
fenoles simples, ésteres fenolicos, derivados del 4cido benzoico y cinamico, flavonoides y

taninos (Ramirez-Martinez y Clifford, 2000; Ramirez, 1987)

2.1.1 Fenoles simples (Ce) y sus derivados

Los fenoles simples frecuentemente encontrados son compuestos con substituyentes tri-
hidroxi benceno, por ejemplo, pirogalol y floroglucinol. Es menos comun encontrar
substituciones di-hidroxi; sin embargo, entre éstos se encuentran catecol, resorcinol e
hidroquinona. En la Figura 2.1 se muestran las estructuras quimicas de dichos compuestos
(Watermany Mole, 1997)

a) b)
OH

c) d)
OH
N’@\ (@ © ;
0 OH 0 OH H ;
H H

Figura2.1 Estructuras quimicas de fenoles simples: a) pirogalol, b) floroglucinol, c) catecol, d)

hidroquinona
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El pirogalol, floroglucinol y catecol también forman parte de moléculas méas complejas como los

taninos. Las estructuras de resorcinol e hidroquinona son poco comunes.

2.1.1.1 Derivados del acido benzdico (CsC1)

El fenol mas importante dentro de ésta clasificacion es el acido galico el cual se caracteriza
porque el carbono unido al anillo aromatico es un 4acido carboxilico. El 4cido gélico forma
dimeros formando el acido elagico(Figura 2.2). Ambos son los componentes fenolicos comunes
de los taninos hidrolizables.

a)
0_ 0

Figura 2.2 Moléculas quimicas derivados del acido benzoéico: a) 4cido gélicoy b) acido elagico

Por su caracter acido, los derivados del acido benzdico tienen la capacidad de unirse con
compuestos que presentan grupos hidroxilo (fenoles y alcoholes) para formar ésteres. Dentro
de esta clasificacion también se encuentran el acido protocatéquico, acido salicilico y

salicilaldehido(Waterman y Mole, 1997)

2.1.1.2 Derivados del acido cindmico (CéC3)
Los 4cidos hidroxicinamicos también son ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se
encuentran con mayor frecuencia en forma de ésteres, dentro de éste grupo el 4cido caféico es el

mas comun, seguido de los acidos ferulico, p-cumaricoy sindpico (Figura2.3)
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1

Figura 2.3 R=R1 4cido p-cumirico; R=OH, R1=H acido caféico, R=OCHs3, R1=H acido

ferulico; R=R 1 4cido sinépico

Los tres ultimos fenoles y sus correspondientes alcoholes (feruloil, p-cumaril y sinapilico),
constituyen las unidades bésicas de la lignina, la cual actia como barrera mecénica de las
plantas. E] 4cido caféico forma ésteres con grupos hidroxilo del 4cido quinico, originando los

compuestos llamados acidos clorogénicos (Ramirez, 1987)

2.1.2 Flavonoides (CéC3Cs)
Los flavonoides se caracterizan por poseer dos anillos de benceno (A y B), unidos por una

cadena de tres carbonos que forma un anillo heterociclico (C) junto con el anillo A (Figura 2.4).

Figura 2.4 Estructura basica de los derivados de los flavonoides

Las diferentes clasificaciones dentro de los derivados de flavonoides se distinguen por el grado
de oxidaciéon del anillo C y por el niimero y posicion de los substituyentes hidroxilicos,
metoxilicos y glicosidicos en los anillos A y B. A este grupo pertenecen las antocianidinas,
catequinas, leucoantocianidinas, flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavononas y flavononoles.
Las catequinas y las leucoantocianidinas son los flavonoides que se encuentran en forma libre,

el resto de los flavonoides estan en forma de glicésidos (Ramirez, 1987).
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2.1.3 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos solubles en agua que tienen pesos moleculares en un
rango entre 500 y 3000 Daltons. Por la gran cantidad de grupos hidroxifendlicos que presentan,
tienen la propiedad de unirse con proteinas, carbohidratos, celulosa, gelatina y pectina

formando complejos insolubles (Ajay-Kumar ef al, 1999; Dey y Harborne, 1997, Lekha y
Lonsane, 1997).

Los taninos se dividen en dos grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados (Waterman

y Mole, 1994).

2.1.3.1 Taninos hidrolizables

Consisten de un alcohol polihidrico, usualmente la B-D-glucopiranosa, en la que los grupos
hidroxilo estan esterificados con acido galico o derivados del acido galico (Figura 2.5). Los
taninos hidrolizables pueden ser subdivididos en dos tipos: los galotaninos y los elagitaninos.
La hidrolisis de los galotaninos produce glucosa y 4cidos fenélicos, siendo el acido galico el
compuesto fenolico predominante. Cuando elagitaninos se hidrolizan los productos son la
glucosa, el acido elagicoy el acido gilicoy en ocasiones, otros acidos relacionados con el acido
galico(Dey y Harborne, 1997; Lekhay Lonsane, 1997).

oM oy

qan

Figura 2.5 Estructura de un tanino hidrolizable (Lekhay Lonsane, 1997)
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2.1.3.2 Taninos condensados

Los flavonoides, catequinas y leucoantocianidinas, originan dimeros denominados taninos
condensados los cuales forman complejos insolubles con las proteinas, al igual que los taninos
hidrolizables (Ramirez, 1987). Sin embargo, éstos no contienen residuos de azicar (Lekha y
Lonsane). Los taninos condensados en ocasiones son 1lamados proantocianidinas debido a que
rinden antocianidinas en presencia de 4acidos (Dey y Harborne, 1997). Normalmente las
uniones con otros flavonoides ocurre entre el C4 de una unidad y el C8 de otra (Figura 2.6). Las
estructuras formadas varian de acuerdo al nimero de monomeros que se han unido a la posicion
en donde ocurre Ia unién y de la oxigenacionque pueden suffir los anillos A y B de las unidades

flavan-3-0l (Watermany Mole, 1994)

Figura 2.6 Formacién de taninos condensados

2.1.4 Origen de los compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos forman una de las principales clases de metabolitos secundarios en
las plantas (Scalbert, 1993). Particularmente, son abundantes en frutas y su presencia es
determinante en el color y sabor (Hulme, 1970). El contenido fenélico de las frutas varia en

,,,,,

algunos ejemplos del contenido fendlico de frutas:

10
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Tabla 2.1 Compuestos fenolicos totales en frutas maduras (Hulme, 1970)

Fruta Contenido fenélico
(g/1002)
Manzana 0.11-0.34
Balduinio 0.25
Cidra de jugode manzana  0.11-0.34 g/ 100 mL
Platano (Musa) 0.53
Détil (Phoenix dactylifera) 0.5
Cereza (Prunus cerasus) 0.2

Uva (Vitis spp.)
Vino tinto
Vino blanco
Riesling, racimo
Tokey racimo
Muscat, piel
Muscat, pulpa
Muscat, semilla

. Fruta pasion

Durazno (Prunus persica)
Variedades mezcladas

Elberta
Pera (Pyrus communis)
Muscachet
Ciruela

Victoria, parte carnosa

Victoria, piel

0.15-0.5 g/ 100 mL
0.015-0.1 g/ 100 mL
0.95
0.48
0.35
0.10
45
0.0014

0.028-0.141
0.069-0.180

04

2.1
5.7

Aparentemente, 1os compuestos fenolicos no juegan un papel vital en el metabolismo de las

plantas por ser productos del metabolismo secundario (Hulme, 1970). Estdn acumulados en

grandes cantidades (en ocasiones mds del 10% de peso seco) en 6rganos o tejidos, lo cual

pueden estar ubicados en cualquier parte de las plantas como en madera, tallos, hojas y frutas

(Scalbert, 1991)

11
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2.1.5 Importancia de los compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son de gran importancia como materiales de soporte celular. Forman
parte integral de las estructuras de la pared celular, principalmente en materiales poliméricos
como es la lignina y suberina, que actian como soporte mecénico y barrera contra
microorganismos. Algunos compuestos fendlicos pueden ser exudados desde la raiz de algunas
plantas donde pueden actuar como toxinas. Es conocido que en ciertas ocasiones, la planta del
caucho exuda cinamato, el cual es téxico para la planta misma (autotoxico) (Dey y Harborne,
1997). Algunos de estos compuestos actian antes de que las plantas puedan ser infestadas por
plagas y enfermedades, mientras que otros, lo hacen después que ésto ha sucedido. La
respuesta de las plantas a dafios mecdnicos o fisiolégicos comprende la produccion de niveles
altos de compuestos fenolicos en el area adyacente al sitio dafiado, los cuales son oxidados por
la polifenoloxidasa a quinonas que a su vez se polimerizan, formando complejos con

aminoacidosy proteinas (Ramirez, 1987).

Dentro de las funciones de los compuestos fenélicos en las plantas, especialmente los
flavonoides, es que pueden actuar como moléculas indicadoras (substancias que reconocen al
hiesped) en la interaccion entre bacterias fijadoras de nitrogeno y ciertas plantas de

leguminosas (Dey y Harborne, 1997)

2.1.6 Efectos antinutricionales y toxicidad de los compuestos fendlicos

Los polifenoles son conocidos por tener efectos sobre la digestibilidad de la proteina debido a
su habilidad de unirse con proteinas y precipitar. Asimismo, disminuyen la actividad de
enzimas digestivas, produciendo un incremento en la excrecionde nitrogeno en heces fecales de
animales. Aunque estos efectos son mas atribuidos al alto peso molecular de los taninos
condensados, los polifenoles de bajo peso molecular, también pueden unirse a proteinas y

reducir la actividad de enzimas digestivas. La inhibicion de enzimas digestivas también afecta Ia

12
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digestibilidad y/o absorcion de otros constituyentes como ¢l almidon o los lipidos, y sus

productos de degradacién(Bravo etal, 1993)

La gran cantidad de grupos hidroxilo de los compuestos fenélicos forma uniones con las
proteinas, incrementando la estabilidad de las proteinas, protegiendo a éstos de dafios por agua,
microorganismos, calor y abrasion (Ajay-Kumar ef al, 1999). Algunos factores han sido
identificados por favorecer la asociacion intramolecular con los polifenoles, por ejemplo:
efectos hidrofébicos, solvatacion y desolvatacion en medio acuoso, puentes de hidrogeno, la
presencia de co-substratos con grupos amino como la cafeinay péptidos ricos en prolina, sales
inorganicas, iones metalicos, temperatura y pH (Haslam, 1993). Chung et a/ (1998) reportaron
que el 4cido tanico mostré un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de bacterias del tracto
intestinal debido probablemente a la capacidad del polifenol para unirse fuertemente con el

fierro.

Los animales superiores no pueden sintetizar los anillos bencénicos a partir de compuestos
alifaticos excepto en algunos casos como es la sintesis de esteroles, por lo tanto: las plantas son
la fuente de la mayoria de los compuestos fendlicos encontrados en los animales (Ramirez,
1987). Las dietas que contienen grandes cantidades de taninos disminuyen la digestibilidad de la
proteina y de la materia seca en algunos mamiferos (Hagerman et al, 1992). La presencia de
taninos condensados a valores menores al 6% en las dietas para animales mejora el rendimiento
del animal. Si este porcentaje aumenta, provoca la disminucion de la velocidad de crecimiento,
la gananciaen peso, perturbacion de la absorcién mineral y la inhibicién de enzimas digestivas

en el animal (O'Donovan y Brooker, 2001; Chung et of, 1998; Bravo efal, 1993).

Los taninos estan presentes en una variedad de frutas y vegetales y pueden servir como un
agente antimicrobiano natural protegiendo productos hortofruticolas contra la infeccion

microbiana (Chung ef al, 1998). Probablemente, este efecto se deba a la inhibicién de ciertas

13
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enzimas. La oxidacion de fenoles sobre la inhibicion de enzimas puede ser explicado por dos
razones: la primera, los fenoles oxidados pueden reaccionar con grupos sulfidrilo que son parte
de las enzimas formando uniones covalentes con ellos. La segunda razén es que se produce un
incremento en la masa molecular a través de la polimerizacion oxidativa, el cual podria

incrementar la eficiencia de la union con las proteinas (Scalbert, 1991).

2.1.7 Importancia a nivel industrial

Los polifenoles son importantes en la alimentacion y nutricion. Son de gran importancia en la
industria de té y vinos, debido a que aportan la astringencia a estos productos. Por muchos
afios, plantas ricas en polifenoles fueron usadas en objetos hechos de cuero por la caracteristica

de los taninos a unirse con las proteinas (Dey y Harborne, 1997).

El 4cido galico ha sido reconocido como antioxidante, antialergénmico, antiinflamatorio,
antimutagénico y con actividades anticarcinogénicas (Yasuda er @/, 2000). Es principalmente
usado como un intermediario sintético para la produccion de pirogalol y esteres de édcido galico
usados en la industria de alimentos y farmacia, como es el caso del propil galato, utilizado

como antioxidante de grasas y aceitesy en bebidas (Lekhay Lonsane, 1997).

A pesar de que los compuestos fenolicos tienen un gran impacto en la industria, cuando éstos
estdn presentes en residuos agroindustriales que son empleados en la alimentacion de ganado se
vuelven un problema debido a la afinidad que tienen de unirse a otras moléculas como las
proteinas y los sacéaridos, haciéndolos indisponibles para el organismo que los consume.
Numerosos residuos de la industria agricolacomo la pulpa de café, presentan un gran contenido
en nutrientes por el cual pueden ser utilizados como alimento. Sin embargo, es importante

eliminar o degradar los compuestos fendlicos presentes.

14
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2.2 La pulpa de café

La pulpa de café es el primer subproducto que se obtiene del procesamiento humedo de las
cerezas del café y constituye alrededor del 40% del peso fresco de la fruta entera (Ramirez
Martinez y Clifford, 2000). Por su composicién quimica, es considerado un subproducto

agricolarico en nutrientes que puede ser utilizado para la alimentacion de animales (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Composicion quimica de la pulpa de café (Carrizales y Gonzalez, 1984)

Base seca (Yo p:p) Pulpa seca Pulpa ensilada
P

Proteinas (N * 6.25) 11.57 13.55
Fibras 15.24 17.16
Lipidos 5.00 2.17
Ceniza 6.67 8.08
Carbohidratos 61.21 58.50
Cafeina 0.95 0.83

Sin embargo, la pulpa de café contiene sustancias naturales que son toxicas y limitan su
utilizacién para la alimentacién animal. Estas sustancias son la cafeina que varia desde
0.6 a 1.3 % en base seca (Bressani ef al, 1972), y los compuestos fenélicos (Ramirez-Martinez
y Clifford, 2000). La cafeina provoca efectos antifisiolégicos mientras que los compuestos
fenolicos, pueden originar efectos antinutricionales cuando se destina a la alimentacién de

animales debido a su caracteristica de unirse con proteinas.
2.2.1 Compuestos fenélicos en la pulpa de café

En la Tabla 2.3 se muestra la composicién promedio para el total de los polifenoles simples

tentativamente identificados en la pulpa de café.
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Clifford, 2000)
Compuestos fendlicos Base seca
_(%p:p)

acido 5-cateoilquinico 422
epicatequina 21.6
acido 3,4-dicafeoilquinico 57
acido 3,5-dicafeoiiquinico 19.3
acido 4,5-dicafeoiiquinico 4.4
catequina 22
rutina 2.2
acido protocatéquico 1.6
acido ferulico 1.0

El acido clorogénico (cafeoilquinico) y sus isomeros son ios compuestos fenélicos que
mayormente se encuentran en la puipa de café. Por ser materia vegetal y formar parte de un

fruto, la pulpa de caté contiene otras sustancias, ademas de compuestos fenolicos (labla 2.4)

Tabla 2.4 Otros compuestos de la pulpa de caf¢ (Elias, 1978)

Compuesto Base seca
(%ep:p)

‘Tanmos 1.80-8.56
Sustancias pécticas totaies 6.5
Azucares reductores 12.4
Azucares no reductores 2.0
Cafeina i.3
Acido clorogénico 2.6
Acido caféico total 1.6

La informacion sobre los taninos de la puipa de café es escasa y en ocasiones contradictoria.
Aunque estudios previos sugirieron la presencia de taninos hidroiizabies (galotaninos y
elagitaninos) en Ia puipa de caf€, se demostré que ios taninos presentes, en su mayoria son
proantocianidinas. Recientemente, un trimero de proantocianidina se aislé de ia puipa de café

(C. canephora) y se determiné que tenia actividad antioxidante (Ramirez-Martinez y

Ciifford, 2000).
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2.2.2. Ensilaje de Ia pulpa de café

Una manera de conservar y almacenar las grandes cantidades de pulpa de café que se obtiene
durante el beneficio del caté, es por medio del ensilaje. El ensilado es un proceso fermentativo
bajo condiciones anaerobias que favorece el desarrolio de bacterias capaces de producir acido
lactico, por el cual el material vegetal se conserva (Ramirez-Martinez er af, 2000; Gaime-
Perraud er al, 2000). El acido lactico o acido a-hidroxi-propidnico (CH;CHOHCOOH), es el
reponsable de la leche agriaque el hombre conoce desde hace miles de afios. Es consecuencia del
desarrollo de un tipo peculiar de microorganismos englobados en un grupo denominado
bacterias del acido lactico (Parés y Juarez, 1997). La rapida acidificacion del medio inhibe
microorganismos causantes de la descomposicién y de ésta manera, se conserva el producto
(Heinz, 1986). Durante el proceso del ensilaje de la pulpa de café seca, se observé que hubo
una importante disminucién del total de compuestos fendlicos y particularmente del 4cido
clorogénico (de 850 a 150 unidades de absorbancia). En la Figura 2.7 se muestran los
cromatogramas de analisis de los compuestos fenolicos por HPLC de la pulpa de café después

de 30 dias de ensilaje (Gaime-Perraud, 1995).

a) b)
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Figura 2.7 Perfil de los polifenoles totales antes (a) y después (b) de ensilar durante 30 dias
pulpa de café (Gaime-Perraud, 1995)
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Posiblemente la disminucién que se observé de los compuestos fenélicos en la pulpa ensilada
fue debida a la presencia de las bacterias lacticas, pues son los principales microorganismos que
estan presentes a lo largo del ensilaje y que ademas, son los responsables de conservar el
producto. Otra observacion sobre la variacion de los compuestos fendlicos de la pulpa de café
fue también reportada por Ramirez-Martinez y Clifford (2000), quienes observaron que el
contenido de taninos condensados se mantuvo constante durante las tres primeras semanas del
ensilaje de la pulpa de café, pero disminuyo en mas de un 40% después de un periodo de mas

de 100 dias.

2.3 Degradacién de compuestos fendlicos por microorganismos

Los taninos y los compuestos fendlicos en general, se encuentran ampliamente distribuidos en
el reino vegetal y son considerados como estructuras importantes por servir como defensa ante
la descomposicién microbiana. Esta caracteristica de resistencia es atribuida a la habilidad de
estas substancias para inhibir el crecimiento de microorganismos por unirse fuertemente a
proteinas y polisacdridos que pudieran utilizar los microorganismos como nutrientes (Galiotou
y Macris, 1986). Sin embargo, se¢ han reportado diferentes microorganismos, principalmente
hongos, por su capacidad para degradar taninos. En la Tabla 2.5 se enlistan algunos

microorganismos capaces de crecer sobre taninos como unica fuente de carbono.
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Tabla 2.5 Microorganismos capaces de crecer sobre taninos

Microorganismo Substrato de taninos Otros autores
Hongos filamentosos
Aspergillus niger extracto de semillas de Scalbert, 1991
Myrtus communis
Aspergillus niger Aguilar et al, 2000
Aspergillus oryzae acido tanico Lane et al, 1996
Calvatia gigantea Scalbert, 1991
Penicillium sp. Scalbert, 1991
Penicillium adametzi Scalbert, 1991
Trichoderma viride Scalbert, 1991
Levaduras
Candida sp. 4cido tanico Aoki etal, 1975
Calvatia gigantea catequina Galiotou-Panayotou
etal, 1988
Candida guilliermondii Scalbert, 1991
Candida tropicalis Scalbert, 1991
Torulopsis candida taninos Otik y Deschamps,
1983
Saccharomyces rouxii Scalbert, 1991
Bactenas
Achromobacter sp. Scalbert, 1991
Azotobacter vinelandii Scalbert, 1991
Escherichia coli Scalbert, 1991
Pseudomonas fluorescens Scalbert, 1991
Corynebacterium sp. Scalbert, 1991
Klebsiella pneumoniae acido tanico, acido gélico, Deschamps et al,
protocatequico, catecol y 1980
catequina
Bacillus licheniformis acido tanico Mondal y Pati, 2000
Streptococcus gallohyticus  é4cido tanico, acido galico, O’Donovan y
extracto de taninos Brooker, 2001
condensados
Citrobacter freundii acido tanico y acido Ajay-Kumar er al,
galico 1999
Pantoea agglomerans acido galico Zeida et al, 1998
Pelobactersp. 4cido gdlico, pirogalol y Parésy Juarez, 1997
floroglucinol

Coprococcus sp.

acido gdlico, pirogalol y
floroglucinol

Parés y Juarez, 1997
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2.3.1 Defensas microbianas contra compuestos fenélicos
Varios mecanismos de detoxificacion pueden contribuir a la explicacion del crecimiento de
microorganismos sobre medios ricos en taninos. La secrecion de sustancias poliméricas, la

produccion de enzimas que degradan compuestos fenolicos y la oxidacion de los mismos son

algunas de ellas.

2.3.1.1 Secrecién de polimeros que fijan taninos

Algunos microorganismos pueden secretar fuera de la célula polimeros con una alta afinidad a
los taninos haciendo que los taninos sean incapaces de combinarse con otras moléculas como
las enzimas microbianas, las cuales son esenciales para el crecimiento de dichos
microorganismos. Algunos animales como las ratas son capaces de desarrollarse en dietas ricas
en taninos. Estas dietas mostraron inducir en los animales la secrecion de proteinas de la saliva

rica en hidroxi-prolina que presenta una alta afinidad a los taninos (Scalbert, 1991).

2.3.1.2 Oxidacién de taninos

Los taninos pueden ser oxidados por polifenoloxidasas transformando su estructura y de esta
manera disminuir su toxicidad. Los taninos inducen la sintesis de la enzima lacasa (benzenediol
oxigeno oxidoreductasa) en hongos de los géneros Trametes hirsuta (Scalbert, 1991) y
Phanerochaete chrysosporium (Srinivasan ef al, 1995). La lacasa oxida el nicleo fendlico por
un electron formando un radical libre fenoxi, el cual origina polimerizacion expontanea (Chefetz
et al, 1998). También pueden inducir la co-polimerizacién de proteinas solubles con taninos u
otros fenoles y eventualmente inactivar las enzimas fungicas que dafian al invasor (Scalbert,

1991).

2.3.1.3 Enzimas degradadoras de compuestos fendlicos
Aunque enzimas como la a-amilasa y la tripsina son inhibidas por compuestos fenélicos

(Quesada er al, 1995), pocas enzimas como la tanasa (Aguilar et a/, 2000), la 4cido galico
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descarboxilasa (Zeida ef al, 1998) y enzimas que degradan taninos condensados (Otik y
Deschamps, 1983; Galiotou-Panayotou y Macris, 1986) aumentan su actividad en presencia de
estos compuestos. La enzima écido ténico hidrolasa (ATH) mejor conococida como tanasa,
actua sobre los taninos hidrolizales como el acido tanico, acido digalicoy metilgalato. La tanasa

tiene actividades esterasa 'y depsidasa sobre taninos hidrolizables (Figura 2.8).

esterasa UH
\ 0
omMe
OH
0 .
depsidasa
OH
0
o) OH

OH

metil galato 0 oM

acido elagico

Figura2.8 Actividad esterasa y depsidasa de latanasa

El 4cido clorogénico, un dépsido del acido caféicoy acido quinico, es degradado por la tanasa y
se reportd que fue hidrolizado en el jugo de uva, produciendo acido caféicoy acido quinico. La
tanasa también hidroliza las moléculas de (-)-epicatequina galatoy de (-)-epigalatocatequina-3-

galato, los cuales son taninos condensados presentes en el té (Lekhay Lonsane, 1997)

Las tanasas presentes en los microorganismos que habitan en el suelo probablemente juegan un
papel muy importante en la descomposicion y reciclaje de materiales de plantas que contienen
taninos (Lekhay Lonsane, 1997). Efluentes conteniendo fenoles son productos de la industria
de carbon, tintorerias, refinadoras de aceite y durante la molienda de 1a pulpa y el café. Estos
métodos son antiecologicos causando coloracion en las aguas receptoras. Sin embargo, hay
métodos de defenolizacion de las aguas de desecho incluyendo la extraccién con solventes,

adsorcion con carbon activado, degradacion microbiana y oxidacion quimica. A pesar de que
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estos métodos son utilizados se tienen los inconvenientes de alto costo, purificacion
incompleta, formacién de subproductos peligrosos o restriccion para aplicarlo a contaminantes.
Por 1o que otros métodos con tecnologias enziméticas son necesarias para los tratamientos de
degradacion de compuestos fenolicos (Kadhim, 1999). Por dicha razén, es importante
encontrar microorganismos con capacidad de degradar taninos y aislar las enzimas

responsables.

Pocos microorganismos han sido reportados como degradadores de taninos condensados y
catequinas. Sin embargo, los mecanismos de degradacion de taninos condensados por
microorganismos es un area que no ha sido explorada en detalle (Lekha y Lonsane, 1997).
Galiotou-Panayatou et a/ (1988) aislaron un enzima de la levadura Calvatea gigantea que
hidrolizé la catequina. Por otra parte, se encuentran enzimas que degradan los acidos fenélicos
simples como la enzima 4cido gélico descarboxilasa (AGD) que cataliza la descarboxilacion del

acido galicoa pirogalol (Figura 2.9).

OH OH
0
OH _— OH + CO,
0 0
acido galico pirogalol

Figura 2.9 Degradacion de acido galico en pirogalol por la enzima acido galicodescarboxilasa

Zeida et al (1998) purificaron y caracterizaron la enzima producida por la bacteria Pantoea
agglomerans y encontraron que el microorganismo tambi€n presenta la actividad tanasa capaz
de hidrolizar el acido tanico. Asimismo, O'Donovan y Brooker (2000) reportaron las unidades
formadoras de colonias de S. gallohticus que crecié sobre placas de agar con 0.75 y 3% de
acido tanico. El microorganismo crecié y después se observé que presentaba la actividad AGD
en presencia de 1% de 4cido gélico, produciendo pirogalol en el medio de cultivo el cual no tuvo

efecto sobre el crecimiento de la bacteria.
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Es importante encontrar nuevos microorganismos que degraden compuestos fenolicos y aislar

las enzimas responsables. A continuacionse describen a las bacterias lacticas debido a que son

degradadoras de compuestos fendlicos.
2.4 Bacterias licticas

2.4.1 Generalidades

Las bacterias lacticas son un grupo de bacterias Gram-positivas, inmdviles, no esporuladas que
fermentan azucares produciéndo acido lactico. Pueden crecer a diferentes temperaturas, en
presencia de altas concentraciones de sal y 4cido o bien, se desarrollan en habitats anaerobios o
en presencia de pequefias cantidades de oxigeno. Son microorganismos que no poseen sistema
citocromo y carecen de la enzima catalasa y por lo tanto, no pueden descomponer el perdxido
de hidrégeno. Son oxidasa negativa porque no presentan la enzima oxidasa la cual activa la
oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno molecular. No reducen los nitratos y se
clasifican como microorganismos heterofermentativos y homofermentativos. Los dltimos se
caracterizan por formar solo 4cido lactico como producto de la fermentacion mientras que los
heterofermentativos, producen otros 4cidos organicos e incluso llegana formar gas (Tabla 2.6)

(Axelson, 1993 y Heinz, 1986).
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Tabla 2.6 Principales productos producidos debido al metabolismo de las bacterias lacticas

(Seale, 1986)
Ruta aerobia

1. Homofermentativa

1 Glucosa (o fructosa) —

2. Heterofermentativa
1 Glucosa (o fructosa) —_
Ruta anaerobia

1. Homofermentativa

a). 1 glucosa (o fructosa) —_

b). 1 pentosa —_—
2. Heterofermentativa

a). 1 glucosa —_—>

b). 3 fructosa —

¢). 2 fructosa + 1 glucosa —>

d). 1 pentosa —

1 4cido lactico + 1 acido piravico* + 1H,0

1 acido lactico + 1 acido acético+ 1 CO, + 2H,0

2 4cido lactico

1 4cido lactico + acido acético

1 4cido lactico+ 1 etanol + 1 CO,

1 4cido lactico + manitol + 1 4cido acético +
1CO;

1 acido lactico + 1 acido acético+ 1 CO, +
2 manitol

1 4cido lactico + 1 acido acético

* El 4cido piravico es oxidado a acetoina, 4cido acético, acido formicoy CO,

El acido lactico es el metabolito que producen en mayor cantidad las bacterias lacticas y

dependiendo del sustrato y de la cepa, éste se ha reconocido por tener un efecto antimicrobiano

bueno o pobre que contribuye a la reduccion del crecimiento de microorganismos patogenos y

causantes de la descomposicion de alimentos. El acido acético es otro 4acido organico que

producen las bacterias lacticas. Cuando el 4cido lactico y acético no estan disociados, dafian la

membrana celular de otros microorganismos presentes dando como resultado Ia inhibicién del

transporte de sustrato y la actividad ATPasa (Vuyst y Vandamme, 1994). En muchos casos,
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las bacterias lacticas se detectan en productos alimenticios sin que ocurra descomposicion, lo
que hace suponer que su presencia es benéfica en funcién a que compiten exitosamente con
microorganismos de descomposicion. Las bacterias lacticas pueden antagonizar con otros
microorganismos en diversas formas como es: la produccién de écidos organicos
(principalmente 4cido lactico), formacion de peréxido de hidrogeno, bacteriocinas y por
competencia por el sustrato (Mauguin y Novel, 1994). Por esta caracteristica, las bactenas
lacticas son empleadas en la conservacion de productos carnicos y pescado (Rebecchi et al,
1998; Lindgreny Pleje, 1983; Guerrero y Arteaga, 1990), lacteos como la leche écida, el kefir,
el yogurt (Mitsuoka, 1978; Bozoglu y Ray, 1995) y en alimentos de origen vegetal como
pepinillos, aceitunas (Parés y Juarez, 1997; Bozoglu y Ray, 1995; Breidt y Fleming, 1997) y
col acida (“sauerkraut”) (Middelhoven y Klijn, 1997). También son esenciales para la
obtencién de mantequilla fermentada, miso, salsa de soya y sake (Mauguin y Novel, 1994).
Forman parte de la fabricacion de muchos quesos ya sea solas, o en conjuncion con hongos y
propionilbacterias (Boubekri y Otha, 1996). También son empleadas en la preparacion de
aditivos para la alimentacion animal de forrajes ensilados (Salawu et al, 2001) y en la
conservacion de residuos agricolas como maiz y alfalfa (Chunjian er a/, 1992), sorgo y trigo

(Lane et al, 1981).

Las bacterias lacticas han mostrado diferentes actividades enzimaticas como es la sintesis de
amilasas por Lb. plantarum (Fitzsimons y O’Connell, 1986; Olympia et al, 1995). También
han sido aisladas y caracterizadas peptidasas de Lb. casei (Bozoglu y Ray, 1995) y
recientemente Osawa et al (2000) reportaron la actividad tanasa por Lb. plantarum y

Lb. pentosus, a través de la observacion de halos de hidrolisis.
Las bactenias lacticas incluyen los géneros de Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,

Lactococcus, Vagococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, y

Weissella. En la Tabla 2.7 se muestran los génerosy las especies de estos microorganismos.
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Tabla 2.7 Géneros y especies de bacterias lacticas (Collins ez al, 1993)

Género Especie
microbiano
Aerococcus A. urinae, A. viridans

Carnobacterium C. piscicola, C. mobile

Vagococcus V. fluvialis, V. salmoninarum

Enterococcus E. durans, E. faecalis

Lactococcus Lc. garvieae, Lc. casei

Streptococcus  S. uberis, S. pyogenes, S. agalactae

Lactobacillus Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus, Lb. hamsteri, Lb. buchneri,
Lb. fermentum, Lb. oris, Lb. pentosus, Lb. hilgardii

Leuconostoc Lc. oenos, Ln. fallax, Ln. carnosum, Ln. gelidum, Ln.
mesenteroides, Ln. pseudomesenteroides, Ln. citreum, Ln. lactis

Weissella W. kandieri, W. viridescens, W. minor, W. halotolerans,

W. paramesenteroides, W. hellenica, W. confusa

Las bacterias lacticas que incluyen tanto cocos como bacilos, representan requerimentos
nutritivos complejos. Esto lleva a la necesidad de usar medios especiales como el de agar
sangre, el de Edwards, el de jugo de tomate o el de Rogosa. Las caracteristicas comunes de
todos éstos medios son la presencia de azicar, la adicion de productos naturales complejos en
cada caso y, para el aislamiento, la presencia de substancias inhibidoras del crecimiento de

otros microorganismos (Parés y Juarez, 1997).

Las bacterias licticas estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y también se encuentran
en el intestino y vaginade humanos y animales, asi como en productos agricolas. Las bacterias
lacticas que colonizan el intestino de humanos y animales son nativas del intestino y son

diferentes de las bacterias licticas encontradas en los alimentos. Algunas especies bacterias
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lacticas como bifidobacteriay enterococci (S. faecalisy S. faecium) son de las bacterias lacticas
predominantes en el intestino humano. También se encuentran lactobacilos como

Lb. acidophilus, Lb. salivarius y Lb. fermentum (Mitsuoka, 1978).

2.4.2 Degradacion de compuestos fendlicos

Deschamps et al (1980) fueron de los primeros investigadores en aislar 15 bacterias
pertenecientes a los géneros de Klebsiellay Bacillus capaces de degradar acido tanico y asimilar
otros compuestos fenolicos. Whiting (1973) fue de los primeros investigadores en reportar
actividad de las bacterias lacticas sobre compuestos fenélicos presentes en la fermentacion de la
cidra. Durante la elaboracion de este producto, cuando se lleva a cabo la fermentacion
malolactica, las bacterias lacticas presentes consumen acido malico para producir acido lactico
y acido acético con la finalidad de disminuir el nivel de acidez del producto, se observo que el
quinato fue metabolizado después de completarse la fermentacién malolactica, y sus ésteres el
acido clorogénico y p-cumarilquinico, fueron metabolizados. Bacilos heterofermentativos y
algunos homofermentativos, redujeron el quinato y un compuesto relacionado, el sikimato. Los
bacilos heterofermentativos hidrolizaron el acido clorogénico en dos partes metabolizables, el
acido quinico y el acido caféico. Posteriormente, redujeron el (-) quinato a (-) dthidrosikimato
mientras que los bacilos homofermentativos, lo transformaron a un estado mas reducido (3,4-
dihidroxiciclohexanecarboxilato). El sikimato fue reducido a algunos productos y fue un
intermediario en la ruta de reduccion del quinato a acido dihidroxikimato (Figura 2.11). Una
caracteristica de esta ruta es el hecho de que ambos D y L lactatos, actuaron como donadores
de hidrégenos para reducir este compuesto. También se observé que el lactato fue oxidado

hasta acetato.
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2 quinato + lactato ~———— 2 dihidroxikimato + acetato + COz +
H20
quinato + lactato ——p  3,4-dihidroxiciclohexanocarboxilato+
acetato + CO2 + H20
Figura 2.10 Reduccion de quinato por bacterias lacticas presentes en el proceso de elaboracion

de la cidra (Whiting, 1973).

Las bacterias homofermentativas como Lb. plantarum no solo reducen el quinato, al mismo
tiempo bajo condiciones anaerobias, oxidan una proporcion del producto por accién de una
dehidratasa y descarboxilasa a catecol. Algunos lactobacilos heterofermentativos hidrolizan el
acido clorogénicoy reducen el quinato. El producto aromatico junto con el acido caféico libre
presente, es reducido a acido dehidrocaféico y descarboxilado a etil catecol. Aparentemente, el
lactato actua como donador de hidrégeno con el NAD dependiente de lactato deshidrogenasa

como la enzima activa (Whiting, 1973).

Por otra parte, Bravo ef a/l (1994) y Hara (1997) reportaron que durante ensayos de
fermentacion in vitro, realizando estudios del efecto de polifenoles (catequina y acido tanico)
sobre la microflora presente en el tracto intestinal de ratas, la catequina no tuvo un efecto
negativo sobre las bacterias lacticas. Ambos, el dcido tanico asi como la catequina, fueron
degradados durante la fermentacion. Posteriormente, Osawa et o/ (2000) aislaron a partir de
alimentos fermentados y de heces de humanos, 25 bacterias lacticas de los géneros
Lb. plantarum, Lb. pentosus 'y Lb. paraplantarum con capacidad de crecer sobre placas de agar
con acido tdnico como tinica fuente de carbono y degradar acido galico en pirogalol. Sin
embargo, no estudiaron el efecto que presentaban los compuestos fenélicos sobre la produccion
de 4cido lactico por las bacterias reportadas. O'Donovan y Brooker (2001) realizaron un
estudio del efecto del acido tanico sobre la produccion de acido lactico por las bacterias

ruminales S. gallolyticusy S. bovis y encontraron que producen la misma cantidad de acido
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lactico en presencia o ausencia de acido galico y ademds, lo degradan completamente hasta

pirogalol.
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2.5 Conclusién

En ésta revision bibliografica se estudio la clasificacion y la importancia que tienen los
compuestos fendlicos como parte integral del metabolismo de las plantas puesto que actian
como soporte mecanico y barrera contra microorganismos. La principal caracteristica de los
polifenoles es la afinidad a las proteinas, carbohidratos y enzimas por lo que se consideran
compuestos antinutricionales. Por ésta razon, materiales agricolas ricos en nutrientes y
polifenoles como es la pulpa de café, no puenden ser destinados a la alimentacion de ganado
debido a que los polifenoles se encuentran unidos a las proteinas y el animal no puede
asimilarla. No obstante, se hizo una revision de los mecanismos de degradacion de polifenoles a

través de enzimas o de la secresion de polimeros que fijan taninos y la oxidacion de taninos.

También fue importante detallar que hay medios quimicos a traves de los cuales se pueden
degradar los polifenoles; sin embargo, éstos procesos son costosos por lo que una alternativa es
la degradacion por via enzimética. Hay diversos reportes de microorganismos que poseen las
enzimas adecuadas para degradar compuestos fendlicos y en la mayoria de los casos, se
reportan a los hongos como principales degradadores de polifenoles. Existen pocos reportes
sobre bacterias. Sin embargo, las bacterias lacticas han tomado un papel muy importante como
degradadoras de compuestos fenolicos. Por ésta razon, se hizo una revisidn de las bacterias
lacticas, sus caracteristicas y la importancia de utilizar estos microorganismos para la
conservacion de subproductos agricolas como en el ensilaje de pulpa de café. Algunas de éstas
bacterias pueden degradar los compuestos fendlicos presentes en desechos agricolas o bien,
éstos microorganismos pueden ser utilizados para degradar polifenoles de aguas residuales o de

cualquier otro substrato que contenga polifenoles y que sean indeseables.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la degradacion de compuestos fenolicos (4cido gélico y éacido tanico) por bacterias
lacticas aisladas del ensilaje de la pulpa de café

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Seleccionar cepas de bacterias lacticas capaces de crecer en medio sélido con acido tanico

y degradar acido galicoen un medio liquido

3.2.2 Evaluar el efecto del acido galico sobre el consumo de glucosa y la produccion de é4cido

lactico

3.2.3 Evaluar el efecto del precuitivo sobre la biodegradacion de 4cido galico por Lactobacillus
plantarum (L08)y Pediococcus pentosaceus (1.20) en presencia 9 y 26 gL™! de 4cido galico

3.2.4 Obtener el patréon de produccion de pirogalol por las cepas Lactobacillus plantarum

(LO8)y Pediococcus pentosaceus (1.20)
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4. METODOS Y MATERIALES

En este capitulo se describen los métodos y materiales empleados para la seleccion de bacterias
lacticas degradadoras de compuestos fendlicos. También se presentan las técnicas analiticas
empleadas para hacer la seleccion de bacterias basandose en su capacidad de crecer sobre agar
con 4cido tanico como fuente de carbono, asi mismo las técnicas empledas para el estudio de Ia

biodegradacion de acido galico.

4.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental para la seleccion de cepas bacterianas y el estudio de Ia

biodegradacion de acido galicose muestran en la Figura 4.1

Coleccidn de 45
bacterias lacticas
ler etapa de seleccon 2da etapa de seleccion
Crecimiento en medio Degradacion de acido galico
solido con acido ténico en medio liquido
Efecto del acido galico (9 g L") Estudio cinético de la
sobre la produccion de acido lactico biodegradacion de
acido galico
Efecto del precultivo
Evaluacion cinética de la (CPr y SPr) sobre [a degradacion Degradacion de acido galico

- . de écido galico por Lb. plantarum ,
produccién de pirogalol  —— (L08) y Pc. pentosaceus (1L.20) a P por células latentes

9y 26 gL de acido galico

Figura 4.1 Estrategia experimental para probar la degradacion de compuestos fendlicos por

bacterias lacticas
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Lo primero que se realizé fue una seleccion de cepas de bacterias lacticas que mostraran una
actividad sobre compuestos fenolicos para ello, se consideraron 2 criterios; el primero, de la
coleccion de 45 bacterias lacticas se seleccionaron las cepas capaces de crecer en medio sélido
con 4cido tanico (S gL!) en los medios MRS-tan agar y MRS-glu-tan agar. El segundo
criterio consistié en la seleccion de bacterias degradadoras de 4cido gilico (9 gL' ) en los |
medios MRS-glu-gal y MRS-gal. Posteriormente, se realizé un estudio de la biodegradacion de
acido galico donde se evalud su efecto sobre el consumo de glucosa y produccion de acido
lactico a las 72 h de cultivo en microaerobiosis. Asi mismo, se hizo un estudio cinético de la
biodegradacién de 9 gL' de 4cido gilico y se evalué el efecto a una concentracién més alta
(26 gL"") sobre el metabolismo de las cepas ensayadas, Lb. plantarum (L08)y Pc. pentosaceus
(L20). Las cinéticas se llevaron a cabo debido a que se estaban manejando tiempos muy
prolongados de fermentacion (72 h), ademas de que los cultivos bacterianos fueron adaptados
al acido galico, es decir; a un precultivo (seccion 4.4.2.1). También se hizo una cinética de la
degradacion de 4cido galico después de que las cepas fueron inoculadas sobre una solucion

fisiolégica con 4cido galico (9 gL™).

Se cuantifico la broduccién de biomasa, consumo de glucosa, producciéon de acido lactico,
consumo de citrato, consumo de 4cido galico y produccion de pirogalol para todos los casos.
Las muestras se monitorearon a intervalos de 12 h hasta las 72 h. Se observé que desde las 12 h
de fermentacién, el 4cido galico habia sido consumido totalmete por lo tanto, se hicieron
nuevamente cinéticas y se monitorearon muestras desde las 2 h de incubacion hasta las 16 h, y
un Gltimo analisis a las 24 h para la cinética de 9 g’"! mientras que para la cinética con 26 gL'
de 4cido galico, se tomaron muestras hasta las 72 h. Todos los analisis se realizaron por
duplicado. Cada tubo correspondia a un tiempo determinado de la cinética y fue analizado de
manera independiente. Los tubos con el medio de cultivo fueron preparados con medio MRS
de la misma manera como se describe en la seccién 4.3.3, con la adiciéon de 4cido galico

(9 626 gLy con o sin glucosa, ademés del precultivo (CPr y SPr).
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4.2 Microorganismos

Las cepas de bacterias lacticas empleadas en el estudio de la degradacion de compuestos
fenblicos pertenecen a la coleccion IRD-UAMI, que cuenta con un total de 99 cepas
identificadas como bacterias lacticas. Las cepas fueron aisladas a partir del ensilaje (30 dias) de
pulpa de café. Esta pulpa es un subproducto que se obtiene durante la obtencién del grano de
café en Xalapa, Veracruz (Gaime-Perraud, 1995, Suzuki, 1999). Para probar la degradacion de
compuestos fenolicos, se eligieron 45 cepas tomando en cuenta dos puntos. El primero, se
escogieron las bacterias basandose en la diversidad de géneros microbianos y especies con los
que contaba la coleccion. El segundo punto a considerar fue el coeficiente de identificacion que
presentaron las cepas al haber sido analizadas a través del sistema de identificacion microbiana.
Esta técnica consiste en analizar y cuantificar la concentracién de acidos grasos bacterianos,

comparandola con un patrén de referencia (MIDI, 1997).

El coeficiente de identficacion es un valor numérico que se encuentra dentro de un rango entre 0
y 1y representa la cercania o igualdad de la cepa que se desea identificar con respecto a los
géneros bacterianos conocidos que se encuentran dentro de una base de datos (MIDI, 1997).
Las cepas con una similaridad arriba de 0.600 y con una separacién de 0.100 entre el primer
valor y el segundo de la identificacion de la cepa son consideradas buenas identificaciones. En la
Tabla 4.1 se muestran los géneros bacterianos y el niimero de cepas que fueron ensayadas junto
con su coeficiente de identificacionempledas para probar el crecimiento sobre medio sélido en

con 4cido tanico y la degradacionde acido galicoem medio liquido.
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Tabla 4.1 Cepas seleccionadas para probar la degradacién de compuestos fenélicos

Género microbiano No. de Coeficiente de
cepas identificacion
probadas
Lactobacillus plantarum 9 0.61-0.85
Lactobacillus coryniformis 4 0.55-0.64
Lactobacillus casei 1 0.76
Lactobacillus hilgardii 4 0.41-0.93
Lactobacillus paracasei 2 0.31-0.44
Lactobacillus pentosus 1 0.84
Lactobacillus bifermentens 1 043
Leuconostoc mesenteroides 1 0.71
Weissella confusa 3 0.69-0.79
Pediococcus pentosaceus 4 0.53-0.79
NI 15 -

NI: cepas no identificadas dentro de la base de datos del laboratorio donde
fueron identificadas (MIDI, 1997)

4.3 Conservacioén de cepas

Las cepas fueron conservadas en el medio de referencia MRS Lacrobacilli (seccion 4.3).
Después de esterilizados los tubos con el medio de cultivo y una vez que estuvieron a
temperatura ambiente, fue adicionado el 10% de indculo. Se incubaron a 30°C por 48 h.
Posteriormente, 1 mL del medio de cultivo con bacterias fue inoculado en criotubos de 2 mL de

volumen y adicionados con 30% de glicerol. Los criotubos fueron conservados a - 30°C.

4.3.1 Propagacién del inéculo
Un mL del cultivo bacteriano de cada una de las 45 cepas fueron inoculados por duplicado en
tubos con 9 mL de medio MRS Lactobacilli estéril (120°C / 15 min) e incubados a 30°C por 48

h. Posterioromente, fueron refrigerados a 4°C para su conservacion realizandose resiembras 1

vez cada 30 dias.
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4.4 Medio de cultivo
Para el desarrollo de este trabajo se utiliz6 €l medio de cultivo MRS (De Man et al, 1960) que

es uno de los medios empleados para el crecimiento de Lactobacilos y otras bacterias lacticas.

En la Tabla 4.2 se muestra su composicion.

Tabla 4.2 Composicién del medio MRS Lactobacilli (De Man et al, 1960)

Compuesto gL!
Glucosa 20
Polipeptona 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
(NH,4),HC¢HsO; 2
CH3C02N3‘3H20 5
MgSO,7H,0 0.1
MnSO,7H,0 0.05
K,HPO, 2
Tween 80 1
pH 6.8

Para los estudios de la degradacion de compuestos fendlicos por bacterias lacticas fueron
preparados diferentes medios teniendo como “base” en cada uno de ellos los componentes del
medio MRS. Solo fue variada la concentracién de glucosa y se adicion6 el compuesto fendlico.
En la tabla 4.3 y 4.4 se muestra la composicién de los medios s6lidos con 4cido tanico y los

medios liquidos con 4cido galico, respectivamente.
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Tabla 4.3 Composicion de los medios s6lidos con é4cido tanico (g-L ™)

Compuesto MRS-glu agar MRS-glu-tan agar MRS-tan agar
Glucosa 5 5 -
Tanico - 5 5
Polipeptona 10 10 10
Extracto de came 10 10 10
Extracto de levadura 5 5 5
(NH,4),HC¢H;0, 2 2 2
CH3COzNa'3H20 5 5 5
MnSO47H,0 0.05 0.05 0.05
K,HPO, 2 2 2
Tween 80 1 1 1
Agar 10 10 10
pH 6.87 4.45 4.45

Tabla 4.4 Composicion de los medios liquidos con écido galico (gL™)

Compuesto MRS-glu_ MRS-glu-gal MRS-gal MRS-glu-gal 26
Glucosa 45 4.5 - 45
Galico - 9 9 26
Polipeptona 10 10 10 10
Extracto de came 10 10 10 10
Extracto de levadura 5 5 5 5
(NH,),HCsH;04 2 2 2 2
CH,;CO,Na‘3H,0 5 5 5 5
MgSO,;7H,0O 0.1 0.1 0.1 0.1
MnSO,4-7H,0 0.05 0.05 0.05 0.05
K,HPO, 2 2 2 2
Tween 80 1 1 1 1
pH 6.57 4.87 4.87 4.67

4.4.1 Medio de referencia (MRS Lactobacilli)
Se disolvié 55 g de medio de cultivo MRS Lactobacilli en 1 litro de agua destilada. Tubos de
ensaye (con tapén y capacidad de 15 mL) se llenaron con 9 mL de medio y fueron

esterilizados a 120°C por 15 min.
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4.4.2 Medios sélidos (MRS-glu agar, MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar)

Se prepararon dos medios. En una primera etapa, fueron disueltos la “base”del medio MRS en
agua destilada. Se adicion6 glucosa y agar y fue esterilizado a 120°C por 15 min.
Posteriormente, éste medio fue dividido en dos partes y a una de ellas se le adicioné acido

tanico previamente esterilizado a través de una membrana Millipore® de 0.22 micras. Estos

medios fueron denominados medios s6lidos con glucosa (MRS-glu agar) y glucosa + acido
tanico (MRS-glu-tan agar), respectivamente. En la segunda etapa, se disolvio la “base” del
medio y se adiciond solamente agar y se calenté hasta ebullicion. Después el medio fue
esterilizado (120°C por 15 min) y el 4cido tanico fue adicionado de la misma manera que se
describi¢ anteriormente. Este ultimo medio fue denominado MRS-tan agar (Tabla 4.3). Por
ultimo, los tres medios fueron vaciados en cajas Petri estériles y se dejaron reposar hasta

soldificar.

4.4.3 Medios liquidos (MRS-glu, MRS-glu-gal, MRS-gal y MRS-glu-gal 26)

En ésta parte también se prepararon dos medios. En el primero, fueron disueltos los
componentes de 1a “base” del medio MRS mas la glucosa (4.5 gL!). El medio se repartio en
tres partes. En una de ellas, se adiciond acido gilico a una concentracion de 9 gl'yenla
segunda, 26 gL', En la tercera parte no se adicion6 acido gilico. Estos medios fueron
denominados MRS-glu-gal, MRS-glu-gal 26 y MRS-glu, respectivamente. En la segunda fase,
se disolvi6 la “base” del medio MRS y se adicion 4cido galico (9 gL™) sin glucosa, a éste
medio se le llam6 MRS-gal (Tabla 4.4). Se prepararon tubos de ensaye con 9 mL de cada uno

de los medios y fueron esterilizados a 120°C por 15 min.

4.5 Caracteristicas de los medios de cultivo
Con la finalidad de evaluar la capacidad de las bacterias lacticas para degradar compuestos
fendlicos, los microorganismos fueron propagados en el medio MRS Lactobacilli y

posteriormente, fueron inoculados en el mismo medio disminuyendo la concentracién de
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glucosa hasta 5 gL (MRS-glu agar y MRS-glu agar) y se agregd 5 gL' de écido tanico
(MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar) o 9 gL' (MRS-glu-gal, MRS-gal) y 26 gL' de écido
galico (MRS-glu-gal 26).

4.5.1 Cultivo sélido en placa MRS con 4cido tanico

A partir de los cultivos crecidos en el medio de referencia MRS Lactobacilli, las bacterias
fueron inoculados por piquete sobre placas de agar con medio MRS con o sin glucosa y acido
tanico, como fuentes de carbono (Suzuki, 1999). Se incubaron a 30°C durante 3-5 dias. Las
placas fueron cuadriculadas y se inoculé una cepa en cada pequefio cuadro de tal manera que en

cada caja habia 10 cepas inoculadas por duplicado (Figura 4.2)

\0000/

\\0 0”’0/"’/
o™

Figura 4.2 Inoculacién por piquete de las 45 cepas de bacterias lacticas sobre los medios

MRS-glu agar, MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar a 30°C por 3-5 dias

Transcurrido el tiempo de incubacion se observd el crecimiento celular sobre las placas de los
medios MRS-glu agar, MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar, asi como la formacion de zonas
claras alrededor de las colonias de bacterias lacticas inoculadas por piquete en los medios con
acido tanico (halos de hidrélisis de 4cido tanico). El medio MRS-glu agar fue utilizado como

control del crecimiento celular en ausencia de acido tanico.
227514

41




Métodos y Materiales

4.5.2 Cultivo en medio liquido con dcido galico

4.5.2.1 Precultivo

Se preparé el precuitivo para todos los experimentos. Después de haber propagado los cultivos
microbianos en el medio de referencia MRS Lactobacilli, 10% del cultivo fue inoculado en
tubos con medio estéril MRS-glu-gal (4.5 g.”! de glucosay 9gL™! de 4cido galico) e incubados
a30°C por 72 h.

4.5.2.2 Seleccion de cepas

Para confirmar la seleccion de cepas de bacterias lacticas que tuvieran la capacidad de degradar
compuestos fendlicos y en este caso, degradarar acido galico; se preparé medio MRS-glu-gal y
MRS-gal y se distribuyeron en tubos y se esterilizaron. Posteriormente, fueron inoculados con
10% de los cultivos bacterianos que provenian del precultivo ¢ incubados a 30°C por 72 h.
Transcurrido el tiempo de incubacién se midié el acido gélico por HPLC (columna ODS
Phenomex C18). En laFigura4.3 se describe la estrategia experimental para realizar la seleccion

de cepas bacterianas capaces de degradar acido galico.
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———me—p>
MRS Lactobacilli MRS-glu-gal
20 g'L” glucosa (4.5 gL glucosa y 9 g'L™ galico
30°C/48h 30°C/72h
Precultivo

MRS-—glu-gal MRS-gal
4.5 gL glucosa y 9 g-L" galico
9 g-L" galico 30°C/72h
30°C/72h

Figura 4.3 Estrategia experimental para la seleccion de cepas capaces de degradar acido galico

4.5.2.3 Estudio de 1a biodegradacion de dcido gélico

Después del precultivo, el 10% de cada uno de los 45 cultivos bacterianos, fueron inoculados
sobre tubos por duplicado con los medios estériles MRS-glu (control), MRS-gal y
MRS-glu-gal (Tabla 4.4). Después de inocular todos los tubos, fueron incubados a 30°C por 72
h. A partir de estos ultimos medios fue que se llevo a cabo los analisis de consumo de glucosa,
produccion de acido lactico y degradacion de acido gélico por HPLC (columna para ¢l anlisis
de 4cidos organicos BioRad®). En la Figura 4.4 se muestra el esquema seguido para evaluar la
degradacion de 4cido galico.
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——————
10%
MRS Lactobacilli MRS-glu-gal
30°C/48h 30°C/72h
Precultivo
10%

<

v v

MRS—glu MRS-glu-gal MRS-gal
30°C/72h 30°C/72h 30°C/72h

Figura 4.4 Degradacion de acido galico sobre los medios MRS-glu-gal y MRS-gal teniendo

como control el medio MRS-glu

4.5.2.4 Cinética de biodegradacion de dcido gdlico

Para el estudio cinético de la biodegradacion de acido galico las cepas fueron inoculadas en
tubos con medios estériles (120°C/15 min) de medio MRS-glu-gal y MRS-glu-gal 26
(Tabla 4.4). En un caso, el inéculo provenia del precultivo (CPr) mientras que en el otro,
provenia del medio MRS Lactobacilli (SPr).

También se elabord una cinética sobre medio MRS-gal (SPr). Por 1ltimo se prepararon tubos
con 9 mL de solucioén fisiolégica (0.9% de NaCl en agua) y se adiciono acido galico (9 gL™).
Los tubos fueron esterilizados (120°C/15 min). Una vez que estuvieron a temperatura
ambiente, se inocularon con 10% de indculo proveniente del medio MRS Lactobacilli. Las

muestras que corresponden a los medios MRS-glu-gal (CPr y SPr) y MRS-gal (SPr), asi como
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los tubos preparados con solucion fisiologica y 4cido galico fueron monitoreadas desde las 2 h
de incubacion hasta las 16 h y un Gltimo analisis a las 24 h, mientras que las muestras de MRS-

glu-gal 26 (CPr y SPr), fueron analizadas hasta las 72 h de fermentacién.
4.6 Preparacion de las muestras
4.6.1 Para la seleccion de cepas

En la Figura 4.5 se muestra el tratamiento de las muestras para la selecion de las cepas con

capacidad de creeer en acido tanico y degradar acido galico

Inoculacién por Medio MRS con 5 mL de cultivo
. fr———D
piquete acido galico 1
— ? T Centrifugar
Crecimiento celular y Tubos con 10 mL :
formacién de halos de de cultivo MRS (5 000 rpm/20 min)
hidrolisis Lactobacilli
72 h/30°C
Congelacion a -20°C
(opcional)

v

Filtraci6n a través de
membranas Millipore® de
0.22 pm

v

20 pL del
sobrenadante

v

Acido galico por HPLC
(Columna Phenomex C18)

Figura 4.5 Preparacion de las muestras para la seleccion de cepas capaces de crecer sobre placas

con 4cido tanico y degradar acido galico
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4.6.2 Estudio de la biodegradacién de acido galico
El procedimiento seguido para preparar las muestras y analizar biomasa, glucosa, citrato, 4cido

lactico, degradacion de acido gélicoy pirogalol en los cultivos de bacterias lacticas se muestra

enla Figura4.6.

Tubos con 10 mL de Agitar en
cultivo < vortex

y

5 mL de medio

%

Centrifugar

(5000 rpm) | [Precipiado]

Congelar a -20 °C
(opcional)

Filtracion a través de
membranas Millipore® de
0.22 um

20 uL del
sobrenadante HPLC

(Columna de acidos grasos,
AMINEX BioRad®)

v v v vy

[ pH ] (Dgifgégsa ) [ Acido citrico | [Acido lictico| [Glucosa] [Acido galico] [ Pirogalol |
= nm

Figura 4.6 Procedimiento para preparar las muestras y hacer los analisis de pH, biomasa,

glucosa, citrato, acido lactico, acido galicoy pirogalol
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4.7 Técnicas analiticas

4.7.1 pH
El pH de los cultivos bacterianos se midi6 directamente sobre el medio de cultivo después del

tiempo de incubacion. La medicién se realizé com un potenciometro marca Conductronic®,

calibrando con solucion buffer pH 4y 7.

4.7.2 Crecimiento celular

Dos mL del cultivo bacteriano fue colocado en una celda espectofotométrica. Por otra parte, 2
mlL de medio del cultivo de bacterias fue centrifugado a 5§ 000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante fue filtrado a través de membranas Millipore® con poros de 2 pm y colocado
dentro de la celda del espectrofotdmetro. Este filtrado fue utilizado como blanco para la
medicion de biomasa. Las celdas se colocaron en un espectofotometro marca Shimadzu®

modelo UV-160A. La biomasa se midié por DO a 660 nm (Chung et al, 1998).

4.7.3 Anilisis de glucosa, citrato, 4cido lactico y pirogalol por HPLC

Depués del tiempo de fermentacion, 2 mL del cultivo de bacterias fue centrifugado a 5 000 rpm
durante 10 min. Posteriormente, se filtr6 el sobrenadante por medio de membranas Millipore®
de 2 umy se analizé por HPLC. En la Tabla 4.5 se muestran las caracteristicas de la columna
para el analisis de dcidos organicos y glucosa (Aminex HPX 87H BioRad®). Los tiempos de
retencion del citrato, glucosa, 4cido lactico y pirogalol fueron 8.8, 9.6, 13.5 y 26.7 minutos,

respectivamente.
4.7.4 Acido gélico

En la Tabla 4.5 se enlistan las caracteristicas de las columnas empleadas para el analisis de

acido gélico.
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Tabla 4.5 Columnas para cromatografia empleadas para el analisis de acido galico

Columna Phenomenex® Columna Aminex HPX 87H

ODS Bio-Rad® Organic acid analysis
Medida 400 mm x 7.8 mm 300 mmx 7.8 mm
Detector uv, Beckman modelo 168  Indice de refraccion LC-30 RI
Temperatura 40°C 50°C
Bomba Binary LC pump 250 Binary LC pump 250
Flujo 1.6 mL min™' 0.6 mL min™*
Fase movil 1% (v/v) HCOOH-H,0 5 mM H,SO4/H,0
Absorbancia 280 nm
Sonicador Branzon 2 200 Branzon 2 200

Para la primera parte de la seleccién de cepas capaces de degradar acido galico las muestras
fueron centrifugadas, filtradas (seccion 4.6.3) y analizadas por HPLC. El tiempo de retencion
del 4cido galicoen ésta primer etapa fue 6.8 min, empleando la columna Phenomex® ODS. Para
evaluar el efecto del acido gélico sobre la produccioén de 4cido lactico asi como su estudio
cinético de la biodegradacion y se realizaron por HPLC utilizando la columna Aminex HPX

87H Bio-Rad®. El acido galico present6 un tiempo de retencion de 29.52 min.

4.8 Expresion de resultados

4.8.1 Acido galico
La expresion del acido gilico (G) se realizé después de la medicion por HPLC de los cultivos
bacterianos de la siguiente forma:
AG = (Ginicial — Gfinal) * D
AG = 4cido gélicodegradado (g'L )

D = factor de dilucion de la muestra durante el analisis por HPLC
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4.8.2 Glucosa

La expresion de la glucosa se realizo después de la medicion por HPLC de los cultivos
bacterianos de la siguiente forma:

AG1 = (Glinicial — Glfinal) * D
AGl = glucosa consumida (gL)

D = factor de dilucion de la muestra durante el analisis por HPLC

4.8.3 Acido lactico
La expresion del 4cido lactico producido se realizé después de la medicién por HPLC de los
cultivos bacterianos de la siguiente forma:
AL = (Linicial — Lfinal) * D
AL = 4cido lactico producido (g'L1)

D = factor de dilucién de la muestra durante el anélisis por HPLC

4.8.4 Pirogalol
La expresion del pirogalol producido se realizé6 después de la medicion por HPLC de los
cultivos bacterianos de la siguiente forma:
AP = (Pinicial — Pfinal) * D
AP = pirogalol producido (g'L)

D = factor de dilucion de la muestra durante el anahisis por HPLC

4.8.5 Calculo de la velocidad especifica de crecimiento

Para calcular la velocidad especifica de crecimiento (u) se evalud el modelo logistico

i’f--u[l- X }X 1)

dr X maze

Donde p, es la maxima velocidad de crecimiento especifico, X €s el valor maximo de X. La
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solucion a la ecuacion de la logistica es la siguiente:

X = L X max N )

{1 +———-—-Q(m'X° )e’“‘ ]

Xo

En donde X, representa el valor de X cuandot = 0.

4.8.6 Calculos de los coeficientes a, § y a*u del modelo de Luedeking y Piret
Para conocer si la produccion de pirogalol (2. ”") estaba asociada al crecimiento fue utilizado el

modelo de Luedekingy Piret (1959)

——a—t X 3)

Sila ecuacién (3) es dividida entre la biomasa (X), se puede expresar de la siguiente manera

1 dE 1 d¥
¥z xa P )
En donde g, y p son definidas como
1 dP 1 dx
Y Xa P ®)

Si se substituye la ecuacion(3) en (4), tenemos

ap =au+ B ©6)
en donde qp = produccion de pirogalol, ap es el término asociado y B el no asociado al
crecimiento. Al graficar los valores de qp y p en la fase exponencial, la pendiente serd o y la

ordenada al origen sera .
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5. SELECCION DE CEPAS

Una de las aplicaciones potenciales de las bacterias lacticas para la conservacion de
subproductos agricolas es el ensilaje de la pulpa de café¢ (Gaime-Perraud ef a/, 2000). La pulpa
de café es el principal producto que se obtiene durante el beneficio del café y contiene un alto
valor nutrimental. Su utilizacién se ve limitada cuando es destinada a la alimentacion de
animales por su alto contenido de polifenoles como el dcido clorogénico y los taninos
(Zuluaga, 1989; Ramirez-Martinez y Clifford, 2000). Estos compuestos son indeseables ya
que se unen con las proteinas, convirtiendo a la pulpa de café en un producto no apto para la
alimentacion de animales. Con el objetivo de aprovechar la pulpa de café, en este trabajo se
propone la utilizacién de bacterias lacticas capaces de metabolizar los compuestos
antinutricionales como son los compuestos fenolicos y conservarla para su posterior

utilizacion en nutricion animal.

En éste capitulo se muestra la seleccion de cepas de bacterias lacticas con capacidad de
degradar compuestos fenolicos. Dichas cepas podrian ser utilizadas en el ensilaje de la pulpa
de café para preservarla y al mismo tiempo, degradar los compuestos que son indeseables v

que estan presentes en el producto.

Para realizar la seleccion de bacterias lacticas que degradaran compuestos fenolicos se utilizo
como substrato los acidos tanico y galico. El acido tanico es el tanino hidrolizable mas
conocido y se compone de una molécula de glucosa esterificada con 9 unidades de acido
galico. Puede ser hidrolizado por una via 4cida o bien, a través de una hidrolisis enzimatica de
tanasas producidas por microorganismos como hongos (Lekha y Lonsane, 1997; Aguilar ef of,

2000) levaduras (Aoki e al, 1976) y bacterias (Deschamps, 1983; Mondal y Pati, 2000).

La principal caracteristica del 4cido tanico es precipitar proteinas (Hagerman et a/, 1992). Por
otra parte, el dcido galico es un fenol simple y a diferencia del 4cido tanico, éste no interactua
con las proteinas. Se han realizado estudios sobre la degradacion de acido tanico por bacterias
y se observo que Bacillus licheniformis lo transforma hasta acido galico (Mondal y Pati,

2000). Ajay-Kumar et a/ (1999) también reportaron que la bacteria Citrobacter freundii
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produjo 4cido galico al hidrolizar 4cido tanico y que posteriormente, el acido galico fue
transformado a pirogalol e incorporado al ciclo de Krebs para obtener energia. Osawa ef al
(2000) reportaron que las bacterias lacticas Lb. plantarum, Lb. paraplantarum 'y Lb. pentosus
crecieron en medio solido con acido tanico y degradaron 4cido galico. Ademas, ha sido
reportado que el 4acido tanico asi como el 4cido gélico, inhibieron la produccion de enzimas

digestivas como son la tripsina y la a-amilasa (Quesada et al, 1995)

Para realizar la seleccion de cepas como primer punto se probaron 45 cepas de bacterias
lacticas aisladas del ensilaje de la pulpa de café, basandose en su capacidad de crecer en un
medio sélido en presencia de acido tanico (5 g-L™), seleccionando aquellas cepas que
crecieron sobre el medio y formaron halos alrededor de las colonias. En una segunda etapa se
evaluaron las 45 cepas por su capacidad de degradar 4cido galico (9 g'L™) en un medio liguido
con y sin glucosa (4.5 g'L™). Dentro de la coleccion de las 45 cepas que se probaron se
encontraban 4 géneros microbianos. Estos géneros son los microorganismos representativos
del ensilaje de la pulpa de café (Gaime-Perraud er al, 2001) y que corresponden a
Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. bifermentens, Lb. hilgardii, Lb. pentosus,
Lb. coryniformis y Lb. paracasei), Pediococcus (Pc. pentosaceus), Weissella (W. confusa),

Leuconostoc (Lc. mesenteroides) y un grupo de bacterias lacticas que no se han identificado.

5.1 Primer etapa de seleccion

5.1.1. Crecimiento en medio sélido con acido tanico

La primer etapa de seleccion consistié en crecer las bacterias en medio sélido MRS con
glucosa (5 g'L™) y 4cido tanico (5 g-L™'). Se utilizaron 3 medios de cultivo (seccion 4.3.2). El
primer medio MRS-glu agar, se utilizd como control positivo de crecimiento de las bacterias.
El segundo y tercer medio, MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar, se emplearon para evaluar la
toxicidad del 4cido tdnico sobre el crecimiento de las bacterias y la capacidad de los
microorganismos para degradar el polifenol. Los estudios se realizaron en cajas Petri

inoculando por piquete. La seleccion se basé en la capacidad de las bacterias lacticas de crecer
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en el medio sélido con acido tanico, asi como la formacion de halos debida a la hidrolisis de

acido tanico en los medios MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar.

Las 45 cepas ensayadas crecieron en €l medio MRS-glu agar (control) y solamente 22

crecieron en los medios que contenian icido tanico (Tabla 5.1). Las observaciones se hicieron

a las 72 h de cultivo.

Tabla 5.1 Crecimiento de bacterias lacticas sobre los medios sélidos MRS-tan-glu agar y

MRS-tan agar (4cido tanico 5 gL y glucosa 5 gL.™)

Géneros microbianos No. MRS-glu agar MRS-glu-tan agar MRS-tan agar
cepas

Lactobacillus plantarum + +
Pediococcus pentosaceus + +
Weissella confusa + +
Lactobacillus hilgardii + +
Lactobacillus pentosus + +
No Identificadas + +

Lactobacillus casei
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus bifermentens
Weissella confusa
Leuconostoc mesenteroides
No Identificadas 13

{(+) =crecimiento; (-) =no hay crecimiento;

i e B R RV I NG T~V
+ 4+t + 4+ F o+t o+
v
)

Las bacterias que crecieron fueron cepas de Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, Pc.
pentasaceus, W. confusa 'y 5 cepas no identificadas. Las colonias crecieron de forma circular,
concava y presentaron una consistencia cremosa. El diametro de las colonias crecidas en el
medio MRS-glu-tan agar fue el mismo que en el medio MRS-glu agar (control). Sin embargo,
las cepas crecidas en el medio MRS-glu-tan agar mostraron un didmetro mayor de la colonia
(2-3 mm) a diferencia del crecimiento en el medio MRS-tan agar (1-1.5 mm). Es importante
recordar que el medio MRS-glu-tan agar tenia 5 g-L'1 de glucosa y que por ésta razon, las

colonias fueron mas grandes que en el medio MRS-tan agar donde no habia una fuente de
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carbono de facil asimilacion y solo estaban los componentes del medio MRS (seccién 4.3) y el

acido tanico.

5.1.2 Formacion de hales de hidrolisis

Las 22 cepas que crecieron en los medios MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar después de 72 h,
habian formado halos de hidrélisis alrededor de la colonia (Figura 5.1). La formacién de los
halos se debe posiblemente a la presencia de enzimas tanasas las cuales hidrolizan el 4cido
tanico. Por lo que el crecimiento y la formacion de halos que fueron observados en el medio
solido son un indicativo de que las 22 bacterias lacticas seleccionadas poseen la (s) enzima (s)
tanasa (s) para hidrolizar el acido tanico y obtener carbono y energia a partir de los productos

hidrolizados (en este caso, la glucosa y el acido galico).

Figura 5.1 Crecimiento celular y formacion de halos de hidrélisis sobre el medio sélido con
acido tanico (5 g'L™)

Esta técnica de medir halos de hidrélisis para evaluar la actividad enzimatica, ha sido

empleada para la seleccion de hongos filamentosos productores de fitasa (Bae er al, 1999;
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Howson y Davis, 1983) y de enzimas fingicas degradadoras de lignina (Srinivasan et a/, 1995,
Chefetz et al, 1998). De manera similar a este trabajo que se presenta sobre la seleccion de
bacterias lacticas que crecen sobre medio solido con acido tanico, se han seleccionado otras
bacterias degradadoras de 4cido tanico basdndose en su capacidad de crecer sobre placas con
4cido tanico y formar halos alrededor de las colonias. De las bacterias reportadas se incluye
Citrobacter freundii, quien fue crecida en el medio sélido con 5 gL' de 4cido tanico (Ajay-
Kumar et al, 1999) y Bacillus licheniformis que crecio en 10 gL de acido tanico (Mondal y
Pati 2000). También han sido reportadas las bacterias lacticas Lb. plantarum,
Lb. paraplantarum y Lb. pentosus, que crecieron sobre placas con acido tanico formando

zonas claras y transparentes alrededor de las colonias (Osawa et al, 2000).

Por otra parte, los resultados obtenidos prueban que el acido tdnico a una concentracion de
5 gL' tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las 23 cepas de bacterias lacticas
restantes debido a que hubo ausencia total del crecimiento. Las bacterias lacticas inhibidas por
el 4cido tanico fueron las cepas de Lb. casei, Lb. coryniformis, Lb. paracasei,
Lb. bifermentens, W. confusa , Ln. mesenteroides y 13 cepas no identificadas (Tabla 5.1).
Especies de Lactobacillus fueron inhibidas como las 4 cepas de Lb. coryniformis. Sin
embargo, 9 cepas de Lb. plantarum que fueron probadas crecieron y formaron halos de
hidrélisis. También se probaron cepas del género de Weissella que es un género relativamente
reciente (Collins et al, 1993). De 3 cepas ensayadas de W. confusa se observé que una no
creci6 en el medio, ésto posiblemente se debié a que la cepa pertenece a una subespecie

distinta de las otras 2 cepas de W. confusa.

Ruiz-Barba et al (1992) reportaron que el crecimiento de Lb. plantarum fue inhibido en la
presencia de oleuropeina y verbascoside (fenoles derivados del acido cindmico) en la salmuera
de aceitunas. Sin embargo, Hara (1997) reporté6 que las catequinas son consideradas
compuestos antimicrobianos y que durante estudios de la ingestién de polifenoles en ratas se
observé que en el tracto digestivo de estos animales, las bacterias lacticas no fueron afectadas

por dichos compuestos. Chung et a/ (1998) observaron que el 4cido tanico (1 g'L™) podia
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inhibir el crecimiento microbiano de bacterias gastrointestinales por su capacidad de unirse al

hierro, pero no inhibi6 a las bacterias lacticas Lb. acidophilus y Bifodobacterium infantis.

El efecto negativo del 4cido tanico (5 g'L") sobre el crecimiento de las 23 cepas se puede
explicar en términos de la composicion de la pared celular del microorganismo. La pared
celular bacteriana estd compuesta de polisacaridos y proteinas en donde ¢l 4cido tanico puede
interactuar con estos compuestos y fijarse, incrementando la concentracion minima que puede
inhibir el crecimiento bacteriano (Scalbert, 1991). Otra explicacién que podemos atribuir al
efecto toxico del acido tanico, es el estado de oxidacion, la oxidacion de polifenoles
incrementa la inhibicidn de ciertas enzimas filngicas como las celulasas o pectinasas debido a
que pueden reaccionar con grupos sulfidrilo de aminoicidos formando enlaces covalente
(Scalbert, 1991). El efecto toxico que se observo del acido tanico sobre el crecimiento de las
23 bacteras también pudo deberse a que éste polifenol inhibi6 la sintesis de enzimas
involucradas en la degradacion de la glucosa (glucolisis) o bien, el 4cido tanico provocé una
polimerizacién oxidativa junto con residuos de aminoacidos y ésto quiza ocasiond auxotrofia

en los cultivos bacterianos donde no se observo crecimiento.

5.2 Segunda etapa de seleccién: biodegradacion de dcido gilico en medio liquido

El bioensayo en un medio sélido permitio seleccionar las cepas de bacterias lacticas capaces
de crecer en presencia de acido tanico (5 g'L"') y formar halos de hidrélisis. Sin embargo, no
fue posible evaluar el crecimiento de los microorganismos cuantitativamente ni la
biodegradacion del acido tdnico en el medio MRS liquido debido a que éste polifenol

reacciond con los componentes del medio produciendo compuestos insolubles en el sistema.

Con el objetivo de confirmar la seleccion anterior de las cepas crecidas sobre acido tanico, las
45 bacterias fueron cultivadas en el medio liquido con 4cido galico (9 g'L™) que es un fenol
simple y ademas, es el componente principal del 4cido tdnico. Los cultivos bacterianos fueron
propagados en un precultivo por 72 h (seccién 4.4.2.1) con el fin de adaptar a los
microorganismos al acido gélico. Posteriormente, para evaluar la biodegradacién de acido

gélico las bacterias fueron cultivadas en los medios liquidos con 9 g'L™ de acido gélico con y
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sin glucosa (4.5 gL ") (medios MRS-glu-gal y MRS-gal, respectivamente). Se observé que las
45 cepas ensayadas crecieron en ambos medios. Sin embargo, al igual que la selecciéon de
cepas que crecieron en presencia de acido tanico se observaron 2 grupos de microorganismos:
bacterias que degradaron 100% de é4cido galico a las 72 h (23 cepas) y bactenas que no
degradaron (22 cepas). Estas cepas fueron: Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lb. pentosus,

Pc. pentosaceus, W. confusa, Lc. mesenteroides y 5 cepas no identificadas de bacterias lacticas

(Tabla 5.2).

Tabla 5.2 Porcentaje de degradacion de 4cido gélico (9 g-L”) por las 45 bacterias lacticas

probadas en los medios liquidos con y sin glucosa (4.5 g-'L™)

Géneros microbianos No.de cepas  MRS-gal MRS-gal-glu

Lactobacillus plantarum 9 100 100
Pediococcus pentosaceus 4 100 100
Weissella confusa 2 100 100
Lactobacillus hilgardii 1 100 100
Lactobacillus pentosus 1 100 100
Leuconostoc mesenteroides 1 100 100
No Identificadas 5 100 100
Lactobacillus casei | 0 0
Lactobacillus coryniformis 4 0 0
Lactobacillus paracasei 2 0 0
Lactobacillus bifermentens 1 0 0
Weissella confusa 1 0 0
No Identificadas 13 0 0

A diferencia del 4cido tanico, el 4cido gélico a la concentracién ensayada de 9 g-L™! no inhibié
el crecimiento de las 45 bacterias probadas ya que en los dos medios de cultivo (MRS-glu-gal
y MRS-gal) se observo biomasa. Sin embargo, solo 23 cepas degradaron el 4cido galico (Tabla
5.2). Lo interesante de estos estudios es que las 22 cepas que crecieron en acido tanico a una
concentracion de 5 g'L™! (Tabla 5.1) son las mismas cepas que degradaron el acido galico.
Adicionalmente una cepa Ln. mesenteroides, capaz de degradar el 4cido gélico pero no de

crecer en acido tanico.
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Osawa et al (2000) reportaron la degradacion del dcido galico por bacterias lacticas. Ellos
identificaron 25 cepas bacterianas aisladas de alimentos fermentados y de humanos
pertenecientes a los géneros Lb. plantarum, Lb. paraplantarum y Lb. pentosus, quienes
presentaron la actividad tanasa al degradar metil galato (4 g'L™"). Sin embargo, éste compuesto
es la union del acido galico (que es un fenol simple) a un metilo por lo que es una molécula
sencilla para ser considerada un tanino (seccion 2.1.3). También fue reportado que las
bacterias degradaron el 4cido galico en pirogalol. Asimismo, reportaron los géneros

microbianos entre los cuales se encuentra Lb. casei.

En éste trabajo se adiciona una lista mds extensa de bacterias lacticas que degradan
compuestos fendlicos, €stos microorganismos fueron aislados del ensilaje de 1a pulpa de café y
seleccionadas por su capacidad de crecer en medio sélido con 4cido tanico (5 g-L™') y degradar
acido galico (9 g'L™") (Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, Pc. pentosaceus, W. confusa,
Ln. mesenteroides y 5 cepas no identificadas). De la misma manera, se identificaron los
géneros microbianos que fueron inhibidos en presencia de acido tdnico, mismos que no
degradaron &cido galico (Lb. casei, Lb. coryniformis, Lb. paracasei, Lb. bifermentens,

W. confusa) (Tabla 5.1 y 5.2).

Por otra parte, Chung et a/ (1998) reportaron que el acido ténico inhibié el crecimiento de
bacterias intestinales mientras que el acido galico, no presentd efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de éstos microorganismos. Deschamps et al (1980) reportaron que cepas de los
géneros Bacillus sp 'y Klebsiella sp. degradaron acido tanico en medio liquido y crecieron en
un medio so6lido con 4cido gélico. Sin embargo, no hubo crecimiento de cepas como
Staphylococcus sp. En los ensayos con bacterias licticas, el acido galico a 9 g L™ no fue
toxico al crecimiento. Esto puede deberse a que el 4cido gélico es un fenol simple que no
interactia con las proteinas y ademas, no forma complejos con el hierro, como ocurre con el
acido tanico (Chung et al, 1998), lo cual puede favorecer la produccién de la enzima 4cido
galico descarboxilasa encargada en degradar el 4cido galico en pirogalol, reportada sensible al

oxigeno y teniendo como cofactor al hierro (Zeida et al, 1998).
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5.3 Conclusion

Los taninos han demostrado ser téxicos a diversos microorganismo. Sin embargo, fueron
identificadas y seleccionadas 22 de 45 cepas de bacterias licticas aisladas del ensilaje de la
pulpa de café. Estas cepas pertenecen a 3 géneros microbianos: Lactobacillus (Lb. plantarum,
Lb. pentosus y Lb. hilgardii), Pediococcus (Pc. pentosaceus), Weissella (W. confusa) y un
grupo de 5 bacterias no identificadas (seccion 4.1). Todas las bacterias (22 cepas) crecieron
sobre medio s6lido con 4cido tanico (5 g'L™") y formaron zonas claras alrededor de las colonias
microbianas debido posiblemente a la hidrélisis del 4cido tanico en glucosa y acido galico. El

acido tanico inhibié totalmente el crecimiento de las 23 cepas restantes.

Por otra parte, se observo que las 45 bacterias lacticas ensayadas crecieron en un medio
liquido con 4cido galico (9 g'L™") y solo 23 lo degradaron completamente. Las 22 restantes no
degradaron 4cido galico pero si crecieron en el medio lo que indica que el 4acido galico a la
concentracién de 9 gL' no es un compuesto toxico para el crecimiento de éstas bacterias
lacticas. Ademas, las 23 cepas que degradaron el 4cido galico fueron las mismas cepas que
crecieron en medio solido con 4cido tanico a excepcidn de la cepa de Ln. mesenteroides, que

degradé el acido galico pero no crecid en presencia de acido tanico.
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6. BIODEGRACION DE ACIDO GALICO Y SU EFECTO SOBRE EL CONSUMO DE
GLUCOSA Y PRODUCCION DE ACIDO LACTICO

En este capitulo se estudiara la degradacion de 4cido galico por 13 cepas de bacterias lacticas
basandose en la seleccionrealizada en el capitulo 5. Se estudiaron 11 cepas positivas (llamadas

asi por haber degradado el acido gilicoy crecer en medio s6lido con acido tanico).

La bibliografiareporta que el 4cido galico puede ser degradado hasta pirogalol por las bacterias
Streptococcus galollyticus y Pantoea agglomerans (O’Donovan y Brooker, 2001; Zeida et al,
1998) mientras que en el caso de la bacteria Citrobacter freuindii, €l acido géalico es
metabolizado hasta piruvato e incorporado al ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ajay-Kumar
et al, 1999). Las bactenias lacticas Lb. plantarum y Lb. pentosus, también fueron reportadas
por degradar 4cido galico en pirogalol (Osawa et al, 2000). Sin embargo, no fue reportada la
relacion de acido galicodegradado en pirogalol como producto de degradacion en el caso de las

bacterisa lacticas.

En este capitulo se estudiara si el acido galico es utilizado como fuente de carbono para la
produccion de acido lactico ya que su principal caracteristica de las bacterias lacticas es
producir éste compuesto que actiia como un conservador de productos alimenticios. Por lo
tanto, se evalug el efecto tanto del acido galico como de su producto de degradacion sobre el

consumo de glucosay produccion de 4cido lactico.

6.1 Condiciones experimentales

Para evaluar el efecto del 4cido galico sobre el consumo de glucosa y la produccién de écido,
lactico que son parametros importantes del metabolismo de las bacterias licticas y que pueden
ser afectados en presencia de compuestos fenolicos, se eligieron 13 cepas; 11 de las cuales

degradaron 4cido galico (Lb. plantarum 1, Lb. plantarum 2, Lb. hilgardii, Lb. pentosus,
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W. confusa 1, W. confusa 2, Lc. mesenteroides, Pc. pentosaceus NI1, NI2 'y NI3) y 2 cepas que

no degradaron (Lb. casei y W. confusa 3)y que fueron elegidas como control negativo (seccion

5.2).

Los 13 cultivos fueron propagados en el medio MRS adicionado con acido galico (9 gLl Dy
glucosa (4.5 gL™!) denominado precultivo (seccion 4.4.2.1). Posteriormente, el 10% de los
cultivos bacterianos de las 13 cepas fueron inoculados en 3 medios diferentes (Tabla 6.1),
teniendo como base los componentes del medio MRS y adicionando glucosa (4.5 gL.™") y 4cido
galico(9 gL') como fuentes de carbono. El medio MRS-glu fue considerado como control. Los
analisis de glucosa residual, acido lactico, acido gélicoy su producto de degradacién, asi como la

evolucion de pH fueron realizados al inicioy después de 72 h de incubacién a 30°C.

Tabla 6.1 Medios de cultivo utilizados para los estudios de biodegradacionde acido galico

Medio Glucosa Galico

g.L-l gyl
MRS-glu 45 -
MRS-glu-gal 4.5 9
MRS-gal - 9

6.2 Consumo de glucosa

Los bacterias lacticas necesitan de una fuente de carbono facilmente asimilable como son los
carbohidratos, para la obtencion de carbono y energia (Stryer, 1993). Durante el desarrollo de
este experimento se evaluaron 2 pardmetros: la capacidad de las 13 cepas para consumir
glucosa y producir acido lactico en presencia de 4cido galico (9 gL™'). Los resultados que se
obtuvieron en este experimento muestran que el icido galico a una concentracion de 9 gL™! no
inhibié el consumo de glucosa por las 13 cepas y ademas, produjeron 4cido lactico y

degradaron el 4cido galicoen los medios de cultivo. En la Tabla 6.2 se muestra el promedio del
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consumo de glucosa y produccion de acido lactico de las 13 cepas asimismo, se presenta el

porcentaje de degradacionde acido galicopor las 11 cepas positivas.

Tabla 6.2 Valores promedio del consumo de glucosa, produccion de acido lactico y degradacion
de 4cido galicoen los medios MRS-glu, MRS-glu-galy MRS-gal (4.5 gL de glucosay 9 gL

de 4cido galico)
Medio Consumo de Produccibnde Degradacion
glucosa dcido ldctico  de dcido gilico
(%) @Lh (%)
MRS-glu 100 7-8 -
MRS-glu-gal 100 7-8 100
MRS-gal - 1-2 100

Los valores del % de degradacion de acido galico es de las 11 cepas positivas

Las 13 cepas consumieron completamente la glucosa a las 72 h en el medio control (MRS-glu)
y también fue consumida en el medio con acido galico(9 gL ). El 4cido lactico producido en el
medio MRS-glu-gal fue similar al que se obtuvo en el medio control (MRS-glu). Ademas, las 11
bacterias degradaron el 4cido galicoen los medios con y sin glucosa (seccion 5.2) es decir, en ¢l
medio donde no habia glucosa (MRS-gal) las 11 cepas también degradaron el 4cido gélico y
produjeron poco acido lactico (1-2 gL™!) debido a que consumieron los otros compuestos como
1 a polipeptona, extracto de carne y extracto de levadura que estan presentes en el medio de

cultivo.

La glucosa es el sustrato mayormente empleado por los organismos vivos y las bacterias
lacticas la consumen para la produccion de 4cido lictico y biomasa, principalmente. Mondal y
Pati (2000) observaron que en un medio minimo con 4cido tanico, el consumo de glucosa por la
bacteria Bacillus licheniformis no fue inhibido por el polifenol y ademds, la presencia de Ia

glucosa favorecio la produccion de la enzima tanasa, responsable de hidrolizar el 4cido tanico.
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Lo que se observo con las 11 bacterias lacticas es que en los medios donde habia acido galico

(9 gL ") cony sin glucosa (4.5 gL"), el acido galico fue degradado.

6.3 Produccion de dcido lactico

La caracteristica principal de las bacterias lacticas es producir acido lactico a partir de la
fermentacion de carbohidratos. Este metabolito es empleado para la preservacion de productos
alimenticios debido a que desciende rapidamente el pH del medio, inhibiendo microorganismos
causantes de la descomposicion de estos productos (Bozogluy Ray, 1995). Por ésta razén, fue
importante evaluar el efecto del 4cido galico sobre la produccién de acido lactico por las
bacterias lacticas ensayadas. De ésta manera, fue viable conocer si el 4cido galico era utilizado
como fuente de carbono para la produccion de 4cido lactico o bien, si tenia un efecto negativo
sobre la produccion de dicho metabolito. En la Figura 6.1 se muestran los rendimientos molares
de la produccion de 4cido lactico a partir del consumo de glucosa en los medios MRS-glu y

MRS-glu-gal por las 13 cepas probadas.
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Figura 6.1 Rendimiento molar (lactico producido/glucosa consumida) en los medios MRS-glu

(m) y MRS-gal-glu (& ) a las 72 h de cultivo

Se expresan los resultados del rendimiento molar de 4cido lactico por consumo de glucosa
debido a que se puede considerar que el 4cido lactico que se produce por la fermentacion de

otros compuestos del medio de cultivo, es el mismo en ambos medios.

Las primeras 11 cepas (positivas) que se muestran en la Figura 6.1 corresponden al grupo de
bacterias que degradaron acido galico; las dos restantes, fueron seleccionadas como cepas
controles; es decir, como cepas que no degradaron acido galico (seccion 5.4). La produccion de
4cido lactico se observé en el medio MRS-glu (4.5 gL' de glucosa) sin acido gilicoy en e
medio con glucosa (4.5 gL™') y 4cido galico (9 gL™!), en donde el 4cido galico fue degradado
completamente (seccién 6.4). Los analisis se realizaron a las 72 h de cultivo por las cepas que
degradaron acido galico (W. confusa 1, W. confusa 2, Lb. plantarum 1, Lb. plantarum 2, Ln.

mesenteroides, Pc. pentosaceus, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, NI1, NI2 y NI3), asi como por
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aquellas cepas que no lo degradaron (Lb. casei y W. confusa 3). Se eligieron las 13 cepas de
bacterias l4cticas para estos estudios con el fin de tener representantes de cada géneroy especie

de las 23 cepas seleccionadas por degradar acido galico(seccion 5.2)

Las 13 cepas ensayadas consumieron la glucosa en los medios MRS-glu y MRS-glu-gal y
produjeron entre 1.56 y 1.8 moles 4cido lactico por mol de glucosa consumida, no habiendo
diferencia significativa (@ = 0.01) entre el acido lactico producido en los medios con acido
galicoy en los medios sin acido galico. Fitzsimons (1994) reporté que las bacterias lacticas
producen alrededor de 1.7 moles de lactato por mol de hexosa bajo condiciones anaerobias. Los
valores experimentales de acido lactico producidos por las 13 cepas de bacterias lacticas entdn
dentro de los valores reportados en la bibliografia. Esto siginifica que los rendimientos de acido

lactico no fueron afectados a la concentracion de 9 gL de acido galico.

Los estudios con las 13 cepas de bacterias lacticas mostraron que el acido galico a una
concentracion de 9 gL' no inhibid las actividades enzimaticas responsables de la degradacion
de la glucosa, necesaria para el crecimiento del microorganismo y produccién de acido lactico.
Ademas, la concentracion de acido lactico no aument6 en el medio donde habia glucosa y acido
galico(MRS-glu-gal). Este resultado indica que el 4cido galicono fue utilizado como fuente de
carbono para la produccion de dcido lactico debido a que los microorganismos degradaron el
100% de acido galico(seccion 5.4) y produjeron rendimientos similares de acido lactico en los

medios cony sin acido galico(MRS-glu-gal y MRS-glu).

Bravo et af (1993) observaron que los polifenoles inhibieron actividades metabolicas en la flora
intestinal de ratones y tuvieron un efecto negativo sobre la digestibilidad o absorcion de
constituyentes metabolicos, como es ¢l caso del almidény los lipidos. También se reporto que
las enzimas digestivas, tripsina y o-amilasa, fueron inhibidas en presencia de acido tanico v
galico (Chung er a/, 1998). Por otra parte, hay reportes de que los compuestos fenolicos no

tienen un efecto negativo sobre el metabolismo de otros microorganismos, resultados que
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concuerdan con los datos obtenidos en éste trabajo cuando las bacterias lacticas degradaron
9 gL' de 4acido galico. Por ejemplo, Chung et al (1998) observaron que el 4cido galico no
inhibié significativamente el crecimiento de CI. perfingens a concentraciones arriba de 1 gL',
O'Donovan y Brooker (2001) reportaron que las bacterias ruminales S. bovis y S. gallobticus
producen 4cido lactico en presencia de 5 y 20 gL' de 4cido tanico y las concentraciones
molares de lactato producidas, no fueron significantemente diferentes en presencia o ausencia
del polifenol. Con los resultados obtenidos de las 13 cepas se puede decir que la degradacion de
acido galicoy la produccion de 4cido lactico son dos rutas metabolicas de las bacterias lacticas

totalmente independientes.

Por otra parte, las bacterias lacticas ensayadas también produjeron 4cido lactico en el medio
donde solo habia acido galico como principal fuente de carbono (MRS-gal). En la Tabla 6.3 se
presentan los resultados de produccion de acido lactico en los medios MRS-glu, MRS-glu-gal y
MRS-gal.

Tabla 6.3 Produccion de acido lactico (mmol) por las 13 cepas de bacterias lacticas ensayadas

en el medio MRS-glu, MRS-glu-gal y MRS-gal (9 gL."! de 4cido galicoy 4.5 gL.”! de glucosa)

Cepa Acido ldctico Acido lctico Acido lctico
MRS-glu (mmol) MRS-glu-gal (mmol)  MRS-gal (mmol)
Lb. plantarum 1 82.18 83.10 7.25
Lb. plantarum 2 75.02 83.05 8.47
Lb. hilgardii 68.48 66.92 16.30
Lb. pentosus 90.28 85.60 8.72
W. confusa 2 86.32 84.48 16.38
W. confusa 1 82.18 83.10 7.16
Ln. mesenteroides 72.83 71.38 2.03
Pc.pentosaceus 71.19 74.43 10.79
NI1 7727 78.71 6.35
NI2 74.05 72.02 6.85
NI3 79.16 73.45 421
Lb. casei 84.74 83.83 14.64
W. confusa 3 75.57 85.37 8.67

NI = no identificada
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En el medio MRS-gal no hay glucosay aun asi las 13 cepas produjeron de 2.03 a 16.38 mmol
de 4cido lactico mientras en el medio con glucosa y acido galico (MRS-glu-gal), asi como en el
control (MRS-glu), producen entre 66.92 a 90.28 mmol de 4cido lactico (Tabla 6.3). El medio
de cultivo empleado para todos los bioensayos realizados fue el medio MRS que es un medio
muy complejo en el que sus componentes pueden ser utilizados como fuentes de carbono
(seccion 4.2) tal es el caso del extracto de carne, extracto de levadura, polipeptona y citrato de
amonio. Como se observa (Tabla 6.3), las bacterias produjeron acido lactico en un porcentaje
muy bajo en el medio MRS-gal (2.30 a 18.68%) , comparado con el medio donde habia glucosa
y acido galico (MRS-glu-gal). El 4cido lactico probablemente se produjo debido a la
fermentacion de los componentes del medio, siendo el citrato de amonio el compuesto que se

pudo cuantificar en forma de 4cido citrico consumido.

Posiblemente, las cepas que degradaron el 4cido galico en el medio sin glucosa consumieron el
citrato de amonio y otros componentes del medio para la produccion de biomasa y 4cido
lactico ya que no habia una fuente de carbono facilmente fermentable. El citrato fue consumido
en los tres medios sin embargo, se observo que Weissella confusa 1, Lactobacillus plantarum 1,
Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus pentosus y NI2 consumieron aproximadamente el
16% de 4cido citrico en el medio MRS-glu mientras que en el medio MRS-glu-gal y MRS-gal,
consumieron entre €l 35 y 45%. Solo las cepas Weissella confusa 3, Lactobacillus hilgardii,
Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, NI1 y NI3 consumieron el mismo
porcentaje de citrato en los tres medios (35-45%). Otra caracteristica que se observé fue que
las cepas Lactobacillus casei y Weissella confusa 3 que no degradaron 4cido galico(seccion 5.2)
tampoco consumieron citrato en los medios donde habia dcido galico. El &cido lactico que se

produjo en éste medio fue a partir de la fermentacion de los otros compuestos en el medio.

Es importante mencionar que en los cultivos con glucosa (4.5 gL™!) y 4cido galico (9 gL™') las

bacterias tuvieron un rendimiento de hasta 1.8 moles de acido lactico por mol de hexosa
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mientras que en el medio sin glucosa, produjeron entre 0.08 y 0.37. Sin embargo, las 11cepas

positivas degradaron el acido galico completamente.

6.4 Estudio de la biodegradacion de dcido gdlico

Anteriormente se mostré que el acido galico no fue degradado hasta acido lactico por las
bacterias lacticas por lo tanto; fue importante determinar cual era la ruta de degradacion que
seguia el 4cido galico. La técnica empleada para el analisis de la degradacion de 4cido galico fue
por HPLC, empleando una columna para la cuantificacion de acidos grasos volatiles (Aminex
HPX 87H, Bio-Rad®) y un detector de indice de refraccion (seccion 4.6.4). Se utilizaron
estandares para la identificacion de los compuestos. Los estindares empleados, asi como los

tiempos de retencion, se presentan en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 Tiempos de retencion de los estandares empleados en el estudio de la biodegradacion
de acido galico

Estindar Tiempo de
retencion (min)
Acido citrico 8.7
Glucosa 9.7
Acido acético 13.6
Acido lactico 16.5
Pirogalol 243
Acido galico 26.7

Al inicio de la fermentacion de los cultivos bacterianos, los compuestos identificados fueron:
glucosa, acido citrico, pirogalol y 4cido galico. Al finalizar las 72 h de incubacidn, la glucosa fue
consumida completamente con la correspondiente produccion de édcido lactico. Solo algunas
cepas consumieron un porcentaje minimo de 4cido citrico mientras que el acetato de sodio,
expresado como acido acético, no fue consumido. El dcido galico desaparecio y se observo la

aparicion de un producto que correspondio con el tiempo de retencion del pirogalol (Tabla 6.4).
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La Figura 6.2 presenta los cromatogramas del perfil de fermentacion de la cepa de
Lb. plantarum 1 al inicioy al final de la fermentacién. Los cromatogramas que se muestran son

representativos del resto de las bacterias que degradaron acido galico.

- 105 glucosa u - S :
16,5 dcido lctico

C meess 2435 pirogalol

a) b)
Figura 6.2 (a) Tiempo inicial de fermentacion por Lb. plantarum 1 en presencia de acido galico.

(b) Desaparicion de acido galicodespués de 72 h de fermentacion

La muestra fue analizada nuevamente por HPLC cambiando el detector de indice de refraccion
por un detector de uv. El analisis se hizo debido a que en éste tipo de detectores pueden
identificar compuestos aromdticos que es el caso del acido galico y moléculas afines. Lo
importante era conocer si el compuesto que se identificé al final de la fermentacién y que
correspondié con el tiempo de retencién del pirogalol, contenia en su estructura un anillo

aromatico. En la Figura 6.3 se presenta el cromatograma de la muestra a las 72 h y analizada
por uv.
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L

Figura 6.3 Cromatograma por uv del pirogalol producido por Lb. plantarum 1 durante la
degradacionde acido galicoa las 72 h de cultivo

Después de las 72 h de fermentacion, se detecté por uv la presencia de una molécula con un
anillo aromatico y que correspondié al pirogalol que se produce durante la degradacion del
acido gélico. Por otra parte, por cada9 gL’ de 4cido galico que degradan las bacterias lacticas,
producen alrededor de 6.2 gL' de pirogalol. Estos valores corresponden a una relacion
equimolar de 4cido galico degradado y pirogalol formado. En la Figura 6.4 se presentan los
resultados del pirogalol producido a las 72 h de fermentacién de las 11 cepas de bacterias
lacticas que degradaron 4cido galicoen los medios con y sin glucosa (MRS-glu-galy MRS-gal).
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medio minimo, hidrolizando acido tanico hasta glucosay acido galico. Durante estos estudios
también se reporté que la bacteria degrado el acido galico (tri-hidroxibenzoico) debido a la
descarboxilacion del acido carboxilico por medio de la actividad enzimdtica denominada acido
galico descarboxilasa (AGD), produciendo pirogalol (tri-hidroxibenceno). Posteriormente, el
anillo fenolico (pirogalol) fue hidrolizado por medio de la enzima pirogalol 1,2-dioxigenasa,
obteniendo un intermediario metabdlico (acido 2-hidroximucdnico) que por medio de una via

desconocida, fue metabolizado hasta piruvato e incorporado al ciclo de los écidos

tricarboxilicos (Figura 6.5)
CH,CH
CH,0-Ga .
OH —— Glicdlisis ——— Ciclode
Krebs
0-Ga Tanasa
—_—
-Ga -Ga Gluc
-Ga + Glucosa
Acido tanico 0w O
Acido gélico
_
o Descarboxilasa ~ H
H H
Acido galico Pyrogalol
a2
Pirogalol
1,2 dioxigenasa
™, N
Ciclode —-— &D — |
Krebs A OH (40 0)
0 0
Piruvato Acido 2-hidroximucénico
Ga = 4cido gélico

Figura 6.5 Ruta de degradacion de 4cido tanico por la bacteria Citrobacter freundii

(Ajay-Kumar et al, 1999)
227614
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Es importante mencionar que hay microorganismos anaerobios que degradan compuestos
fenolicos. Grbic-Galic et al/ (1990) proponen la ruta de degradacion para la degradacién del
estireno por un consorcio microbiano (Figura 6.6). La ruta de degradacion es iniciada por
reacciones de oxido-reduccién en donde el estireno es convertido hasta acido benzoico.
Posteriormente, €ste Giltimo es descarboxilado (formando benceno) y en la misma reaccion
puede ser oxidado por medio del oxigeno que forma parte del agua, obteniendo una molécula de
fenol. La molécula de fenol es reducida hasta ciclohexanol que finalmente es degradado hasta los

acidos butirico y acético

HCOOH

0
%
Qoo = O 2 O
] 0 H20
Estireno Acido Fenol
benzoico
l/slHl
Q___ ———
Gy T Ga(0), 00 4% Q
, H20 (H
Acido acético Acido butirico Ciclohexanol

Figura 6.6 Ruta propuesta para la degradacion de estireno (Grbic-Galic, 1990). *A partir de

una serie de reacciones de 6xido reduccion, el estireno es degradado hasta acido benzéico.

La ruta de degradacion anaecrobia del estireno descrita anteriormente fue explicado como

reacciones de 6xido-reduccién en donde ocurre la descarboxilacién de compuestos fenolicos.
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Whitaker (1972) definid a las enzimas oxidoreductasas como aquellas enzimas que catalizan la
oxidacion o reduccién de substratos. La oxidacion o reduccion de un substrato puede ocurrir en

diferentes caminos, en base al aceptor de electrones y del producto formado (Tabla 6.5)

Tabla 6.5 Clasificacion de las enzimas oxido-reductasas (Whitaker, 1972)
1. AH,+B —p» A+BH,

AH,+ O, —» A +H)0,

2AH,+0, —» 2A+2H,0

A+H,0+B —p AO +BH,

A+ H,0, —» AO+H,0

A+O, —» O,

A+0,+BH;, —» AO+B+H,0

N o ke WN

En condiciones anaerobias las reacciones del tipo 2, 3, 6 y 7 (Tabla 6.5) no se pueden llevar a
cabo debido a que son microorganismos anaerobios facultativos (Axelsson, 1993) y en dichas
reacciones, se necesitaria la presencia de oxigeno molecular para romper el anillo aromatico, ast
como lo describe Ajay-Kumar et a/ (1999) en la ruta de degradaciondel acido galico por la cepa
de Citrobacter freundii (Figura 6.5). Se piensa que estos microorganismos podrian degradar el
anillo que forma parte del pirogalol por medio de la reaccion 4 6 5 (Tabla 6.5) es decir,
oxigenando el anillo de pirogalol de manera similar a la reaccion que ocurre con la degradacién
del estireno que se presenta en la Figura 6.6 (Grbic-Galic et al, 1990). Sin embargo, en este
estudio se observo que las bacterias lacticas ensayadas solamente degradaron el acido galico en
pirogalol probablemente porque no ticnen un sistema enzimatico que permita incbrporar el
oxigenode la moléculade aguay de ésta manera, romper el anillo aromatico que forma parte del

pirogalol.
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Tomando en cuenta los reportes anteriores (Ajay-Kumar et al, 1999 y Grbic-Galic et al, 1990),
en ambos casos hay una descarboxilacion del anillo aromatico. Por lo tanto, en el caso de las
bacterias lacticas estudiadas podria suceder una reaccion similar de descarboxilacién. Los
resultados con las cepas lacticas que fueron probadas en este trabajo prueban que pueden
incluir la actividad 4cido galicodescarboxilasa dentro de su sistema enzimatico y ser inducida en

presencia de acido galico.

Los resultados de la degradacion de acido gélico en pirogalol por cepas de bacterias lacticas
confirman el reporte de Osawa et al (2000), quienes aislaron 23 cepas de bacterias lacticas a
partir de alimentos fermentados y heces de humanos pertenecientes a los géneros Lb.
plantarum, Lb. paraplantarum y Lb. pentosus que mostraron la acﬁvidz}d acido galico
descarboxilasa después de 3 dias de incubacion con 3 gL' de 4cido galico en el medio. No
obstante, en estos reportes solamente fue identificado el producto de degradacion pero no fue

cuantificada la cantidad de pirogalol y acido lactico producidos por las cepas reportadas.

Durante la realizacion de este trabajo se encontr6 que las cepas de bacterias lacticas estudiadas
descarboxilaronn completamente 9 gL.™! de 4cido galico produciendo un mol de pirogalol por
cada mol de 4cido gilico consumido incluso, producen los mismos rendimientos en el medio sin
glucosa (MR S-gal). Ademas, la concentracion de acido galico ensayada (9 gL™') no mostré un
efecto sobre el consumo de glucosa ni sobre la produccidn de acido lactico. Sin embargo, la

adicion de acido galicoen el medio modificé el pH de la fermentacion.

El descenso del pH es un indicativo de la produccién de acido lactico en los cultivos de
bacterias lacticas. En el medio MRS-glu, la glucosa fue consumida totalmente produciendo
acido lactico, disminuyendo el pH de un valor inicial de 6.57 hasta un valor promedio de 4.70 a
las 72 h en todos los cultivos de las cepas estudiadas. La literatura reporta que las bacterias
lacticas son consideradas como microorganismos acido tolerantes que pueden crecer en un

rango amplio de pH (Axelsson, 1993). En los resultados se obtuvo que el medio MRS-glu-gal
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donde hay glucosa (4.5 gL ™) y 4cido galico(9 gL™"), el pH inicial es 4.87 y se mantiene en un
valor promedio de 4.64 al término de la fermentacion. Con esto se indica que el descenso de pH
en los cultivos no afecta el metabolismo de las bacterias debido a que se consumi6 totalmente la
glucosay se produjo dcido lactico en las 72 h de cultivo. Sin embargo, en el medio MRS-gal con
acido gilicocomo principal fuente de carbono, se observé que en los cultivos donde las cepas

lo degradaron, el pH aumento de 4.87 hasta 5.58 (como valor promedio para todas las cepas)

(Figura 6.7).

cepas

Figura 6.7 Valores de pH en el inicio y final de 72 h de fermentacion de las 13 cepas de
bacterias lacticas en los medios MRS-gal (] ), MRS-glu (& ) y MRS-glu-gal ((J )

La variacionde pH en los medios de cultivo se puede explicaren funcién de la descarboxilacion
de acido galicoen pirogalol (seccion 6.4) que se lleva a cabo en el medio de cultivo, ademas de la
produccién de 4cido lactico. En el medio MRS-glu descendi6 el pH por la produccion de acido
lactico mientras que en el medio MRS-glu-gal, se produce CO, debido a la posible
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descarboxilacion de acido galico, de tal menera que el pH baja a los mismos niveles (semejante)
en todos los cultivos (Figura 6.7). El diéxido de carbono al estar disuelto en liquido forma acido
carbonico, el cual puede disociarse para formar bicarbonato y/o iones de carbonato
(Aiba, 1990). Si se considera la relacion molar de 0.97 y 0.02 para el HCO; y H,CO;
respectivamente (pH = 4.67 y pKa = 6.37), se observa que el carbonato es mayor que el acido
carbonico por lo que, probablemente, se esté formando ¢l HCO; que a su vez, puede
interactuar con el acido lactico y formar el ion lactato originando un poder amortiguador en el
medio y asi mantener el pH. Por otro lado, en el medio MRS-gal se incrementa el pH por la

fomacion de CO, debida a la descarboxilacion del 4cido galico y la presencia de poco 4cido

lactico.
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6.5 Conclusion

Las 11 cepas de bacterias lacticas que degradaron 4cido gélico asi como las 2 cepas que no lo
degradaron, produjeron rendimientos de acido lactico similares tanto en el medio MRS-glu
como en el medio MRS-glu-gal. Esto indica que el metabolismo de la produccién de acido

lactico no fue afectado por la presencia de acido galico(9 gL ™).

Se observé una produccion de acido lactico como resultado de la fermentacion de la glucosa y al
mismo tiempo una descarboxilacién del 4cido galico, dando como resultado una molécula de
pirogalol con un rendimiento equimolar de pirogalol formado por acido galico degradado.
Incluso, la degradacion de acido gilico se observé en ambos medios, MRS-glu-gal y MR S-gal.
Esto significa que las bacterias no necesitan glucosa como fuente de carbono para poder
degradar el acido gilico en pirogalol. Por lo tanto, la produccion de 4cido lactico y Ia
degradacion de acido galico son dos rutas totalmente independientes en el metabolismo de las

bacterias lacticas.
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7. ESTUDIO CINETICO DE LA BIODEGRADACION DE ACIDO GALICO: EFECTO
DEL PRECULTIVO SOBRE LA DEGRADACION DE 9 y 26 gL' DE ACIDO GALICO
POR Lactobacillus plantarum (1L08) y Pediococcus pentosaceus (1.20)

En el capitulo anterior se cuantificé la degradacion de dcido gélico por 13 cepas de bacterias
lacticas. Los analisis fueron hechos en el medio MRS-glu-gal con glucosa (4.5 gL'!) y 4cido
galico (9 gL!), asi como en el medio donde solo habia acido galico en ausencia de glucosa
(MRS-gal). Debido a que la concentracion de acido gélico se determin6 a las 72 h y después de
haber adaptado los cultivos al precuitivo (seccion 4.5.2.1), los resultados sugirieron que
posiblemente la transformacion del acido galico en pirogalol solo se debid al hecho de que los
cultivos bacterianos fueron sometidos al precultivo. Por ésta razon, fue importante probar el
efecto del precultivo sobre la degradacion de 4cido galico a 9 gL™\. Para esto, se eligieron
2 cepas de las que degradaron acido galico, Lactobacillus plantarum (LO8) y Pediococcus
pentosaceus (L20). Ademas estas cepas han sido utilizadas en los ensilajes de la pulpa de café a
nivel laboratorio (Gaime-Perraud ez a/, 2001; Carralot et a/, 2000). También fue ensayada la
concentracion de 26 gL' de 4cido galico con la finalidad de probar si las bacterias licticas

estudiadas podian degradar una concentracién mas elevada de acido galico.

Osawa et al (2000) reportaron haber aislado cepas de bacterias lacticas (Lb. plantarum,
Lb. paraplantarumy Lb. pentosus) que degradaron acido gélico(3 gL.™!) en pirogalol a las 72 h
de cultivo. Sin embargo, no reportaron la relacion cuantitativa de acido galico degrado en
pirogalol. Tampoco ha sido reportado un estudio cinético de la degradacion de acido galico por
bacterias lacticas. En este capitulo se presenta un estudio de la degradacion de 4cido galico en
pirogalol por Lb. plantarum (1.08) y Pc. pentosaceus (L20) a dos concentraciones de acido
galico(9y 26 gL ™) cony sin precultivo, asi como el efecto que tienen éstos pardmetros sobre

el crecimiento celular, consumo de glucosa, produccion de acido lactico y pirogalol. Por ultimo,
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se plantea una propuesta para explicar el mecanismo de la degradacién de acido galico en

pirogalol por las bacterias lacticas estudiadas.

7.1 Desarrollo experimental

En esta parte experimental se realizaron ensayos a9 gL'y 226 gL' de 4cido galico, que fue la
méxima concentracion de acido galico que pudo disolverse en el medio de cultivo. Estos
ensayos se realizaron para conocer si el precuitivo tenia un efecto sobre la degradacion de dcido
acido galic por Lb. plantarum (LO8)y Pc. pentosaceus (L.20) en presenciade 9 y 26 gL, Para
estos estudios se utilizaron 3 medios de cultivo. En la Tabla 7.1 se presentan los 3 medios con
la concentracion de glucosa y acido galico empleada (en la seccién 4.3 se muestra la

composicion completa de los medios).

Tabla 7.1 Medios de cultivos empleados para la evaluacion cinética de la degradacion de acido

galico

Medio Glucosa  Acido galico
gL’ gL’
MRS-glu-gal 4.5 9
MRS-glu-gal 26 4.5 26
MRS-gal - 9

Es importante mencionar que en los experimentos anteriores la medicion de 4cido galico se
habia hecho a las 72 h. Por ésta razon, fue importante hacer un estudio cinético para conocer €l
tiempo en el cual se estaba biodegradando el 4cido galico en pirogalol. Se planearon cinéticas
analizdndose muestras a diferentes tiempos (0, 8, 12, 24, 36, 48y 72 h) y se observo que a
partir de las 12 h, el 4cido gélico desaparecia completamente. Nuevamente se elaboraron
cinéticas analizando muestras de 0 a 16 h con intervalos de 2 h entre muestras, y un ultimo
muestreo a las 24 h para la concentraciénde 9 gL™! mientras que para el medio con 26 gL' de

acido gélico, se analizaron muestras hasta las 72 h.
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7.2 Bvaluacién cinética del crecimiento celular y la produccion de pirogalol por
Lb. plantarum (1L08) y Pc. pentosaceus (1.20)

Se observé la degradacionde 4cido gélicoa 9y 26 gL por las cepas de Lb. plantarum (LO8) y
Pc. pentosaceus (L20) que fueron cultivadas en el medio MRS-glu-gal y MRS-glu-gal 26. En un
caso, los cultivos bacterianos provenian del precultivo con acido galico (72 h) mientras que en
el otro, del medio MRS Lactobacilli (48 h). En la Figura 7.1 se muestra que la produccion de
pirogalol esta asociada con la degradacion de acido gilico en una relacion lineal con un
coeficiente de correlacionde 0.9972 (el mismo comportamiento se muestra para las 2 cepas con

y sin precultivo).

50 y=-1,041x + 49,512
R = 0,9972

2 40 1
[
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Figura 7.1 Relacion lineal entre la degradacion de acido galicoy formacion de pirogalol para la
cepa de Lb. plantarum (1.08) a9 gL' sin precultivo

Los cultivos con bacterias lacticas en presencia de acido galico mostraron que la degradacion de
acido galico y la produccién de pirogalol ocurren juntas y en una relacién equimolar. Este
comportamiento fue observado por las dos cepas crecidas en el medio con glucosa (4.5 gL™!) y
acido galico (9 gL™") con y sin precultivo, asicomo en el medio donde solo habia acido galico
(9 gL™") sin glucosa. En las cinéticas de 26 gL' el comportamiento fue el mismo aunque las

bacterias que no fueron adaptadas al precultivo, degradaron menor cantidad de acido galico.
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O'Donovan y Brooker (2001) también reportaron que la bacteriana ruminal S. gallolyticus
realizé una conversién estequiométrica de 50 mmol'ml! de 4cido gilico en 47 mmol'ml™’ de

pirogalol.

En la Figura 7.2 se presentan las cinéticas de la cepa Lb. plantarum (L08) donde se evalué el
efecto del precuitivo sobre el crecimiento celulary la produccion de pirogalol. Para mostrar los
resultados de una manera mas clara solo se presentan las cinéticas de Lb. plantarum (L08). Sin

embargo, 1a cepa Pc. pentosaceus (L20) presenté el mismo comportamiento.
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Se observa que en el medio con 9 gL' de é4cido gilico y sin precultivo, la fase lag del
crecimiento celular tiene un periodo de 2 h y cuando las cepas bacterianas fueron adaptadas al
precultivo aumenta a 4 h. También se observa que las bacterias sin precultivo crecen mas rapido
a diferencia de cuando fueron adaptadas al precultivo. Sin embargo, la cantidad de biomasa con

y sin precultivo a9 gL' de 4cido gélico es practicamente la misma al final de la fermentacion

(24 h).

Por otra parte, se observa que al aumentar la concentracién de 4cido gilicoa 26 gL' y sin el
precultivo, la fase lag del crecimiento microbiano se prolonga hasta las 48 h y se presenta una
reduccion del 52% en la produccion de biomasa comparado con la produccion que se obtiene
con 9 gL de 4cido galico (en ésta cinética no se pudieron ajustar los datos a la ecuacién
logistica debido a que los andlisis se hicieron hasta las 72 h y el crecimiento microbiano
comienza a las 48 h). De lo contrario, adaptando los cultivos bacterianos al precultivo y
aumentando la concentracion de dcido gélico a 26 gL' la fase lag del crecimiento celular se
reducea 16 hy se produce solo el 47% de la biomasa de la que se forma cuando las bacterias
crecen en presencia de 9 gL.™! de 4cido galico. Estos resultados muestran que el 4cido galicoa
26 gL', retras6 el crecimiento celular de las bacterias lacticas Lb. plantarum (LO8) y

Pc. pentosaceus (L20) y disminuy¢ la produccion de biomasa.

Graficamente se observa que la produccion de pirogalol estd asociada al crecimiento celular
(Figura 7.2). Para probar ésta hipétesis fue estimada la produccion de biomasa expresada como

X (DO) enbase a la ecuacion logistica:
:"i-u[l-_"_Jx (1)

Donde u, es la maxima velocidad de crecimiento especifico, Xy,.x €s el valor de X en el

equilibrioy dX/dt = 0. La solucién de la ecuacion de la logistica es la siguiente:
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- y X max 3 2
X ot )e-#‘} (2)

1+
Xo

En donde X, representa el valorde X cuandot = 0.

Para conocer si la produccion de pirogalol (gL ™) estaba asociada al crecimiento, fue utilizado el
modelo de Luedekingy Piret (1959)

:‘ﬁ.addi+ﬁx 3)

1 dE 1 dX
Ta “xat? @
En donde g, y p son definidas como:
1 dp 1 dX
o Xd rxa ®)

Si se substituye la ecuacion (4) en (5), tenemos
q p =K +B (6)
La solucién de la ecuacion (4) se expresa de la siguiente forma,

P=Py+alX - X,)+ B ma |, (Fmax - Xo ) 0
u

(X'Xoy _I

El valor de P, es el valor de P, cuando X=X,

Substituyendo el valor de X de la ecuacion (2) en la (7) se puede obtener P (pirogalol
producido) estimando los pardmetros y minimizando la suma de cuadrados del error con la
ayuda de Solver del programa Microsoft Excel. El parametro o, fue estimado de la correlacion
lineal entre la produccién de pirogalol y la concentracion de biomasa en la fase de crecimiento

exponencial.
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A pesar que todos los casos presentaron crecimientoy produccion de pirogalol, 1a velocidad de
crecimiento del microorganismo y la velocidad de produccion de pirogalol fue diferente para
cada caso. En la Tabla 7.2 se presentan los valores de los parametros calculados para

Lb. plantarum (1L08) y Pc. pentosaceus (L20) crecidas en el medio MRS-glu-gal (CPr) y MRS-
glu-gal (SPr).

Tabla 7.2 Parametros cinéticos calculados para Lb. plantarum (LO8) y Pc. pentosaceus (L20)
en el medio MRS-glu-gal y MRS-glu-gal 26

I'd

Cepa Precultivo  Biomasa Aec. " o 8 ap
DO=660 nm gilico h' gPirDO' gPir g Pir:
(%) DO*h! pO'h’
Lb. plantarum® CPr 43 100  0.300 2.10 0.08 0.63
Lb. plantarum’ CPr 3.0 100  0.082 11.67 0.01 0.95
Lb. plantarum® SPr 42 100 0.395 1.35 0.02 0.53
Lb. plantarum’® SPr 3.0 60 - - - -
Pc. pentosaceus” CPr 42 100 0.268 2.15 0.07 0.57
Pc. pentosaceus” CPr 26 100 0.083 13.57 0.05 1.12
Pc. pentosaceus” SPr 43 100 0.370 1.84 0.03 0.68
Pc. pentosaceus’ SPr 2.5 48 - - -

*9 gl y " 26gL" deacido galico. CPr = con precultivo, SPr = sin precultivo. El coeficiente o fue calculado a
partir de la correlacion lineal entre la produccion de pirogalol y la concentracion de biomasa, obteniendo

coeficientes de correlacion mayores a 0.95

Las bacterias cultivadas en el medio con 9 gL.”! de 4cido galico presentaron una cantidad mayor
de biomasa (DO = 4.2 y 4.3) y una maxima velocidad de crecimiento en los medios sin
precultivo, siendo Lb. plantarum (L08) el microorganismo que mostré el maximo valor
(0.395 h™") y la velocidad de crecimiento celular de las 2 cepas fue menor en medio con 26 gL ™.
Sin embargo, no hubo diferencia significativa (o = 0.01) entre la velocidad de crecimiento de las
2 cepas estudiadas (Lb. plantarum 'y Pc. pentosaceus) a la concentracion de 9 gL' de 4cido
galicocon y sin precultivo. Tampoco hubo diferencia significativa (a=0.01) entre la velocidad

de produccion de pirogalol en el medio con precultivo y en el medio sin precultivo cuando las
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cepas de Lb. plantarum (L08) y Pc. pentosaceus (L20) degradaron 9 gL™' de acido galico.
O’Donovan y Brooker reportaron que la adiciéon de 4cido tanico o de extracto de taninos
condensados de acaciaa concentraciones de 10 gL no presenté un efecto sobre la velocidad de
crecimiento exponencial de la bacteria ruminal S. gallohticus mientras que arriba de ésta

concentracion, las velocidades de crecimiento fueron significativamente reducidas.

Al realizar un analisis de varianza (ANOVA) con la ayuda del programa SPSS®, se obtiene que
el término B de la ecuacion (3) no es estadisticamente significativo a la concentracion de
9y 26 gL' de acido galicopara las dos cepas. Por lo tanto, se confirma la hipétesis de que la

formacion de pirogalol debida a la descarboxilacion de acido galico por las bacterias lacticas

Lb. plantarum (LO8) y Pc. pentosaceus (L20) esta asociada al crecimiento celular.

7.2.1 Efecto del precultivo sobre el consumo de glucosa y la produccién de dcido lactico

En la Figura 7.3 se presentan las cinéticas que muestran el efecto del precultivo sobre el
consumo de glucosay la produccion de acido lactico en presencia de 9 y 26 gL' de 4cido
galico. Para presentar los resultados con claridad solo se muestran las cinéticas de
Lb. plantarum (L08). Sin embargo, la cepa de Pc. pentosaceus (L20) presentd el mismo

comportamiento.

90




Resultados y Discusion

9 gL."! de 4cido glico con precultivo 26 gL' de acido galicocon precultivo
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Figura 7.3 Efecto del precultivo sobre el consumo de glucosa (M) y produccion de acido lactico

(03 ) por Lb. plantarum (L08) en presencia de 9 y 26 gL' de 4cido galico
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Se observa que para los 4 casos el consumo de glucosay produccion de 4cido lactico estan
asociados al crecimiento celular como lo reporta Parés y Juarez (1997). En los cultivos con
9 gL de acido galico y precultivo, la glucosa se consume totalmente a las 16 h de cultivo
mientras que sin precultivo, se consume completamente a las 12 h. Por otro lado, se observé
que al aumentar la concentracién de acido galicoa 26 gL' con precultivo, la glucosa comienza a
tener un consumo importante a partir de las 16 h (tiempo que corresponde con la fase /ag del
crecimiento celular). Sin precultivoy a 26 gL.™" de 4cido galico, la glucosa es consumida después

delas48 h.

En todos los casos (a 9 y 26 gL de 4cido galico) la produccion de acido lactico es
proporcional al consumo de glucosa observandose que el precultivo no mostré un efecto sobre
el consumo de glucosay produccion de 4cido lactico a 9 gL™! de 4cido galico debido ya que se
observé que se produce la misma cantidad de acido lactico cony sin precultivo. Sin embargo, la
concentracién de 26 gL' de 4cido galico presentd un efecto negativo sobre el consumo de
glucosa (72 h) en las 2 cepas estudiadas y de la misma manera que en el consumo de glucosa, el
4cido lactico producido fue menor. Esta produccién de acido lactico (48-63%) fue atin menor
(27-41%) cuando los cultivos microbianos no fueron adaptados al precultivo, siendo

Pc. pentosaceus (1.20) la bacteria con menor produccion de acido lactico (Tabla 7.3).

Tabla 7.3 Efecto del precultivo sobre la produccién de 4cido lactico por Lb. plantarum (LO08) y
Pc. pentosaceus (L20) a9 y 26 gL."! de dcido galico

Cepa Precultivo Produccion de Produccion de
acido lictico (L) a  4cido lactico (gL ") a
9gL" de dcido gilico 26 g'L" de 4cido gélico

Lb. plantarum CPr 6.66 423
Lb. plantarum SPr 6.83 2.77
Pc. pentosaceus CPr 6.73 3.26
Pc. pentosaceus SPr 6.87 1.83

Glucosa = 4.5 g'L”; CPr = con precultivo, SPr = sin precultivo
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Durante el estudio con las bacterias Lb. plantarum (L08) y Pc. pentosaceus (L20) se probé que
cuando degradan 9 gL' de 4cido géilico no tiene efecto sobre el crecimiento de los
microorganismos ni sobre el consumo de glucosay produccion de acido lactico. Sin embargo, al
aumentar la concentracién a 26 gL, el metabolismo bacteriano cambia. O’Donovan y Brooker
(2001) reportaron que la bacteria S. gallohticus modifico su metabolismo y que su crecimiento

fue inhibido a concentraciones mayores a 40 g'L."'de 4cido gilico.

7.2.2 Resumen de los resultados observados de la degradacién de 4dcido gdlico a
9y26gL”

En la Tabla 7.4 se presentan los parametros evaluados y los valores obtenidos al estudiar el
efecto del precultivo sobre el metabolismo de las cepas de Lb. plantarum (L0O8) y
Pc. pentosaceus (1.20) cuando degradan9y 26 gL' de acido gilico.
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Tabla 7.4 Parametros evaluados durante las cinéticas de Lb. plantarum (L08) y Pc. pentosaceus

(L20) y los valores obtenidos cuando las cepas degradaron 9 y 26 gL' de 4cido galicocon y

sin precultivo
Concentraciéon de dcido gélico
9g L’ 9gL”’ 26gL” 26g'L”
con precultivo  sin precultivo  con precultivo sin precultivo
Fase lag del 2 4 16 48
crecimiento celular
(h)
Crecimiento celular 3.7-3.8 3.8-4.2 2.4-2.8 3.0-3.1
(DO=660 nm)
Crecimiento celular 100 100 66 78
(%)
Tiempo que dura el 6-8 2-4 12 48
periodo inicial del
consumo de glucosa
(h)
Consumo de glucosa 100 100 100 60-70
(%)
Tiempo que dura el 6 2-4 12 48
periédo inicial de la
produccién de dc.
lactico (h)
Produccion de ac. 100 100 48-63 27-41
ldctico (%)
Biodegradacion de 100 100 100 48-60
dc. galico (%)
Tiempo que dura el 2 4 16 48
periédo inicial de
degradacion de sc.
gélico (h)

7.2.3 Degradacién de acido gdlico por células latentes

Como se describié anteriormente, el precultivo no present6 un efecto positivo sobre la
degradacion de 4cido galicoa 9 gL.”!. Ademas, la degradacién del fenol comenzé antes de ser
consumida la glucosa por las bacterias lacticas estudiadas. Por ésta razén, fue importante
observar si la glucosa tenia un efecto positivo sobre la degradaciénde 4cido galicoa 9 gL para
ello, se realizo una cinética de degradaciéon de acido gilico por Lb. plantarum (LO8) y

Pc. pentosaceus (L20) en medio sin glucosa (MRS-gal) y sin precultivo, observandose que la
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produccién de pirogalol ocurre en el mismo tiempo que cuando hay glucosa ademas de 4cido

galicoen el medio (MRS-glu-gal).

Esto indica que la glucosa (4.5 g1.') al igual que la adaptacion al precultivo no tienen un efecto
positivo sobre la degradacion de 4cido gilico a una concentracién de 9 gL' Para probar ésta
hipotesis se realizo un experimento en donde los cultivos bacterianos después de ser crecidos
en el medio MRS Lactobacilli ® fueron inoculados en solucion fisiologica (0.9% de NaCL)
adicionado con 9 gL' de 4cido galico como tnica fuente de carbono. Este experimento se
realizo con la finalidad de observar si las bacterias lacticas podian degradar acido gélico an en
la ausencia de glucosa y de cualquier otro tipo de fuente de carbono, en éste caso, los demas
nutrientes del medio MRS (polipeptona, extracto de carne, extracto de levadura, citrato de
amonio y acetato de sodio). Se elabor6 una cinética tomando muestras a los mismos tiempos
que las cinéticas anteriores (0 a 16 y 24 h) y se observo que los microorganismos no crecieron

ni degradaron el 4cido galico.

Por ésta razon, se pensd que las bacterias lacticas estudiadas necesitaban de una fuente de
carbono que pudieran utilizar para su crecimiento y después poder degradar el acido galico.
Mondal y Pati (1999) reportaron que al adicionar 10 gL' de glucosa a un medio minimo con
acido tanico, la glucosa favorecio la actividad de la enzima responsable en degradar el acido
tanico (tanasa) presente en la bacteria Bacillus licheniformis. Por otra parte, las bacterias
lacticas estudiadas (Lb. plantarum y Pc. pentosaceus) aunque no necesitaron la glucosa para
degradar acido galico, posiblemente si necesiten de otra fuente de carbono para crecer y poder
degradar dicho compuesto bajo un fenémeno cometabdlico. Janke y Fritsche (1985) definieron
cometabolismo como “la transformacion de un substrato que no es utilizado para el crecimiento
en la presencia obligada de un sustrato necesario para el crecimiento u otro compuesto
transformable”. En este caso, la degradacionde acido galico por bacterias lacticas posiblemente

es un proceso cometabdlico debido a que las bacterias ensayadas degradaron acido galico solo
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en la presencia de los nutrientes del medio que pudieran utilizar como fuente de carbono para

sus funciones metabodlicas.

7.2.4 Produccién de energia

No es clara la razon por la cual las bacterias lacticas estudiadas no utilizaron el acido galico
como fuente de carbono para la produccién de acido lactico y solo descarboxilaron el dcido
galico(tri-hidroxibenzoico) en pirogalol (tri-hidroxibenceno). Es posible que el pirogalol sea un
compuesto menos toxico para la bacteria que el acido galico, o que su produccion fue favorable
para el microorganismo debido a la generacion de energia. Janke y Fritsche (1985) reportaron
que bacterias como los clostridios obtienen su energia de la fermentacién de aminoécidos al
hidrolizar proteinas. Durante ésta fermentacién el aminoécido (ejemplo: alanina, leucina o
isoleucina) es oxidado. Los electrones que se generan durante el proceso son transferidos a
través de una secuencia de electrones hasta enzimas reductasas en el cual transfieren estos

electrones a otros aminoicidos (glicina o prolina) que actian como aceptores de H'

(Figura 7.4).
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ADP ATP CO2
Aminodcido donador de H' cetoaciqo \ / acido graso
—_— VARVAR
(alanina, leucina) Ny
NH,
FRIDACION
| Il | acetato glicina

Desaminacién
NH, reductiva

Aminoicido aceptor de H'

Valerao < D-prolina
Figura 7.4 Transformacion acoplada de aminoécidos (Janke y Fritsche, 1985)

El amino4cido (alanina o leucina) es descarboxilado generando poder reductor en forma de
NADH que después es utilizado por el propio microorganismo para convertir D-prolina en

valerato.
En éste trabajo se propone el mecanismo de Ia degradacion de 4cido galico en pirogalol por las

bacterias lacticas estudiadas, reaccidn semejante a la que realizan los clostridios para obtener

energia(Figura 7.5).
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ApP  ATP O,
Donador de H' 4cido galico N /' pirogalol

DXIDACION

| NAD' I'NADH
aminodcidos
proteinas <
Posibles aceptores de H' dcidos nucéicos

Figura 7.5 Posible mecanismo de generacion de energia debida a la descarboxilacion de acido

galicoen pirogalol por bacterias lacticas

Las bacterias lacticas al formar pirogalol posiblemente generan energia durante Ia
descarboxilacion que puede ser utilizada para producir otras biomoléculas (aminoacidos,
proteinas, acidos grasos y acidos nucléicos) que pueden ser empleadas por el propio

microorganismo.

Por otro lado, Voet y Voet (1992) reportaron que la descarboxilacion de moléculas quimicas
conlleva a la produccion de poder reductor en forma de NADH, como es el caso de la
descarboxilacion de acido piravico en acetil-CoA o bien, la descarboxilacion de isocitrato a
oxoglutarato que ocurre en el ciclo de Krebs por diversos microorganismos. Parés y Judrez
(1997) reportaron que es posible que bacterias anaerobias como Pelobacter sp. y Coprococcus

sp. durante la etapa inicial de la fermentacién del floroglucinol (tri-hidroxibenzdico), molécula
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semejante al acido galico, realizan una reduccion a dihidrofloroglucinol, siendo una reaccion
dependiente del NADH y H”. Se han aislado diferentes microorganismos que pueden obtener
energia a partir de la fermentacion de otros compuestos organicos, como es el caso de las
bacterias Burkholderia cepacia y Pseudomonas sp. que obtienen carbono y energia al
metabolizar tolueno y n-alcanos, respectivamente (Newman y Wackett, 1995; Setti et df,
1993). O'Donovan y Brooker (2001) reportaron que la cepa bacteriana ruminal S. gallobvticus
cataliza la descarboxilacion de 4cido galico en pirogalol generando probablemente energia a
través de un bombeo de protones, misma reaccion que realizaron las bacterias lacticas que

fueron estudiadas.
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7.3 Conclusion

Se estudiaron las cepas de Lb. plantarum (LO8) y Pc. pentosaceus (120) donde se evalu6 el
efecto del precultivo sobre el metabolismo de ambas bacterias. Se observé que el adaptar los
microorganismos a un precultivo que contiene 9 gL de 4cido galicoy 4.5 gL' de glucosa, no
tiene un efecto sobre el crecimiento celular, la velocidad de produccion de pirogalol, mi sobre el
consumo de glucosa y produccion de 4cido lactico cuando las bacterias degradan 9 gL' de
acido galico. Sin embargo, el precultivo si tiene un efecto positivo cuando las bacterias degradan
26 g™ de acido galico debido a que disminuyen los tiempos de degradacién de 4cido galico,
produccion de pirogalol, crecimiento delular, consumo de glucosay produccion de 4cido lactico.
Ademas, cuando no hay precultivo y las bacterias son cultivadas en 26 gL' solo pueden
degradar entre el 48% (Lb. plantarum, LO8) y 60% (Pc. pentosaceus, L20) del 4cido gélico a las
72 h.

Por otra parte, se desconoce la razén por la cual las bacterias lacticas no utilizan el acido galico
como fuente de carbono y solo lo descarboxilan en pirogalol. En este trabajo se propone que
posiblemente éste proceso lo realicen bajo un fenémeno cometdbolico en el cual requieren de
una fuente de carbono (como son los propios nutrientes del medio) para crecery asi degradar el
acido galico para que quiza de ésta manera, obtengan energia. Ademas, se observd que la

produccion de pirogalol esta asociada al crecimiento celular de las bacterias lacticas.
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8. CONCLUSIONES GENERALESY PERSPECTIVAS

De la seleccion de cepas capaces de degradar compuestos fendlicos se encontré que de 45 cepas
de bacterias lacticas probadas, 22 crecieron en medio sélido con 4cido tanico (5 gL™') y
23 son capaces de degradar el 4cido galico (9 gL™"). Ademas, las cepas que crecieron sobre
placas con acido tanico fueron las mismas cepas que degradaron el 4cido galico, mas una cepa.
Los géneros bacterianos son: Lb. plantarum (9 cepas), Lb. pentosus (1 cepa), Lb. hilgardii
(1 cepa), Pc. pentosaceus (4 cepas), W. confusa (3 cepas) y Ln. mesenteroides quien no crece
sobre el medio sélido con acido tanico pero si degrada el acido galico en medio liquido. Y por

{iltimo, un grupo de 5 cepas que no tienen una identificacion pero son bacterias lacticas.

Los andlisis cuantitativos se hicieron sobre el medio liquido con 9 gL' de 4cido galico a las
72 h de cultivo y después de adaptar los cultivos bacterianos a un precuitivo con 9 gL' de
dcido gélicoy 4.5 gL™! de glucosa, se observo que las bacterias lacticas estudiadas degradaron el
acido galicoen pirogalol y que se produce en una relacion equimolar. Ademas, la degradacion de
acido galicono presenté un efecto sobre la produccioén de acido lactico puesto que las bacterias
al crecer en un medio con o sin 4cido galico (9 gL™!), producen los mismos rendimientos de

acido lactico.

Los estudios cinéticos donde se evaluo el efecto del precultivo sobre el metabolismo de
Lb. plantarum (LO8) y Pc. pentosaceus (1.20) mostraron que a 9 gL' de 4cido gélico, el
precultivo no tuvo un efecto sobre el metabolismo de ambas cepas ya que las bacterias que
fueron crecidas con y sin precultivo tuvieron las mismas velocidades de crecimiento y
produccion de pirogalol, asi como los mismos rendimientos de produccién de 4cido lactico. Por
otra parte, al aumentar la concentracion de acido galicoa 26 gL™! sin precultivo la fase lag del
crecimiento celular se incrementa 11 veces mas ya que se prolonga hasta las 48 h de cultivo a
diferencia de 4 h que se tiene cuando las bacterias degradaron 9 gL' de acido galico. Sin

embargo, a ésta concentracion (26 gL™') el precultivo si tiene un efecto positivo sobre el
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metabolismo de las bacterias debido a que disminuye hasta 8 veces (48 h a 16 h) la fase lag del
crecimiento celular. Por otra parte, los tiempos iniciales del consumo de la glucosa, de la
produccion de acido lactico y de la degradacion de acido galico estdn asociados con el tiempo
que dura la fase lag del crecimiento celular es decir, las bacterias necesitan crecer para después
llevar a cabo sus actividades metabdlicas por lo que la produccién de pirogalol esta asociada al
crecimiento celular. A pesar de que el precultivo presentd un efecto positivo sobre Ia
degradacion de 26 gL' de 4cido galico, ésta concentracién tuvo un efecto negativo sobre la
produccion de acido lactico debido a que se disminuy6 de 27-41% en los cultivos sin precultivo

y de 48-63% en los cultivos con precultivo.

La degradacion de acido galico en pirogalol por las cepas de bacterias lacticas ensayadas se
plantea como un proceso cometabdlico debido a que el 4cido galico no fue utilizado como
fuente de carbono para la produccion de acido lactico. Ademas, las bacterias produjeron
pirogalol aun cuando no habia glicosa, utilizando los otros compuestos para la obtencidn de
carbono y que estdn presentes en el medio de cultivo. Por otra parte, el porqué las bacterias
descarboxilaron el 4cido galicohasta pirogalol que se acumulaen el medio se debe posiblemente
a que los microorganismos obtienen energiaa partir de ésta reaccionya que el 4cido galicono es

utilizado para la produccion de 4cido lactico.

Este trabajo consistié en hacer un estudio de la degradacion de compuestos fendlicos, teniendo
como modelo de estudio el acido galico. Si bien, éste compuesto no presenta el problema de
formar complejos con las proteinas sin embargo, sirvié para realizar una seleccion de cepas y
hacer un estudio fisiologicode la degradacionde dicho compuesto. Ahora que se cuenta con una
seleccion de bacterias lacticas que degradan acido galico y que crecen en presencia de dcido
tanico es importante para estudios posteriores, probar la degradacion de moléculas mas
complejas como son los taninos y en especial, introducirse en ¢l estudio de la degradacion de

taninos condensados puesto que no hay informacién suficiente de microorganismos que
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degraden éstas moléculas. En el momento que se tengan resultados favorables de 1a degradacion
de taninos por tanasas de bacterias lacticas, se podria aislar, caracterizary purificar la enzima y
realizar un estudio de como es que actia. Una vez que se purifique la enzima, se podria
comparar la actividad con la de tanasas fiingicas. Posteriormente, se aislaria el gen que regula Ia

sintesis de la tanasa con el fin de hacer microorganismos sobreproductores de la enzima.
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Palabras clave: bacterias lacticas, acido galico, acido tanico y pirogalol

Introduccién. Los taninos son compuestos que se
encuentran en las plantas y presentan la caracteristica
de unirse a proteinas (1) disminuyendo el valor
nutritivo de productos agricolas. Algunos hongos,
levaduras y bacterias son reportados para tener la
capacidad de degradar taninos (1,2 y 3). Dentro del
grupo de bacterias se ha reportado que Lb. plantarum
puede degradar el acido tanico y gélico hasta
pirogalol como producto final (4). Las bacterias
lacticas son los microorganismos responsables de
conservar productos agricolas (tal es el caso de la
pulpa de café) por medio del ensilaje (5).

Este trabajo presenta una seleccion de distintos
generos de bacterias lacticas aisladas de la pulpa de
cafe con capacidad de degradar acido galico en
pirogalol y crecer en placas con tanico.

Metodologia. 45 cepas de bacterias licticas aisladas
de la pulpa de café fueron propagadas en medio MRS
con 20 gI’ de glucosa durante 48 h a 30°C.
Posteriormente fueron inoculadas sobre placas de
agar MRS con 5 gI” de acido tinico como unica
fuente de carbono, y en 3 diferentes medios liquidos
adicionando galico y glucosa a diferente
concentracién (tabla 1). Los cultivos fueron
mantenidos a 30°C por un tiempode 72hy 120 h
para las placas con tanico. Se observo el crecimiento
y formacién de halos de hidrélisis sobre las placas
con tanico y se cuantifico el galico, glucosa, pirogalol
y lactico en los medios liquidos.

Tabla 1. Concentracion de glico y glucosa

Medio (") | Glucosa | Gilico
1 4.5 -
2 4.5 9
3 - 9

Resultados y Discusidn. Las 45 bacterias (coleccion
aislada de la pulpa de café ensilada) crecieron en
presencia de acido galico (medio 2 y 3) pero solo 23
cepas lo degradaron hasta pirogalol. Entre los géneros
microbianos que degradan acido galico a pyrogalol
tenemos: Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lb. pentosus
Ws. confusa, Pc. pentosaceus, Ln. mesenteroides y un
grupo de bacterias que no han sido identificadas. Los

géneros que no actuaron sobre el galico son:
% Lb. = Lactobacillus; Pc. = Pediococcus; Ws = Weissella;
Ln = Leuconostoc

Lb coryniformis, Lb casei, Lb paracasei,
Lb. bifermentens, Ws. confusa y un grupo no
identificadas. Las mismas 45 cepas fueron inoculadas
sobre placas de MRS con S gI” de acido tanico como
tnica fuente de carbono. Solamente 22 cepas
crecieron y formaron halos de hidrolisis debida a la
accion de las bacterias sobre el tanico. Estas cepas
son las mismas que actuaron sobre el galico excepto
el género Ln. mesenteroides.

El rendimiento de la produccion del 4cido lactico
frente al consumo de la glucosa en el medio 1 (sin
galico) es similar al que se obtiene en el medio 2 (con
galico), es decir; el consumo de glucosa y la
produccion de lactico no son inhibidos por la
presencia de galico a la concentracion de 9 gl”. Por
otra parte, cuando el medio MRS no contiene glucosa
y solamente galico 2 9 gl como fuente de carbono
(medio 3), las bacterias consiguen degradar el 100%
de gélico hasta pirogalol dentrodelas 72 h,

Conclusiones. De las 45 cepas de bacterias lacticas
se seleccionaron 23 que pueden degradar el 100% de
acido galico en pirogalol en una relacién equimolar,
en presencia o ausencia de glucosa. Estas bacterias
pertenecen a 4 generos conocidos,; Lh., Pc., Ln, Ws y
un grupo de bacterias no identificadas. Las mismas
bacterias crecen sobre medio con tanico a una
concentracion de 5 gl”, a excepeion de una cepa (Ln).
El gilico a 9 gl"" no fue inhibitorio para la produccién
de 4cido lactico.
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PIROGALOL Lb. plantarum (L08) CPr

Coefficients
Standardi
zed
Unstandardized Coefficien
Coefficients is
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 {Constant) 443 702 631 546
PL(.)M AS:A nEE,[:.?\B 1.596 .308 877 5175 .001
CON ADAPTACIO
2. Dependent Variable: PYROGALOL L.08 CON ADAPTACION
PIROGALOL Lb. plantarum (LO8) SPr
Coefficients!
Standardi
zed
Unstandardized Coefficien
Coefficients ts
Model B Std. Error Beta t Sig
1 {Constant) 803 877 1.030 333
A DE LO
EPQAA.SnT ,E IZ 8 1.394 290 .862 4.806 .00
SiN ADAFPTACIO

a. Dependent Variable: PYROGALOL L08 SIN ADAPTACION

Analizando las pendientes:

Determinamos si las pendientes son significativamente diferentes, para lo cual planteamos
una prueba de diferencia de medias de dos poblaciones, donde:

X1..- Pendiente de la biomasa con adaptacion para L08
Xi..- Pendiente de la biomasa sin adaptacion para LO8

Hipotesis nula:

H= wm - pp =0

Hipotesis alterna: H.= p; - pp# 0

Estadistica de prueba:

b -x3) -y ~ )

Ve

(5,2

PR




ya que conocemos en error estandar de cada pendienie

s
Erroréstandar — —
n

~

por lo tanto
Xy 11.596
X, (13%4

0.308
lg
_\I]?}
S 10.29

]

(1.596 ~1.394)

! =
4

e
(3082 + (0.29)2
te = 0.477495
y la t detablas para: ¢, , fijando a=0.01
Smn =2
to =2.8784
—2',n1 +ny -2

y como tc<t wbias, €ntonces podemos concluir que las pendientes no son significativamente
diferentes.

Como las dos curvas parten del origen (ya que la ordenada de cada curva no es
significativa), y las pendientes no son significativamente diferentes, podemos concluir que
se trata de la misma curva. Por lo tanto, no hay diferencia significativa entre Ia produccion
de pirogalol con y sin precultivo




