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Este  trabajo  consistió  en  seleccionar  bacterias  Iácticas  degradadoras  de  ácido  gálico y con 

capacidad de crecer sobre un m&o sólido  con  ácido  tánico. 

Para la primera fase de selección  se  probaron 45 cepas inoculadas sobre un medio sólido con 

ácido W c o  (5 g.L"), tomando  como  criterio de selección  aquellas  cepas  capaces  de  crecer  en el 

medio y fonnar  halos  alrededor  de l a s  colonias  debido  posiblemente  a la hidrólisis  del  ácid0 

tánico. En éSta fase se  seleccionaron 22 cepas. 

En la segunda fase l a s  bacterias  fueron  cultivadas en un medio líquido. En una primer  etapa,  las 

bacterias  fueron  adaptadas  a un precultivo y después  fueron  inoculadas en un medio con ácid0 

gálico con y sin glucosa; en esta etapa  se  seleccionaron 23 cepas  por  degradar el ácid0 gdim 

(9 g L-l). 

Comparando los resultados  de  la  primera y segunda fase de  selección, se observó  que  las  cepas 

que  crecieron  sobre  el  medio  sólido  con  ácido  tánico  (medio  MRS-tan agar y MRS-glu-tan 

agar) fueron l a s  mismas  que  degradaron el ácido  gálico  en los medios  líquidos  (MRS-gal y 

MRS-glu-gal). Las especies  degradadmes  de ácid0 gálico y capaces  de crecer en presencia de 

ácido tinico son: Lactobacillus  plantarum (9 cepas), Pediococcus pentosaceus (4 cepas) 

Weissella conjka (2 cepas) Lactobacillus  hilgardii (1 cepa), Lactobacilluspentosus (1  cepa), 5 

cepas  no  identificadas y p o r  último, Leuconostoc  rnesenteroides (1 cepa). Esta última cepa no 

creció  sobre  el  medio  sólido  con  ácido  tánico  pero  si degradó ticido gálico. 

Debido a que las bacterias  lácticas  producen  ácido láctico, se evaluó el efecto del  ácido @cm 

sobre el consumo  de  glucosa y producción de ácido láctico en 11 cepas,  .observándose  que la 

producción  de ácido láctico ocurre aun cuando l a s  bacterias  degradan  ácido gálico, obteniéndose 



los  mismos  rendimientos  en los medios  con o sin 9 gL" de ácido  gálico.  Por  otra  parte, se 

observó  que  el  pirogalol  fue d producto  de la degradación  de  ácido gáhw y que  se  obtiene  en 

una relación  equimolar. 

Posteriomente,  se  realizaron  cinéticas  de  degradacibn  de  ácido g á h  en  donde  se  probó una 

concentración más alta de á c i d 0  gál~co (26 gL"). Se evaluó el efecto  de  adaptar los cultivos 

bacterianos  a un precultivo  sobre  el  metabolismo  de Lb. plantarum (L08) y PC. pentosaceus 

(L20) a dos concentraciones de ácid0 gálico (9 y 26 gL") y se observó  que el precultivo no 

tiene  efecto  sobre  el  metabolismo  de  ambas  cepas  a 9 gL".  Sin  embargo,  a la concentración de 

26 g-L" elprecultivo tuvo un efecto  positivo  sobre el crecimiento  celular y sobre el tiempo en 

que los microorganismos  comenzaban  a  degradar  el  ácido  gálico.  También  se  observó  que 

disminuye el rendimiento  de  ácido láctico al aumentar la concentración de ácido  gálico a 

26 gL". 

Finalmente,  se hizo un estudio  sobre  de la degradación  de  ácido  gálico por las  bacterias  tácticas 

y se propuso un mecanismo  de  generación  de  energía  como una explicación  de la degmdación 

del  ácido  ghlico  en  pirogalol.  Además,  se  observó  que  de  acuerdo al modelo  de Luedeking y 

Piret, la producción  de  pirogalol está asociada al crecimiento  microbian0 





1. INTRODUCCI~N 

Los compuestos  fenólicos  son  moléculas  químicas  que  se  caracterizan  por  poseer varios grupos 

hidroxilo (OH') unidos a un anillo  aromático. Son llamados  polifenoles  cuando  reaccionan con 

moléculas  similares  formando un polimero.  Dentro  de Csta clasificación  están  los  taninos 

hidrolisables y los condensados  (Waterman y Mole,  1994). Los compuestos  fenólicos  poseen 

un amplio  rango  de  aplicaciones,  como  por  ejemplo  en  el  proceso  del  curtido  de  piel,  en la 

elaboración  de  alimentos y bebidas y en  la  medicina.  También  tienen un importante  sigtllficado 

en el  desarrollo  del  color  de  las  flores y frutos además,  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  proteínas y otras moléculas  lo  cual  dismimuye su digestibilidad  (Cody,  1993). 

Esta  característica  se  considera  antinutricional y por ello,  productos  agrícolas  ricos en 

nutrientes y polifenoles  no  pueden  ser  utilizados en la alimentación animal, como  por  ejemplo 

la  pulpa  de café (Gaime-Perraud et d, 2000). También  es  conocido  que  los taninos y h o l e s  

simples (ácido tánico y ácido gilico respectivamente)  disminuyen  la  actividad  de  enzimas 

digestivas  como  son la  a-amilasa y la tipsina (Chung et a l ,  1998). Sin embargo,  los  taninos 

pueden  ser  degradados  por  medio  de  enzirnas  llamadas tanasas, las  cuales han sido  estudiadas y 

purificadas a partir  de hongos (Lekha y Lonsane,  1997;  Aguilar et a l ,  2000; Ramírez, 2000) y 

levaduras (Aoki et d, 1975; Gallotou-Panayotou, et d, 1988).  Además,  estas  enzimas  pueden 

ser  empleadas  para la eliminación  de  compuestos  fenólicos  de  aguas  provenientes  de  las 

industrias  curtidoras  de piel,  del carbón, de la pulpa y el  café  (Ajay-Kumar, et d, 1999; 

Kadhim,  1999). 

Existen  pocos  reportes sobre la  degradación  de  compuestos  fenólicos  por  bacterias. 

Deschamps et al (1983) heron de los primeros  en  aislar  cepas  bacterianas  degmdadoms de 

ácido tánico y compuestos  relacionados.  Asimismo, h e  reportado  que una bacteria, 
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Citrobacterfieundii, aislada  de aguas residuales  de  la  industria  curtidora  de  piel  producía  ácido 

gálico debido  a  la  degradación de ácido tánico. Posteriormente, la  bacteria  descarboxiló el ácido 

gálico  hasta  pirogalol y metabolizó  este  último  hasta  el  ciclo  de los ácidos  tricarboxílicos  (Ajay- 

Kumar et al, 1999). Por otra parte,  la  enzima  ácido gálico 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 ácid0 @co. 

Las  bacterias  lácticas  son  importantes  debido  a  que  son  utilizadas  para los procesos  de  ensilaje 

de subproductos agrícolas como  es  en el  ensilado de la pulpa  de  café.  Este  proceso  consiste  en 

compactar el material  vegetal, lo que  origina condciones anaerobias  que  permite  el  desarrollo  de 

bacterias  Iácticas  que  fermentan los azúcares  presentes  produciendo  ácido  láctico 

principlamente, y de  esta  manera  preservar  el  producto.  Una  vez  conservado  el  material,  puede 

tener un uso posterior como es en la alimentación animal, la  lombricultura y producción de 

hongos  comestibles  (Gaime-Perraud et al, 2000; Ramírez-Martinez y Clifford, 2000). Osawa et 

al (2000), realizaron una selección  de  bacterias  lácticas  capaces  de crecer sobre  placas  de agar 

con hido tánico y degradar ácid0 &o en pirogalol, solo que los análisis  de la presencia  de la 

enzima  ácid0 @co descarboxilasa los realizaron a través  de un ensayo  visual  y  a una baja 

concentración de ácido gálico. 

El objetivo  de  este  trabajo h e  probar  la  degradación  de  compuestos  fenólicos  por 45 bacterias 

Iácticas  aisladas de la pulpa de cafté  ensilada, utilizando como moléculas modelo los ácidos 

timico y gálico.  Primero se  realiz6  una  selección  de  cepas tomando como  criterio  la  capacidad 

de  crecer en un medio  sólido  con  ácido tánico y segundo,  degradar  ácido gálico en un medio 

líquido.  Posteriormente,  se  probó  el  efecto  del  ácido  gálico y su producto  de  degradación  sobre 

la  producción  de  ácido  láctico,  debido a que la principal  característica  de l a s  bacterias  Iácticas  es 

producir  este  compuesto.  Por último, se hizo un estudio  cinético  de la degradación de ácid0 

gdico a dos  concentraciones (9 y 26 gL”) y se evaluó  el efmto de  adaptar  a los 
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microorganismos a un precuZtzvo sobre el metabolismo de 2 bacterias, Lactobacillus plantarum 

(L08) y Pediococcuspentosaceus (L20). 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRS~FICA 

Este  capítulo  muestra una  revisión  bibliográfica  de los compuestos  fenólicos, así como el  efecto 

tóxico y antinutricional que  representan.  También  se hará una revisih sobre los 

microorganismos  capaces  de  degradar  compuestos  fenólicos,  en  particular  de las bacterias 

Iácticas y su metabolismo  ante  la  presencia  de  estos  compuestos. 

2.1 Los compuestos fenólicos 

El término  fenólico es usado  para  definir  substancias que poseen uno o más sustituyentes 

hidroxilo (OH') enlazados  a un anillo aromático. Los compuestos  que  tienen varios 

sustituyentes  hidroxilo, en  ocaciones  son  referidos  como  polifenoles  (Waterman y Mole, 

1994). Muchos  compuestos  fenólicos se forman  por  condensación o reacciones  de  adición  con 

moléculas  similares  (Dey y Harbome, 1997). Los compuestos  fenólicos  se  clasifican como 

fenoles  simples,  ésteres  fen6licos,  derivados  del  ácid0  benzoic0 y ciniunico,  flavonoides y 

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

2.1.1 Fenoles  simples (Cs) y sus derivados 

Los fenoles  simples  frecuentemente  encontrados  son  compuestos  con  substituyentes  tri- 

hidroxi benceno,  por  ejemplo,  pirogalol y floroglucinol.  Es  menos  común  encontrar 

substituciones &-hidroxi; sin  embargo,  entre  &tos se encuentran  catecol,  resorcinol  e 

hidroquinona.  En  la  Figura 2.1 se muestran l a s  estructuras químicas de  dichos  compuestos 

(Waterman y Mole, 1997) 

Figura 2.1 Estructuras  químicas  de  fenoles  simples:  a)  pirogalol,  b)  floroglucinol, c) catecol, d) 

hdroquinona 



El pirogalol,  floroglucinol y catecol  también  forman parte de  molCculas  más  complejas  como  los 

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

2.1.1.1 Derivados del acid0  benzijico (CsC1) 

El fenol más  importante  dentro de éSta clasificación  es el ácido gálico el  cual  se  caracteriza 

porque  el  carbono  unido  al  anillo  aromático es un ácido cahxílico.  El ácido  gálico  forma 

dímeros  formando el  ácido  elágíco(Figura 2.2). Ambos son los componentes  fenólicos  comunes 

de los taninos hidrolizables. 

a)  b) 

Figura 2.2 Moléculas  químicas  derivados  del  ácido  benzbico: a) ácido gálico y b)  hcido ewco  

Por  su carster ácido, los derivados  del  ácido  benzóico  tienen la capacidad de unirse con 

compuestos  que  presentan grupos hidroxilo (fenoles y alcoholes) para formar  Csteres.  Dentro 

de esta  clasificacibn  támbién se encuentran  el  ácido  protocatéquico,  ácido  salicílico y 

salicilaldehído(Wateman y Mole, 1997) 

2.1.1.2 Derivados del  ácido  cintimico (CsC3) 

Los ácidos  hidroxicinámicos  también  son  ampliamente  distribuidos  en el reino  vegetal y se 

encuentran  con  mayor  frecuencia  en  forma  de  ésteres,  dentro  de éste grupo el  ácido  caféico  es  el 

más común, seguido de los  ácidos ferniic0,pcumáricoy sinipico (Figura 2.3) 
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Figura 2.3 R=R1 ácido  pcurnárico; R=OH, Rl=H ácido caféico; R=OCH3, Rl=H ácid0 

fenílico; R=R1 ácido  sinápico 

Los tres últimos  fenoles y sus correspondientes  alcoholes  (feruloil,  p-curnaril y sinapilico), 

constituyen l a s  unidades  básicas  de la lignina, la  cual  actúa  como  barrera  mecánica  de  las 

plantas. El ácido caféico forma  ésteres  con grupos hidroxilo del  ácido  quínico,  originando  los 

compuestos  llamados  ácidos  clorogénicos  (Ramírez, 1987) 

2.1.2 Flavonoides (c6c3c6) 
Los flavonoides se caracterizan  por  poseer  dos  anillos  de  benceno (A y B), unidos por una 

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

Figura 2.4 Estructura  básica  de los derivados  de  los  flavonoides 

Las diferentes  clasificaciones  dentro de los  derivados  de  flavonoides  se  distinguen  por el grado 

de  oxidacibn  del  anillo C y por  el  número y posición  de  los  substituyentes  hidroxílicos, 

metoxilicos y glicosídicos  en los anillos A y B. A este grupo pertenecen l a s  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  están  en  forma  de  glic6sidos (Ramírez, 1987). 
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2.1.3 Taninos 

Los taninos son compuestos  polifenólicos  solubles  en  aguaque  tienen pesos moleculares  en un 

rango entre 500 y 3000 Daltons. Por la gran cantidad  de grupos hidroxifenólicos que presentan, 

tienen  la  propiedad  de  unirse  con  proteínas, carbohdratos,  celulosa, gelatina y pectina 

formando complejos  insolubles  (Ajay-Kumar et al, 1999;  Dey y  Harbome,  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  polihídnco,  usualmente la p-D-glucopiranosa,  en  la  que  los grupos 

hidroxilo están  esterificados con  ácid0  gálico o derivados  del icido gálico  (Figura 2.5). Los 

taninos  hidrolizables  pueden ser subdivididos  en dos tipos:  los  galotaninos y los elagitaninos. 

La hidrólisis  de los galotaninos  produce  glucosa y ácidos  fenblicos,  siendo  el  ácido  gálico  el 

compuesto  fenólico  predominante.  Cuando  elagitaninos  se  hidrolizan  los  productos  son la 

glucosa,  el  ácido  elágico y el  ácido  gálicoy  en  ocasiones,  otros &idos relacionados  con  el  ácid0 

gálico(Dey y Harbome,  1997;  Lekha y Lonsane, 1997). 

L 

Figura 2.5 Estructura  de un tanino  hidrolizable  (Lekha y Lonsane, 1997) 



2.13.2 Taninos condensados 

Los flavonoides,  catequinas y leucoantocianidinas,  originan  dímeros  denominados  taninos 

condensados  los  cuales  forman  complejos  insolubles  con las proteínas,  al  igual que los  taninos 

hidrolizables  (Ramírez, 1987). Sin  embargo,  éstos  no  contienen  residuos  de  azúcar  (Lekha  y 

Lonsane). Los taninos  condensados  en  ocasiones  son  llamados  proantocianidinas  debido  a  que 

rinden  antocianidinas  en  presencia  de  ácidos  (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  número  de  monómeros  que se han unido a  la  posición 

en  donde  ocurre la unión y de la  oxigenaciónque  pueden  sufrir  los  anillos A y B de l a s  unidades 

flavan-3-01  (Waterman y Mole, 1994) 
UH 

d H  
Figura 2.6 Formación de taninos condensados 

2.1.4 Origen de los compuestos fenólicos 

Los compuestos hblicos forman -una de las principales  clases  de metabolites secundarios en 

l a s  plantas (Scalbert, 1993). Particularmente,  son  abundantes en frutas y su presencia es 

determinante  en  el  color y sabor  (Hutme, 1970). El contenido  fenólico  de las frutas  varía  en 

función de la  especie, la variedad y la ubicación de la misma. En la  Tabla 2.1 se muestran 

algunos  ejemplos  del  contenido  fenólico  de fi-utas: 
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Tábla 2.1 Compuéstos  fenólicos  totides  en frutas madura (Hulme, 1970) 

ManZana 
Balduinio 
Cidra  de jugo de manzana 

Plátano (Musa) 
Dittil (Phoenix hc¿yZ@ru) 
Cereza (Prunus cerasus) 
Uva (Vilis spp.) 

Vho tinto 
Vino  blanco 
Riesling, racimo 
Tokey racimo 
Muscat,  piel 
Miiscat, pülpa 
Muscat, semilla 

Durazno (Prunus persica) 
Fruta pasión 

Variedades  mezcladas 
Elberta 

Pera (Fyrus communis) 
Muscachet 

Cirüela 
Victoria,  parte  carnosa 
Victoria.  Piel 

Contenido fenólico 
(g / 100 g) 
O. 11-0.34 

0.25 
O. 11-0.34 g / 100 mL 

0.53 
0.5 
0.2 

O. 15-0.5 1: / 100 mL 
0.015-0.1 g / 100 mL 

0.95 
0.48 
0.35 
o. 10 
4.5 

0.0014 

0.028-0.141 
0.069-0.180 

0.4 

2.1 
5.7 

Aparentemente, los compuestos  fenólicós no jueg&i un papel vital en el metabolismo de 1s 

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

grandes  cantidades  (en  ocasiones más del 10% de peso seco) en órganos o tejidos, lo cual 

pueden  estar  ubicados  en  cualquier  parte  de l a s  plantas como en  madera, tallos, hojas y frutas 

(Scalbert, 199 1 ) 



2.1.5 Importancia de los compuestos fenólicos 

Los  compuestos  fenólicos  son  de gan 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  actúan  como  soporte  mecánico y barrera  contra 

microorganismos.  Algunos  compuestos  fenólicos  pueden  ser  exudados  desde la raíz  de  algunas 

plantas  donde  pueden  actuar  como  toxinas. Es conocido  que  en  ciertas  ocasiones,  la  planta d e l  

caucho  exuda  cinamato, el cual es tóxico  para  la  planta  misma  (autotóxico) (Dey y Harborne, 

1997). Algunos  de  estos  compuestos  actúan  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  daños  mecánicos o fisiológicos  comprende  la  producción  de  niveles 

altos  de  compuestos  fenblicos  en el  hrea  adyacente al sitio  dañado,  los  cuales  son  oxidados por 

la  polifenoloxidasa  a  quinonas  que  a  su  vez  se  polimerizan,  formando  complejos  con 

aminoácidos y proteínas  (Ramírez, 1987). 

Dentro  de  las  funciones de los compuestos  fenólicos  en  las  plantas,  especialmente los 

flavonoides,  es  que  pueden  actuar  como  moléculas  indicadoras  (substancias  que  reconocen al 

húesped)  en  la  interacción  entre  bacterias  fijadoras  de  nitrógeno  y  ciertas  plantas  de 

leguminosas  @ey 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 proteína  debido  a 

su  habilidad de unirse  con  proteínas y precipitar.  Asimismo,  disminuyen  la  actividad de 

enzimas  digestivas,  produciendo un incremento  en la excreciónde  nitrógeno en heces fecales de 

animales.  Aunque  estos  efectos  son  más  atribuidos al alto peso molecular de los  taninos 

condensados, los polifenoles  de  bajo peso molecular,  también  pueden  unirse a proteínas y 

reducir  la  actividad  de  enzimas  Qgestivas.  La  inhibición de enzimas  digestivas  también  afecta la 
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digestibilidad ylo absorción  de  otros  constituyentes  como el almidón o los lípidos, y sus 

productos  de  degradación(Bravo et al, 1993) 

La gran cantidad  de  grupos hidroxilo de los compuestos  fenólicos  forma uniones con l a s  

proteínas,  incrementando  la  estabilidad  de  las  proteínas,  protegiendo a éstos de daiios por agua, 

microorganismos, calor y abrasión  (Ajay-Kumar et al, 1999). Algunos factores han sido 

identificados por favorecer  la  asociación  intramolecular con los polifenoles,  por  ejemplo: 

efectos  hidrofóbicos,  solvatación y desolvatación en medio  acuoso,  puentes  de  hidrógeno, la 

presencia  de  eo-substratos  con grupos amino  como la cafeína y péptidos  ricos  en  prolina, sales 

inorgánicas,  iones  metálicos,  temperatura y pH (Haslam,  1993). Chung et al (1998) reportaron 

que  el  ácid0  tánico  mostró un efecto  inhibitorio  sobre  el  crecimiento  de  bacterias  del  tract0 

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 

alifaicos excepto  en algunos casos como  es  la  síntesis  de  esteroles,  por lo tanto:  las  plantas  son 

la  &ente  de la mayoría  de los  compuestos  fenólicos  encontrados  en los animales (Ramhz, 

1987). Las dietas  que  contienen  grandes  cantidades  de  taninos  disminuyen la digestibilidad  de la 

proteína y de la materia seca en  algunos  mamíferos (Hagman et al, 1992). La presencia de 

taninos  condensados a valores  menores al 6% en l a s  dietas  para  animales  mejora el rendimiento 

del  animal, Si este  porcentaje  aumenta,  provoca  la  disminución  de  la  velocidad  de crecimiento, 

la gananciaen peso, perturbación  de  la  absorción mineral y la  inhibición  de enzimas digestivas 

en el animal  (O’Donovan y Brooker, 200 1; Chung et a l ,  1998; Bravo et al, 1993). 

Los taninos  están  presentes  en una variedad  de h t a s  y vegetales y pueden  servir  como un 

agente  antimicrobiano  natural  protegiendo  productos hortohtícolas contra  la infección 
microbiana (Chung et al, 1998).  Probablemente,  este  efecto  se  deba  a la inhibición de ciertas 



enzimas. La oxidación de fenoles  sobre la inhibición  de  enzimas  puede  ser  explicado por dos 

razones:  la  primera, los fenoles  oxidados  pueden  reaccionar  con  grupos sulfidrilo que  son  parte 

de l a s  enzimas formando  uniones  covalentes  con  ellos.  La  segunda  razón es que se produce un 

incremento en la masa  molecular  a  través de la  polimerización  oxidativa, el cual  podría 

incrementar  la  eficienciade  la  unión  con  las  proteínas (Scalbert, 1991). 

2.1.7 Importancia a nivel industrial 

Los polifenoles son importantes en la alimentación y nutrición. Son de gran importancia en la 

industria  de té y vinos,  debido  a  que  aportan  la  astringencia  a  estos  productos.  Por  muchos 

años, plantas  ricas en polifenoles  fueron  usadas en objetos  hechos de cuero  por la característica 

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

El ácido  gálico ha sido  reconocido  como  antioxidante,  antialergénico,  antiinflamatorio, 

antimutagénico y con  actividades  anticarcinogénicas  (Yasuda et a l ,  2000). Es principalmente 

usado  como un intermediario  sintético  para la producción de pirogalol y esteres de ácido @m 

usados  en  la  industria  de  alimentos y farmacia,  como es el caso del  propil  galato,  utilizado 

corno antioxidante de grasas y aceites y en bebidas  (Lekha y Lonsane, 1997). 

A pesar de  que los compuestos  fenólicos  tienen un gran impacto en la  industria,  cuando éstos 

están  presentes en residuos  agroindustriales que son  empleados  en la alimentación  de  ganado se 

vuelven un problema  debido  a  la  afinidad que tienen de unirse a  otras  moléculas  como las 

proteínas y los  sacáridos,  haciéndolos  indisponibles  para el organismo  que los consme. 

Numerosos  residuos  de  la  industria  agrícolacomo  la  pulpa  de d é ,  presentan un gran contenido 

en nutrientes por el  cual  pueden  ser  utilizados como alimento. Sin embargo, es importante 

eliminar o degradar los compuestos  fenólicos  presentes. 



2.2 La pulpa de café 

La pulpa  de  café  es  el primer  subproducto  que  se  obtiene  del  procesamiento  húmedo de las 

cerezas  del cafk y constituye  alrededor  del 40% del peso fresco  de  la fruta entera  (Ramírez 

Martinez y Clifford,  2000).  Por su composición  química, es considerado un subproducto 

agrícolarico  en  nutrientes  que  puede  ser  utilizado  para la  alimentación de  animales  (Tabla  2.2). 

Tabla  2.2  Composición  química  de  la  pulpa  de  café  (Carrizales y González,  1984) 

Base seca (% p:p) PuIpa seca Pulpa ensilada 
Proteínas (N * 6.25) 11.57 13.55 
Fibras 15.24 17.16 
Lípidos 5.00 2.17 
Ceniza 6.67 8.08 
Carbohdratos 61.21 58.50 
Cafeína 0.95 0.83 

Sin  embargo, la pulpa  de  café  contiene  sustancias  naturales  que  son  tóxicas y limitan su 

utilización  para la alimentación animal. Estas sustancias  son  la  cafeína que varía  desde 

0.6  a  1.3 % en base seca (Bressani et al, 1972), y los  compuestos faólicos (Ramírez-Martinez 

y Clifford,  2000).  La  cafeína  provoca  efectos  mtifisiológicos  mientras que los  compuestos 

fenólicos,  pueden originar efectos  antinutricionales  cuando  se  destina  a la alimentación de 

animales debido  a su característica  de unirse con  proteínas. 

2.2.1 Compuestos fenólicos en la pulpa de cafb 

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

tentativamente  identificados  en  la  pulpa  de café. 
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iabía 2.3 Composición  de íos poiifenoles  simpies de ia  puipa  de  café  jikamírez-Martínez y 

Cíifford, 2000 j 

Compuestos fenólicos Base  seca 
(96 p:p) 

áCid0 5-~af2~iiquinico 42.2 
epicatequina 2í.6 
acido 3,4-&caieoiíqdnico 5.7 
ácid0  3,S-dicafeoilquinico i9.3 
acido  4,S-ciicafeoiiquhiCo 4.4 
catequina 2.2 
rutina 2.2 
acido  protocatequico i .B 
ácid0 fedico 1 .o 

Eí ácid0  clorogénico  (cafeoiíquínicoj y sus isómeros son íos compuestos  fenóiicos  que 

mayormente se encuentran  en  la  puípa  de  cafe.  Por  ser  materia  vegetai y formar  parte  de un 

fiuto,  la  pulpa  de  café  contiene otras sustancias,  además  de  compuestos  fenóiicos (labia 2.4) 

Tabla 2.4 Otros  compuestos  de  ía  puipa  de  cafe @as, i 978 j 

Compuesto  Base seca 

'lanmos l. 80-8.56 
Sustancias  pécticas  totaies 6.5 
Mucares reductores 12.4 
Azúcares no reductores 2.0 
Cafeha i .3 
Ácido  clorogénico 2.6 
Ácido  caféico total 1.6 

(% p:p) 

La idormacion sobre los taninos  de  ía  pulpa de cafe es escasa y en  ocasiones  contradictoria. 

Aunque  estudios  previos  sugirieron  la  presencia  de  taninos hidrolizabies (gaiotaninos y 

elagitaninosj  en ia puipa  de  ca€é,  se  demostró  que íos taninos  presentes,  en  su  mayoría son 

proantocianidinas.  Recientemente, un trimer0 de proantocianidina se aislo de ía pulpa de 

(C. canephora) y se determinó  que  tenía  actividad  antioxldante  (Kamírez-Martinez y 

C'iiEord, 2üüü j. 



2.2.2. Ensiiaje de ia  pulpa de café 

Una  manera  de  conservar y aimacenar  las  grandes  cantidades  de  pulpa  de café que se obtiene 

durante el beneficio  del  café,  es  por  medio  del  ensilaje. El ensilado es un proceso  fennentativo 

bajo  condiciones  anaerobias  que  favorece  el  desarrollo  de  bacterias  capaces de producir  acido 

láctico,  por  el  cual  el  material  vegetal  se  conserva  (Ramirez-Martinez et al, 2000; Gaime- 

Yerraud et al, 2000).  El  ácido  láctico o acido  a-hidroxi-propionico (CH&HOHCOOH), es  el 

reponsable de la  leche  agriaque  el  hombre  conoce  desde  hace  miles de años. Es consecuencia  del 

desarrollo  de un tipo  peculiar de  microorganismos  englobados en un grupo denommado 

bacterias  del  ácido láctico (Parés y Juárez,  19973. La rápida  acidificación  del  medio  inhibe 

microorganismos  causantes de la  descomposicion y de ésta manera, se conserva  el  producto 

(Heinz,  1986).  Durante  el  proceso  del  ensilaje  de  la  pulpa  de  café seca, se observó  que  hubo 

una  importante  disminución  del  total  de  compuestos  fenólicos y particularmente  del  ácido 

clorogénico  (de  850 a 150 unidades  de  absorbancia). En la  Figura 2.7 se muestran los 

cromatogramas  de  análisis  de  los  compuestos  f’mólicos  por HPLO de la pulpa de café  después 

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

ai b) 

i 
Figura  2.7  Perfil  de los polifenoles  totales  antes (a> y después (b) de  ensilar  durante  30 días 

pulpa  de  café  (Gaime-Perraud,  1995) 
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Posiblemente  la  disminución  que  se  observó  de los compuestos  fenólicos  en  la  pulpa  ensilada 

fue  debida  a  la  presencia  de las bacterias  lácticas,  pues  son los principales  microorganismos  que 

están  presentes  a lo largo  del  ensilaje y que  además,  son los responsables  de  conservar el 

producto.  Otra  observación  sobre  la  variación  de los compuestos  fenólicos de la  pulpa  de d é  

fue  también  reportada  por  Ramírez-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  disminuyó en más de un 40% después de un período de  más 

de 100 días. 

2.3 Degradación  de  compuestos fenólicos por microorganismos 

Los taninos y los compuestos  fenólicos en  general, se encuentran  ampliamente  distribuidos en 

el  reino  vegetal y son  considerados  como  estructuras  importantes  por  servir  como  defensa  ante 

la  descomposición  microbiana.  Esta  característica de resistencia es atribuida  a la habilidad  de 

estas  substancias  para  inhibir  el  crecimiento  de  microorganismos  por  unirse  fuertemente  a 

proteínas  y  polisacitridos  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 úrica fiiente de carbono. 
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Tabla 2.5 hhcroorganismos  capaces  de  crecer  sobre  taninos 

Microorganismo Substrato  de  taninos  Otros  autores 
Hongos  filamentosus 

Aspergillus  niger 

Aspergillus  niger 
Aspergillus  oryzae 
Calvatia  gigantea 
Penicillium S p. 
Penicillim a&metzi 
Trichoderma  viride 

Levaduras 
Candida sp. 
Calvatia  gigantea 

Candida  guilliermondii 
Candida  tropicalis 
Torulopsis  candi& 

Saccharomyces  rowzii 

Achromobacter sp. 
Azotobacter  vinelandii 
Escherichia  Cali 
PseudornonasJuorescens 
Corynebacterium sp. 
Klebsiellapneumoniae 

Bacterias 

Bacillus lichen rfomzis 
Streptococcus  gallolyticus 

CitrobacterJi.eundii 

Pantoea  agglomerans 
Pefobacters p. 

Coprococcus S p. 

extracto de semillas  de 
A @ r s  communis 

ácido  tánico 

ácido tánico 
catequina 

taninos 

ácid0  tánico, hido gálico, 
protocatequico,  catecol y 
catequina 
ácido tánico 
ácido  tánico,  ácido g á h ,  

extracto de  taninos 
condensados 
ácido  tánico y ácid0 

ácido gálico 
ácido  gálico,  pirogalol y 
floroglucinol 
ácido  gálico, pirogdol y 

gálico 

Scalbert, 199 1 

Aguilar et a l ,  2000 
Lane et al, 1996 
Scalbert, 199 I 
Scalbert, 199  1 
Scalbert, 199 1 
Scalbert, 199 1 

Aoki et al, 1975 
Galiotou-Panayotou 
e td ,  1988 
Scalbert, 199  1 
Scalbert, 199 1 
Otük y Deschamps, 
1983 
Scalbert, 199  1 

Scalbert, 199  1 
Scalbert, 199  1 
Scalbert, 199  1 
Scalbert, 1991 
Scalbert, 199 1 
Deschamps et al, 
1980 

Monda1 y Pati, 2000 
O'Donovan Y 
Brooker, 200 1 

Ajay-Kumar et al, 
1999 
Zeida et al, 1998 
Parés y Juiirez, 1997 

Parés y Juárez, 1997 
floroglucinol 
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2.3.1  Defensas  microbianas  contra  compuestos fenólicos 

Varios mecanismos de detoxificación  pueden  contribuir  a  la  explicación  del  crecimiento  de 

microorganismos  sobre  medios  ricos en taninos. La secreción de sustancias  poliméricas, la 

producción  de  enzimas  que  degradan  compuestos  fenólicos y la  oxidación  de los mismos son 

algunas de  ellas. 

2.3.1.1 Secreción de polimeros  que  fijan taninos 

Algunos  microorganismos  pueden  secretar  fuera de la  célula  polímeros  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  secreción  de  proteínas  de  la  saliva 

rica  en hdroxi-prolina  que  presenta  una  alta  afinidad  a  los  taninos  (Scalbert, 199  1). 

23.1.2 Oxidación de taninos 

Los taninos  pueden ser oxidados  por  polifenoloxidasas  transfonnando su estructura y de esta 

manera  disminuir su toxicidad.  Los  taninos  inducen  la  síntesis  de  la  enzima  lacasa  (benzenediol 

oxígeno  oxidoreductasa)  en  hongos de los  géneros Trametes  hirsuta (Scalbext, 1991) y 

Phunerochuete chlysosporium (Srinivasan et d, 1995). La  lacasa  oxida el núcleo  fmólico por 

un electrón  formando un radical  libre  fenoxi, el cual origina polimerización  expontánea  (Chefetz 

e t d ,  1998). También  pueden  inducir la co-polimerización de proteínas  solubles  con taninos u 

otros  fenoles y eventualmente  inactivar l a s  enzimas hgicas  que dañan al  invasor (Sdbert, 

1991). 

2.3.1.3 Enzimas  degradadoras  de  compuestos fenólicos 

Aunque  enzimas  como la a-amilasa y la tripsina son inhiiidas por  compuestos  fenólicos 

(Quesada et al, 1995), pocas enzimas  como la tanasa (Aguilar et ul, 2000), la  ácid0 &co 



descarboxilasa  (Zeida et ul, 1998) y enzimas  que  degradan  taninos  condensados (Otiik y 

Deschamps, 1983; Galiotou-Panayotou y Macris, 1986) aumentan su actividad en presencia  de 

estos  compuestos. La enzima  ácido  tánico  hidrolasa (ATH) mejor  conococida  como  tanasa, 

actúa  sobre los  taninos  hidrolizales  como  el  ácido  tánico,  ácido  digálico  y  metilgalato. La tanasa 

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

esterasa 

metil  galato 

UH 
/ 

depsidasa 

O 

%OH 
ácido  ekQco 

Figura 2.8 Actividad  esterasa y depsidasa  de la  tanasa 

El ácido  clorogénico, un dépsido  del  ácido caféico y ácido  quínico,  es  degradado  por  la  tanasa y 

se  reportó  que  fue  hidrolizado  en  el  jugo  de  uva,  produciendo  ácido caféico  y kid0 quínico. La 

tanasa  también  hidroliza las moléculas  de  (-)-epicatequina  galato y de (->epigalatocatequina-3- 

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

Las  tanasas  presentes  en  los  microorganismos  que  habitan  en  el  suelo  probablemente  juegan un 

papel muy importante  en  ladescomposición y reciclaje de  materiales  de  plantas  que  contienen 

taninos  (Lekha y Lonsane, 1997). Efluentes  conteniendo  fenoles  son  productos  de  la  industria 

de  carbón,  tintorerías,  refinadoras  de  aceite y durante la molienda  de la pulpa y el  café. Estos 

métodos  son  antiecológicos  causando  coloración en las aguas receptoras. Sin embargo,  hay 

métodos  de  defenolización  de l a s  aguas  de  desecho  incluyendo  la  extracción  con  solventes, 

adsorción  con  carbón  activado,  degradación  microbiana y oxidación  química. A pesar de  que 

21 





estos métodos  son  utilizados  se  tienen  los  inconvenientes  de alto costo,  purificación 

incompleta,  formación  de  subproductos  peligrosos o restricción  para  aplicarlo  a  contaminantes. 

Por lo que  otros  métodos  con  tecnologías  enzimáticas  son  necesarias  para  los  tratamientos  de 

degradación  de  compuestos  fenólicos (Kadhlm, 1999).  Por  dicha  razón,  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  degradación  de  taninos  condensados por 

microorganismos  es un área  que  no  ha  sido  explorada en detalle  (Lekha y Lonsane,  1997). 

Galiotou-Panayatou et al (1988)  aislaron  un  enzima  de la levadura Culvateu  giguntea que 

hidrolizó la catequina.  Por  otra  parte,  se  encuentran  enzimas  que  degradan  los  ácidos  fenólicos 

simples  como  la  enzima  ácido  gálico  descarboxilasa  (AGD)  que  cataliza la descarboxilación  del 

ácido  gálicoa  pirogalol  (Figura  2.9). 
OH OH 

OH* .-+ O H P  

O O 

ácido @co pirogalol 

+ coz 

Figura  2.9  Degradación  de  ácido g&co en  pirogalol  por  la  enzima  ácido  gálico  descarboxilasa 

&ida et al (1998) pdlcaron y caracterizaron  la  enzima  producida  por la bacteria Puntoeu 

agglomeruns y encontraron  que el microorganismo  también  presenta la actividad  tanasa  capaz 

de  hidrolizar  el  ácido  tánico.  Asimismo,  O’Donovan y Brooker  (2000)  reportaron  las unidades 

formadoras  de  colonias  de S. gaZlo2yticu.s que creció  sobre  placas  de agar con 0.75 y 3% de 

ácido  tánico. El microorganismo  creció y después  se  observó  que  presentaba  la  actividad  AGD 

en presencia de 1 % de  ácido @co, 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  fenólicos y aislar 

las  enzimas  responsables. A continuaciónse  describen  a  las  bacterias  lácticas  debido  a  que  son 

degradadoras  de  compuestos  fenólicos. 

2.4 Bacterias lácticas 

2.4.1 Generalidades 

Las  bacterias  lácticas  son un grupo de  bacterias  Gram-positivas,  inmóviles,  no  esporuladas  que 

fermentan  azúcares  produciendo  ácido  láctico.  Pueden  crecer  a  diferentes  temperaturas,  en 

presencia  de  altas  concentraciones  de  sal y ácido o bien,  se  desarrollan  en  hábitats  anaerobios o 

en  presencia  de  pequeñas  cantidades  de  oxígeno.  Son  microorganismos que no poseen  sistema 

citocromo y carecen de la  enzima  catalasa y por  lo  tanto,  no  pueden  descomponer  el  peróxido 

de  hidrógeno.  Son oxidasa negativa  porque  no  presentan la enzima  oxidasa la cual  activa la 

oxidación  del  citocromo  reducido  por  el  oxígeno  molecular. No reducen los nitratos y se 

clasifican  como  microorganismos  heterofermentativos y homofermentativos. Los últimos  se 

caracterizan  por formar solo  ácido  láctico  como  producto  de  la  fermentación  mientras  que  los 

heterofermentativos,  producen  otros  ácidos  orgánicos  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  Iácticas 

(Seale,  1986) 

Ruta  aerobia 

I. Hornofermentativa 

1 Glucosa (o fructosa) 

2. Heterofermentativa 

1 Glucosa (o fi-uctosa) 

Ruta anaerobia 

1. Homofermentativa 

a). 1 glucosa (o fmctosa) 

b). 1 pentosa 

2. Heterofermentativa 

a). 1 glucosa 

b). 3 hctosa 

c). 2 hctosa + 1 glucosa 

d). 1 pentosa 

1 &ido láctico + 1 ácido  pirúvico" + 1H20 

1 ácido  láctico + 1 ácido acético + 1 COZ + 2H20 

2 ácido láctico 

1 ácido láctico + ácido  acético 

1 ácido láctico + 1 etano1 + 1 COZ 

1 ácido láctico + manitol + 1 ácido  acético + 

1 c02 

1 ácido láctico + 1 ácido acético + 1 COZ + 

2  manitol 

1 ácido láctico + 1 ácido dtico 

* El ácido  pirúvico es oxidado  a  acetoina,  ácido acético, ácido  fórmico y COZ 

El ácido Iictico es el metabolito  que  producen  en  mayor  cantidad l a s  bacterias lácticas y 

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

bueno o pobre  que  contribuye  a la reducción  del  crecimiento  de  microorganismos  patógenos y 

causantes  de la descomposición  de  alimentos. El ácido acético  es otro ácido  orgánico  que 

producen l a s  bacterias  lácticas. Cuando el ácido láctico y acético no están  disociados, Wan la 

membrana  celular  de  otros  microorganismos  presentes  dando  como  resultado la mhtbición  del 

transporte  de  sustrato y la actividad ATPasa (Vuyst y Vandamme,  1994). En muchos casos, 
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las  bacterias  lácticas  se  detectan en productos  alimenticios  sin  que  ocurra  descomposición, lo 

que  hace  suponer  que su presencia  es  benéfica  en  función  a  que  compiten  exitosamente  con 

microorganismos de descomposición.  Las  bacterias  Iácticas  pueden  antagonizar  con otros 

microorganismos en  diversas  formas  como  es: la producción  de  ácidos  orgánicos 

(principalmente  ácid0  láctico),  formación de peróxido  de  hidrógeno,  bacteriocinas y por 

competencia  por  el  sustrato  (Mauguin y Novel, 1994). Por esta característica, l a s  bacterias 

lácticas  son  empleadas en la  conservación  de  productos  cárnicos  y  pescado  (Rebecchi et al, 

1998; Lindgren y Pleje, 1983; Guerrero y Arteaga, 1990), lácteos  como  la  leche  ácida,  el  kefir, 

el yogurt  (Mitsuoka, 1978; Bozoglu y Ray, 1995) y en alimentos  de  origen  vegetal como 

pepinillos,  aceitunas  (Parés y Juárez, 1997; Bozoglu y Ray, 1995; Breidt y Fleming, 1997) y 

col ácida  (“sauerkraut”)  (Mtddelhoven y Klijn, 1997). También  son  esenciales  para la 

obtención  de  mantequilla  fermentada,  miso,  salsa  de  soya y sake  (Mauguin y Novel, 1994). 

Forman parte  de  la  fabricación  de  muchos  quesos  ya  sea solas, o en  conjunción con hongos y 

propionilbacterias  (Boubekn y Otha, 1996). También  son  empleadas  en la preparación de 

aditivos  para la  alimentación animal de  forrajes  ensilados  (Salawu et al, 2001) y  en la 

conservación  de  residuos  agrícolas  como  maíz y alfalfa  (Chunjian et d, 1992), sorgo y trigo 

(Lane e t d ,  1981). 

Las  bacterias  lácticas  han  mostrado  diferentes  actividades  enzimáticas  como es la  síntesis de 

amilasas por Lb. plantarum (Fitzsimons y O’Connell,  1986;  Olympia et d, 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  observación  de  halos  de  hidrólisis. 

Las bacterias  lácticas  incluyen los géneros  de Aerococcm,  Carnobacterium,  Enterococcus, 

Lactococcus,  Vagococcus,  Streptococcus, Pediococcw, Leuconostoc,  Lactobaciltus, y 

Weissella. En la Tabla 2.7 se muestran los géneros  y  las  especies de estos mictoorganismos. 
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Tabla 2.7 Géneros y especies  de  bacterias  lácticas  (Collins et al, 1993) 
-~ ~ 

Género Especie 

microbian0 

Aerococczrs A. urinae, A. viridans 

Carnobacterium C. piscicola, C. mobile 

Vagococcus V. fluvialis, V. salmoninarum 

Enterococcus E. durans, E. faeculis 

Lactococcus LC. garvieae, LC. casei 

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

Lactobacillus  Lb.  delbmeckii,  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. pseudornesenteroides, Ln. citreum,  Ln.  lactis 

Weissella K kandieri, K viridescens, K minor, W. halotoleram, 

W. paramesenteroides, W. hellenica, W. conjüsa 

Las bacterias  Iácticas  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  características  comunes de 

todos  éstos  medios  son la presencia  de  azúcar, la adición  de  productos  naturales  complejos en 

cada caso y, para el  aislamiento,  la  presencia  de  substancias  inhibidoras  del  crecimiento de 

otros  microorganismos  (Parés y Juárez, 1997). 

Las bacterias  Iácticas  están  ampliamente  distribuidas en la naturaleza y también  se  encuentran 

en el  intestino y vaginade humanos y animales,  así como en  productos  agricolas.  Las  bacterias 

lácticas que  colonizan el intestino  de  humanos y animales  son  nativas  del  intestino y son 

diferentes  de  las  bacterias  lácticas  encontradas  en los alimentos. Algunas especies  bacterias 
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Iácticas  como  bifidobacteria y enterococci (S. faecalis y S. faecium) son de l a s  bacterias Iácticas 

predominantes en el  intestino humano.  También  se  encuentran  lactobacilos  como 

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

2.4.2 Degradación de compuestos fenólicos 

Deschamps et  al (1980) fueron de los primeros  investigadores en aislar 15 bacterias 

pertenecientes  a los géneros de Klebsiella y Bacillus capaces  de  degradar  ácido  tánico y asimilar 

otros  compuestos  fenólicos.  Whiting (1973) fue  de los primeros  investigadores  en reportar 

actividad  de las bacterias  Iácticas  sobre  compuestos  fenólicos  presentes  en  la  fermentación  de la 

cidra.  Durante  la  elaboración de este  producto,  cuando se lleva  a  cabo la fermentación 

maloláctica, las bacterias  lácticas  presentes  consumen  ácido  málico  para  producir  ácido  láctico 

y ácido  acético  con la finalidad  de  disminuir el nivel  de  acidez  del  producto, se observó  que el 

quinato  fue  metabolizado  después  de  completarse  la  fermentación  maloláctica, y sus ésteres el 

ácido  clorogénico y p-cumarilquínico,  fueron  metabolizados.  Bacilos  heterofermentativos y 

algunos  hornofementativos,  redujeron  el  quinato y un compuesto  relacionado, el sikimato. Los 

bacilos  heterofermentativos  hidrolizaron  el  ácido  clorogénico en dos  partes  metabolizables, el 

ácido  quínico y el  ácido  caféico.  Posteriormente,  redujeron  el (-) quinato  a (-) dihidrosikimato 

mientras  que los bacilos  homofermentativos, lo transformaron  a un estado más  reducido (3,4- 

dihidroxiciclohexanecarboxilato). El  sikimato fue reducido  a  algunos  productos y fue un 

intermediario en la  ruta  de  reducción  del  quinato  a  ácido  dihidroxikimato  (Figura 2.1 1). Una 

característica de esta  ruta  es  el  hecho de que  ambos D y L lactatos,  actuaron  como  donadores 

de  hidrógenos  para  reducir este compuesto.  También  se  observó  que el lactato fue oxidado 

hasta  acetato. 
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2 quinato + lactato LI_, 2 dihidroxilumato + acetato + COZ + 
H20 

quinato + lactato --b 3,4-dih1droxiciclohexan~xilato + 

acetato + C 0 2  + H20 

Figura  2.1 O Reducción  de  quinato por  bacterias  lácticas  presentes  en  el  proceso  de  elaboración 

de  la  cidra  (Whiting,  1973). 

Las  bacterias  hornofementativas como Lb. plantarum no solo  reducen  el  quinato,  al mismo 

tiempo  bajo  condiciones  anaerobias,  oxidan  una  proporción  del  producto  por  acción  de una 

dehidratasa y descarboxilasa  a  catecol.  Algunos  lactobacilos  heterofermentativos  hidrolizan  el 

ácido  clorogénico y reducen el  quinato.  El  producto  aromático junto con el ácido  caféico  libre 

presente, es reducido  a  ácido  dehidrocaf&co y desearbodado a  etil  catecol.  Aparentemente, el 

lactato  actua  como  donador  de  hidrógeno  con  el NAD dependiente  de  lactato  deshidrogenasa 

como  la  enzima  activa  (Whiting,  1973). 

Por  otra  parte,  Bravo et al (1994)  y  Hara  (1997)  reportaron  que  durante  ensayos de 

fmentación in vitro, realizando  estudios  del  efecto  de  polifenoles  (catequina y ácido  tánico) 

sobre la microflora presente  en  el  tracto  intestinal  de  ratas,  la  catequina no tuvo u11 efecto 

negativo  sobre  las  bacterias ládcas. Ambos,  el hido tánico  así  como la catequina,  fueron 

degradados  durante la fermentación.  Posteriormente,  Osawa et  al (2000) aislaron  a prtir de 

alimentos  fermentados y de heces  de  humanos, 25 bacterias  lácticas  de  los  géneros 

Lb. plantarum,  Lb.  pentosus y Lb.  paraplantarum con capacidad de crecer  sobre  placas  de agar 

con  ácido  tánico  como única fuente  de  carbono y degradar  ácido  gálico en pirogalol. Sin 

embargo,  no  estudiaron el efecto  que  presentaban  los  compuestos  fenólicos  sobre la producción 

de ácido  láctico  por  las  bacterias  reportadas.  O’Donovan y Brooker  (2001)  realizaron  un 

estudio  del  efecto  del  ácido  tánico  sobre  la  producción de ácido láctico por l a s  bacterias 

ruminales S. gallolyticus y S. bovis y encontraron  que  producen  la  misma  cantidad  de á d o  
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láctico en presencia o ausencia  de  ácid0  gálico y además, lo degradan  completamente hasta 

pirogalol. 

29 



2.5 Conclusión 

En éSta revisión bibliogáiica se  estudió  la  clasificacidn y la importancia  que  tienen  los 

compuestos  fenólicos  como  parte  integral  del  metabolismo de las plantas  puesto  que  actúan 

como  soporte  mecánico y barrera  contra  microorganismos. La  principal  característica  de  los 

polifenoles es la  afínidad a las  proteínas,  carbohidratos y enzimas  por  lo  que  se  consideran 

compuestos  antinutricionales. Por ésta  razón,  materiales  agrícolas  ricos en nutrientes  y 

polifenoles  como es la pulpa  de  café,  no  puenden ser destinados  a  la  alimentación  de ganado 

debido  a  que  los  polifenoles  se  encuentran  unidos  a  las  proteínas y el animal  no  puede 

asimilarla. No obstante, se  hizo  una  revisión  de  los  mecanismos de degradación  de  polifenoles  a 

través  de  enzimas o de la  secresión  de  polimeros  que fijan taninos y la  oxidación  de  taninos. 

También  fue  importante  detallar  que hay  medios  químicos  a  tráves de los  cuales  se  pueden 

degradar  los  polifenoles;  sin  embargo,  éstos  procesos  son  costosos  por  lo  que una alternativa es 

la  degradación por vía  enzimática.  Hay  diversos  reportes  de  microorganismos  que  poseen  las 

enzimas  adecuadas  para  degradar  compuestos  fenólicos y en la  mayoría  de  los  casos, se 

reportan  a  los  hongos  como  principales  degradadores  de  polifenoles.  Existen  pocos  reportes 

sobre  bacterias.  Sin  embargo,  las  bacterias  lácticas  han  tomado un papel muy importante como 

degradadoras  de  compuestos  fenólicos.  Por esta razón, se hizo una revisión de l a s  bacterias 

lácticas, sus caractensticas  y la importancia  de  utilizar  estos  microorganismos  para la 

conservación  de  subproductos  agrícolas  como en el ensilaje de pulpa  de café. Algunas de éstas 

bacterias  pueden  degradar  los  compuestos  fenólicos  presentes  en  desechos  agrícolas 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. 





3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Evaluar  la  degradación  de  compuestos  fenólicos  (ácido  gálico y ácido  tánico)  por  bacterias 

lácticas  aisladas  del  ensilaje de la pulpa  de &é 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Seleccionar  cepas  de  bacterias  lácticas  capaces  de  crecer  en  medio  sólido con ácido  tánico 

y degradar  ácido gálico en un medio  líquido 

3.2.2 Evaluar el efecto del  ácido gálico sobre  el  consumo  de  glucosa y la  producción de ácido 

1áCtiCO 

3.2.3 Evaluar  el  efecto  del precultivo sobre  la  biodegradación  de  ácido  gálico  por Lactobacillus 

plantarum (LO8) y Pediococcuspentosaceus (L20) en  presencia 9 y 26 gL” de  ácido @co 

3.2.4 Obtener  el  patrón  de  producción  de  pirogalol por las  cepas Lactobacillus  plantarum 

(LOS) y Pediococcmpentosaceus (L20) 
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4. MÉTODOS Y MATERMUS 

En este  capítulo  se  describen los métodos y materiales  empleados  para la  selección de  bacterias 

lácticas degradadoras  de  compuestos  fenólicos.  También se presentan  las  técnicas  analíticas 

empleadas  para  hacer  la  selección  de  bacterias  basándose en su capacidad  de crecer sobre agar 

con  ácido tánico como fuente  de  carbono,  así  mismo las técnicas  empledas  para  el  estudio  de la 

biodegradación  de  ácido gálico. 

4.1 Estrategia experimental 

La  estrategia  experimental  para la selección de cepas  bacterianas 

biodegradación  de ácido gálico se muestran  en la Figura 4.1 

bacterias  lácticas 

ler etapa de seleccón 
Crecimiento en  medio 
sólido  con  ácido tánico 

Degradación  de  ácido  gálico 
en  medio  líquido 

y el estudio  de la 

I 

Estudio  cinético  de  la 

ácido gálico 
bre  la  producción  de  ácido  láctico biodegradación de 

v 
I Efecto del meadtivo I 

(CPr y SPr) sob& la  degradación 
de  ácido gidico por Lb. plantarum 
(LOS) y PC. pentosaceus (L20) a  por  células  latentes 

9 y 26 gL" de  ácido gálico 
producción  de  pirogalol 

Figura 4.1 Estrategia  experimental  para probar la  degradación  de  compuestos  fenólicos por 

bacterias  lácticas 
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Lo primero  que  se  realizó  fue una selección  de  cepas  de  bacterias  lácticas  que  mostraran  una 

actividad  sobre  compuestos  fenólicos  para  ello,  se  consideraron 2 criterios;  el  primero,  de  la 

colección  de 45 bacterias  lácticas  se  seleccionaron  las  cepas  capaces  de  crecer en medio  sólido 

con  ácido  tánico (5 gL-l) en los medios MRS-tan agar y  MRS-glu-tan agur. El segundo 

criterio  consistió  en  la  selección  de  bacterias  degradadoras  de  ácido @co (9 gL" ) en  los 

medios  MRS-glu-gal y MRS-gal.  Posteriormente,  se  realizó un estudio  de la biodegradación  de 

ácido  gálico  donde  se  evaluó su efecto  sobre  el  consumo  de  glucosa y producción  de hido 

láctico  a l a s  72 h de  cultivo  en  microaerobiosis. Así mismo,  se  hizo un estudio  cinético  de  la 

biodegradación  de 9 gL" de  ácido  gálico y se evaluó el  efecto a  una  concentración más alta 

(26  gL") sobre  el  metabolismo  de  las  cepas  ensayadas, Lb. pZantarum (L08) y PC.  pentusaceus 

(L20). Las cinéticas  se  llevaron  a  cabo  debido  a  que  se  estaban  manejando  tiempos muy 

prolongados  de  fermentación (72 h), además  de  que  los  cultivos  bacterianos  fueron  adaptados 

al  ácido gáhco,  es  decir;  a un precultivu (sección 4.4.2.1). También  se  hizo una cinética  de  la 

degradación  de kid0 galico  después  de  que  las  cepas  fueron  inoculadas  sobre una solución 

fisiológica  con kid0 giiltco (9 g L"). 

Se cuantificó la producción  de  biomasa,  consumo  de  glucosa,  produccidn  de  ácido lhctico, 

consumo  de citrato, consumo  de  &ido  gálico y producción  de  pirogalol  para  todos  los  casos. 

Las muestras  se  monitorearon  a  intervalos  de  12 h hasta l a s  72 h. Se observó  que  desde las 12  h 

de  fermentacibn, el ácido gálico había sido  consumido  totalmete  por  lo  tanto,  se  hicieron 

nuevamente  cinéticas y se  monitorearon  muestras  desde  las 2 h  de  incubación hasta las  16 h, y 

un último  análisis  a  las 24 h para  la  cinética  de 9 gL" mientras  que  para la cinktica  con 26 g-L" 

de hido ghlico, se  tomaron  muestras  hasta las 72 h. Todos los  análisis  se  realizaron  por 

duplicado. Cada tubo  correspondía  a un tiempo  determinado  de  la  cinética y fue  analizado  de 

manera  independiente. Los tubos con  el  medio de cultivo heron preparados  con  medio M R S  

de la misma  manera  como  se  describe  en la sección 4.3.3, con  la  adición  de ácid0 

(9 ó 26 gL") y con o sin  glucosa,  además  delprecultivo  (CPr y SPr). 
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4.2 Microorganismos 

Las  cepas  de  bacterias  lácticas  empleadas  en  el  estudio  de  la  degradación  de  compuestos 

fenólicos  pertenecen  a  la  colección IRD-UAMI, que  cuenta  con un total  de  99  cepas 

identificadas  como  bacterias  lácticas. Las cepas  fueron  aisladas  a  partir  del  ensilaje (30 dias) de 

pulpa  de cdé. Ésta pulpa  es un subproducto  que  se  obtiene  durante  la  obtención  del grano de 

café  en  Xalapa,  Veracruz  (Gaime-Perraud,  1995, Suzuki, 1999).  Para  probar la degradación  de 

compuestos  fenólicos,  se  eligieron 45 cepas  tomando  en  cuenta  dos  puntos. El primero, se 

escogieron  las  bacterias  basándose  en la diversidad  de  géneros  microbianos y especies  con los 

que  contaba la colección. El segundo  punto  a  considerar  fue  el  coeficiente de identificación  que 

presentaron las cepas  al  haber  sido  analizadas  a  través  del  sistema  de  identificación  microbiana. 

Ésta  técnica  consiste  en  analizar y cuantificar la  concentración de ácidos grasos bacterianos, 

comparándola  con un patrón  de  referencia (MIDI, 1997). 

El  coeficiente  de  idenfficación  es un valor  numérico  que se encuentra  dentro  de un rango  entre O 

y 1 y representa la cercanía 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 separación  de 0.100 entre el primer 

valor y el  segundo  de la identificación  de  la  cepa  son  consideradas  buenas  identificaciones.  En la 

Tabla 4.1 se  muestran los géneros bacterianos y el  número  de  cepas  que  fueron  ensayadas junto 

con su coeficiente de identificaciónempledas para probar  el  crecimiento  sobre medio sólido en 

con  ácido  tánico y la degradación  de  ácido  gálico  em  medio  líquido. 
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Tabla 4.1 Cepas  seleccionadas  para probar la  degradación  de  compuestos  fenólicos 

Género  microbian0 No. de Coeficiente de 
cepas identificación 

Drobadas 
Lactobacillus  plantarum 9  0.61-0.85 
Lactobacillus corynifomis 4 0.55-0.64 
Lactobacillus  casei 1 0.76 
Lactobacillus  hilgardii 4 0.41-0.93 
Lactobacillus  paracasei 2 0.3 1-0.44 
Lactobacillus  pentosus 1 0.84 
Lactobacillus  b  fermentens 1 0.43 
Leuconostoc  mesenteroides 1 0.7 1 
Weissella  confusa 3 0.69-0.79 
Pediococcw  pentosaceus 4  0.53-0.79 
NI 15 - 

N I :  cepas no identificadas  dentro  de  la  base  de  datos  del  laboratorio  donde 

heron identificadas (MIDI, 1997) 

4.3 Conservación de cepas 

Las cepas  fúeron  conservadas  en el medio de  referencia MRS Lactobacilli (sección 4.3). 

Después de  esterilizados  los  tubos  con  el  medio  de  cultivo y una vez  que  estuvieron a 

temperatura  ambiente, h e  adicionado  el 10% de inóculo. 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 Propagacibn del in6culo 

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  refiigerados  a 4°C para su conservación realizhdose resiembras 1 

vez  cada 30 días. 
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4.4 Medio de cultivo 

Para  el  desarrollo de este trabajo  se  utilizó  el  medto  de  cultivo M R S  (De  Man et al, 1960) que 

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

En  la  Tabla 4.2 se  muestra  su  composición. 

Tabla 4.2 Composición  del  medio MRS Lactobacilli @e Man et al, 1960) 

Compuesto gL-1 
Glucosa 20 
Polipeptona 10 
Extracto de carne 10 
Extracto de levadura 5 
(m)2HC&507 2 
CH3C02Na3H20 5 
MgS04.7H20 o. 1 
MnS04.7H20 0.05 
K2HP04 2 
Tween 80 1 
DH 6.8 

Para  los  estudios  de  la  degradación  de  compuestos  fenólicos por  bacterias lkticas  heron 

preparados  diferentes  medtos  teniendo  como “base” en  cada uno de ellos  los  componentes  del 

medio MRS. Solo  fue variada la  concentración  de  glucosa y se  adicionó  el  compuesto  fenólico. 

En  la  tabla 4.3 y 4.4 se muestra  la  composición  de los medios  sólidos  con hido  thico y los 

medios  líquidos  con  Acid0 @co, respectivamente. 



W’todós y wteríubs 

Tabla 4.3 Composición  de  los  medios  sólidos  con  ácid0  tirnico (gL-’) 

Compuesto  MRS-glu agar MRS-glu-tan agar MRS-tan agar 
Glucosa 5 5 - 
Tánico 5 5 
Polipeptona 10  10 10 
Extracto  de  came  10 10 10 
Extracto  de  levadura 5 5 5 

CH3C02Na-3H20 5 5 5 

MnS04.7H20 0.05 0.05 0.05 

Tween 80 1  1  1 

pH 6.87 4.45 4.45 

(W4)2HC&507 2 2 2 

MgS04.7H20 o. 1 o. 1 o. 1 

K2HP04 2 2 2 

Agar  10  10 10 

Tabla 4.4 Composición  de los medios  líquidos  con  ácid0 gál~co (gL”) 

Compuesto  MRS-glu MRS-elu-gal MRS-gal MRSglu-pal26 
Glucosa 4.5 4.5 - 4.5 
Ghlico 9 9 26 
Polipeptona 10 10 10  10 
Extracto  de  carne  10  10 10 10 
Extracto  de  levadura 5 5 5 5 
(m4)2HCa507 2 2 2 2 
CH3C02Na3H20 5 5 5  5 
MgS04.7H20 o. 1 o. 1 o. 1 o. 1 
MnS04.7H20 0.05 0.05 0.05 0.05 

Tween 80 1  1 1  1 
pH 6.57 4.87 4.87 4.67 

K2HP04 2 2 2 2 

4.4.1 Medio de referencia (MRS Lactobacilli) 

Se disolvió 55 g  de  medio de cultivo MRS LactobaciZZi en 1  litro de agua destilada.  Tubos  de 

ensaye  (con  tapdn 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 sólidos (MRS-glu agar, MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar) 

Se  prepararon  dos  medios. En una  primera  etapa,  fueron  disueltos la “base”de1  medio MRS en 

agua  destilada. Se adicionó  glucosa y agar y fue  esterilizado a 120°C por 15 m i n .  

Posteriormente, éste medio  fue  dividido  en  dos  partes y a una  de ellas  se le adicionó  ácido 

tánico  previamente  esterilizado  a  través  de  una  membrana Millipore@ de 0.22 rnicras. Estos 

medios  fueron  denominados  medios  sólidos  con  glucosa (MRS-glu  agar) y glucosa + ácido 

tánico  (MRS-glu-tan agar), respectivamente. En la segunda  etapa,  se  disolvió  la  “base”  del 

medio y se  adicionó  solamente  agar y se  calentó  hasta  ebullición.  Después el medio h e  

esterilizado (12OOC por 15 min) y el ácido  tánico f ie  adicionado  de la misma  manera  que se 

describió  anteriormente.  Éste  último  medio  fue  denominado MRS-tan agar (Tabla 4.3). Por 

último, los tres medios  fueron  vaciados  en cajas Petri  estériles y se  dejaron  reposar  hasta 

soldificar. 

4.4.3 Medios líquidos (MRS-glu,  MRS-glu-gal,  MRS-gal y MRS-glu-gal26) 

En éSta parte  también se prepararon  dos  medios. En el primero,  fueron  disueltos los 

componentes  de la “base”  del  medio MRS más la  glucosa (4.5 gL-’). El medio  se  repartió en 

tres  partes. En una  de ellas, se  adicionó  ácido  gálico  a una concentración  de 9 gL” y en la 

segunda, 26 gL”. En la tercera  parte no se adcionó ácido  gálico.  Estos  medios k r o n  

denominados  MRS-glu-gal,  MRS-glu-gal26 y MRS-gly respectivamente. En la segunda fase, 

se  disolvió la “base” del medio MRS y se adicionó  ácido  gálico (9 gL”) sin  glucosa,  a éste 

medio  se le IlamÓMRS-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 Características de los medios de cultivo 

Con la finalidad  de  evaluar la capacidad  de  las  bacterias  Iácticas  para  degradar  compuestos 

fenólicos, los microorganismos heron propagados  en el medio MRS LactobaciZZi y 

posteriormente,  fueron  inoculados  en  el  mismo  medio  disminuyendo  la  concentración de 
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glucosa  hasta 5 gL-' (MRS-glu agar y MRS-glu agar) y se  agregó 5 gL-l de  ácido  tánico 

(MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar) o 9 gL" (MRS-glu-gal, MRS-gal) y 26 gL" de kid0 

gállco (ME¿s-glu-gal26). 

4.5.1 Cultivo s6lido en placa MRS con ácido tánico 

A partir  de los cultivos  crecidos  en el medio  de  referencia MRS Lactobacilli, l a s  bacterias 

fueron  inoculados  por  piquete  sobre  placas  de agar con  medio MRS con o sin  glucosa y ácid0 

tánico,  como  fuentes  de  carbono (Suzuki, 1999). Se  incubaron  a 30°C durante 3-5 días. Las 

placas heron cuadriculadas y se  inoculó una cepa  en  cada  pequeño  cuadro  de tal manera  que  en 

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

Figura 4.2 Inoculación  por  piquete  de l a s  45 cepas  de  bacterias lkticas sobre los met 

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

iios 

Transcurrido  el  tiempo  de  incubación  se  observó el  crecimiento  celular  sobre l a s  placas  de los 

medios  MRS-glu agar, MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar, así como la formación de  zonas 

claras  alrededor  de l a s  colonias de  bacterias Iácticas inoculadas  por  piquete  en los medios  con 

ácido  tánico (halos de  hidrólisis  de  &ido  tánico). El medio MRS-glu agar fue  utilizado  como 

control  del  crecimiento  celular  en  ausencia  de  ácid0 tánico. 
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4.5.2 Cultivo en medio liquido  con  ácido gálico 

4.5.2.1 Precultivo 

Se  preparó  elprecultivo  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 gL” de  glucosa y 9gL” de  ácido  gálico)  e  incubados 

a 30°C por 72 h. 

4.5.2.2 Selección de  cepas 

Para  confirmar  la  selección  de cepas de  bacterias  Iácticas  que  tuvieran  la  capacidad  de  degradar 

compuestos  fenólicos y en  este  caso, degradara ácido  gálico; se preparó  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  provenían  delprecuZtivo  e  incubados  a 30°C por 72 h. 

Transcurrido  el  tiempo  de  incubacibn  se  midió el ácido  gálico  por HPLC (columna ODS 

Phenomex C 18). En la  Figura 4.3 se describe la estrategia  experimental  para  realizar la selección 

de  cepas  bacterianas  capaces  de  degradar  ácido  gálico. 
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MRS Lactobacilli 

30°C 1 48 h 
20 gL' glucosa 

aaa 
MRS-glu-gal 

4.5 g~-' glucosa y 
9 gL" gálico 
30°C I 72 h 

0 0 0  
MRS-gal 

9 g-L" gálico 
30°C I 7 2  h 

Figura 4.3 Estrategia  experimental  para  la  selección  de  cepas  capaces  de  degradar  ácido @m 

4.5.2.3 Estudio  de  la  biodegradacibn de ricido  grilico 

Después  del precultivo, el 10% de  cada uno de los 45 cultivos  backrianos,  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  últimos  medios  fue  que  se  llevó  a  cabo  los análisis de consumo de  glucosa, 

producción  de  ácido l á c t i c o  y degradación  de  ácido gáhco por HPLC (columna  para  el  análisis 

de  ácidos  orgánicos Bioh&). En  la  Figura 4.4 se  muestra  el  esquema seguido para evaluar la 

degradación  de kido gáhco. 
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MRS Lactobacilli 
30°C I 48 h 

MRS-glu-gal 

Precultivo 
30°C I 72 h 

Ir 

lW?? 

v 

ms-glu 
30°C I 72 h 

o u o  
ms-glu-gal 
30°C / 72 h 

MRS-gal 
30°C I 72 h 

Figura 4.4 Degradación  de  ácido  gálico  sobre  los  medios  MRS-glu-gal y MRS-gal  teniendo 

como  control el medí0 MRS-glu 

4.5.2.4 Cinética de biodegradacibn de gicido ghlico 

Para el  estudio  cinético  de la biodegradación  de  ácido  gálico  las  cepas  fueron  inoculadas en 

tubos con  medios  estériles ( 120°C/1 5 min) de medio  MRS-glu-gal y MRS-glu-gal 26 

(Tabla 4.4). En un caso,  el  inóculo  provenía  del predtivo (CPr) mientras  que en el otro, 

provenía  del  medio MRS LudobuciZli (SPr). 

También se elaboró una cinética  sobre medio MRS-gal  (SPr).  Por último se prepararon tubos 

con 9 mL de  solución fisiológca (0.9% de NaCl  en agua) y se adicionó  ácido gálico (9 gL"). 

Los tubos  fueron  esterilizados ( 120°C/15 min). Una  vez  que  estuvieron  a  temperatura 

ambiente,  se  inocularon  con  10%  de  inóculo  proveniente  del  medio M R S  Luctobacilli. Las 

muestras  que  corresponden a los medios  MRS-glu-gal (CPr y SR) y MRS-gal  (SPr), así corno 



los tubos preparados  con  solución  fisiológica y ácido  gálico  fueron  monitoreadas  desde  las 2 h 

de  incubación hasta l a s  16 h y un último análisis a l a s  24 h, mientras  que  las  muestras  de MRS- 

glu-gal26 (CPr y SPr),  fueron analizadas hasta  las 72 h de fermentación. 

4.6 Preparación de las muestras 

4.6.1 Para  la selección de  cepas 

En la Figura 4.5 se muestra el  tratamiento  de l a s  muestras  para la seleción  de las cepas  con 

capacidad  de  crecer  en  ácido  tánico y degradar  ácid0 @cm 

piquete 

r 

Medio MRS con 5 mL de  cultivo 
hido gálico 

t 
Crecimiento  celular y Tubos  con 10 mL 
formación  de  halos  de de  cultivo MRS (5 O00 rpd20 min) 

hidrólisis Lactobacilli 

Congelación  a -20°C 

membranas Millipore@ de 

20 pL del 
sobrenadante 

Ácido gato por  HPLC 
(Columna  Phenomex  C 18) 

Figura 4.5 Preparación  de  las muestras para la selección  de  cepas  capaces  de  crecer  sobre  placas 

con ácido  timico y degradar hido gálíco 
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4.6.2 Estudio de la biodegradación  de  ácido giilico 

El procedimiento  seguido  para  preparar las muestras y analizar  biomasa, glucosa,  citrato,  ácido 

láctico,  degradación  de  ácido gálico y pirogalol  en  los  cultivos de bacterias  Iácticas se muestra 

en la  Figura 4.6. 

1 
i- 

'Tubos con 1 O mL de @tar en 
cultivo vortex 

(5 O00 rpm) m 

-7 
am @0=660 m) 

S I  Congelar a -20 "C 

membranas MiIiipre@ de 
0.22 Vrn 

J pk , 
sobrenadante HPLC 

I I 
(Columna de ácidos grams, 

AMINEX BioRad@) 

* 

Figura 4.6 Procedimiento  para  preparar l a s  muestras y hacer  los análisis de pH,  biomasa, 

glucosa,  citrato,  ácido  láctico,  ácido  gálico y pirogalol 
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4.7 Técnicas analíticas 

4.7.1 pH 

El pH de los cultivos  bacterianos  se midó directamente  sobre  el  medio  de  cultivo  desputs d e l  

tiempo  de  incubación. La medición  se  realizó  com un potenciometro  marca Conductronic@, 

calibrando  con  solución  buffer  pH 4 y 7. 

4.7.2 Crecimiento celular 

Dos mL del  cultivo  bacteriano h e  colocado en una celda espectofotométrica.  Por  otra  parte, 2 

mL de  medlo  del  cultivo  de  bacterias  fue  centrifigado  a 5 O00 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  espectrofotómetro. Este fíltrado  fue  utilizado  como  blanco  para  la 

medición  de  biomasa Las celdas  se  colocaron  en un espectofotómetro  marca Shimadz& 

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

4.7.3 Análisis de glucosa, citrato,  ácido láctico y pirogalol  por HPLC 

Depues  del  tiempo  de  fermentación, 2 mL del  cultivo  de  bacterias fue centrifbgado a 5 O00 rpm 

durante 10 min. Posteriormente,  se  filtrb  el  sobrenadante  por medio de  membranas Millipore@ 

de 2 pm y se analizó por  HPLC.  En  la  Tabla 4.5 se  muestran  las  características  de  la c o l u m n a  

para el  análisis  de  ácidos  orgánicos y glucosa  (Aminex HPX 87H BioRadB). Los tiempos de 

retención  del citrato, glucosa, ácid0  láctico y pirogalol  fueron 8.8, 9.6, 13.5 y 26.7 minutos, 

respectivamente. 

4.7.4  Ácido  ghlico 

En la Tabla 4.5 se enlistan l a s  características de las columnas  empleadas  para  el  análisis  de 

&ido @m. 
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Tabla 4.5 Columnas para  cromatografia  empleadas  para  el  análisis de ácido @co 

Medida 
Detector 
Temperatura 
Bomba 
Flujo 
Fase  móvil 
Absorbancia 
Sonicador 

Columna PhenomenexB 
ODs 

400mmx7.8mm 
uv,  Beckman  modelo 168 

40°C 
Binary LC pump 250 

1.6 mL min" 

280 nm 
Branzon 2 200 

1% (Vh) HCOOH*H20 

Columna Aminex HPX 87H 
Bio-Rad@ Organic acid analysis 

300mmx7.8mm 
Índice de refracción LC-30 RI 

50°C 
Binary LC pump  250 

0.6 mL min" 
5 mM H2SOfi20 

Branzon  2  200 

Para  la  primera  parte  de  la  selección  de  cepas  capaces  de  degradar  ácido  gálico  las  muestras 

heron centrihgadas, filtradas  (sección 4.6.3) y analizadas  por HPLC. El tiempo de  retención 

del  ácido  gálicoen ésta primer  etapa fue 6.8 min,  empleando  la columnaPhenom@ ODs. Para 

evaluar  el  efecto  del  ácido  gálico  sobre  la  producción  de  ácido  láctico así como su estudio 

cinético  de la biodegradación y se realizaron  por HPLC utilizando la columna  Aminex HPX 

87H Bio-R&@. El  ácido  gálico  presentó un tiempo de retención  de  29.52  min. 

4.8 Expresi6n  de  resultados 

4.8.1 Ácido gálico 

La  expresión  del  ácid0  gálico (G) se realizó  después  de  la  medición  por HPLC de los cultivos 

bacterianos  de la siguiente forma: 

AG = ácido  gálicodegradado (gL") 

D = factor  de  dilución  de  la  muestra  durante  el  análisis  por HPLC 
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4.8.2 Glucosa 

La expresión  de la glucosa  se  realizó  después  de  la  medición por HPLC de  los  cultivos 

bacterianos  de  la  siguiente  forma: 

AG1=  (Glinicial - Glfinal) * D 

bG1=  glucosa consumida (gL") 

D = factor de  dilución  de  la  muestra  durante el  análisis  por  HPLC 

4.8.3 Ácido  láctico 

La expresión  del  ácido láctico producido  se  realizó  después  de la medición por HPLC de los 

cultivos bacterianos de  la  siguiente formx 

AL = @inicial - Lfinal) * D 
AL = ácido  láctico  producido (gL") 

D = factor de  dilución  de  la  muestra  durante el  análisis  por  HPLC 

4.8.4 Pirogalol 

La expresibn  del  pirogalol  producido  se  realizó  despubs de la medición  por  HPLC  de los 

cultivos  bacterianos de la siguiente  forma: 

AI' = @inicial - Pfinal) * D 
AP = pirogalol  producido (gL") 

D = factor  de  dilución  de la muestra  durante  el  análisis  por  HPLC 

4.8.5 Cálculo de la velocidad específica de crecimiento 

Para  calcular  la  velocidad especifica de crecimiento (p) se  evaluó  el  modelo logística 

Donde p, es la  mhxima  velocidad  de  crecimiento específico, X,, es el valor m k h o  de X. La 
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solución  a  la  ecuación  de  la  logística es la siguiente: 
-7 

En  donde X, representa el  valor  de X cuando  t = O. 

4.8.6 Cálculos de los coeficientes a, f3 y a*p del  modelo de Luedeking y Piret 

Para  conocer si la  producción  de  pirogalol (gL”) estaba  asociada  al  crecimiento  fue  utilizado el 

modelo  de  Luedeking y Piret ( 1959) 

dP dx -=a-+BX 
dt  dt 

Si  la  ecuación (3) es dividda entre la biomasa (X), se puede  expresar de la  siguiente manera 

En  donde sp y p son  definidas como 

1 d p  
X dt 4p - ” 1 d . y  i’-xdt 

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

4p =aP+ B (6) 

en donde qp = producción  de  pirogalol, ap es el  término  asociado y f3 el  no  asociado al 

crecimiento.  Al graficar los valores  de q p  y p en la fase  exponencial,  la  pendiente  será a y la 

ordenada  al  origen será f3. 
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5. SELECCI6N DE CEPAS 

Una  de  las  aplicaciones potenciales de  las bacterias lácticas para la  conservación de 

subproductos  agrícolas es el ensilaje de  la pulpa de café (Gaime-Perraud et al, 2000). La pulpa 

de-café es el principal  producto  que  se  obtiene  durante  el  beneficio  del  cafd y contiene un alto 

valor  nutrimental. Su utilización se ve  limitada  cuando es destinada  a la alimentación de 

animales  por su alto contenido  de  polifenoles  como el ácido  clorogénico y los taninos 

(Zuluaga, 1989; Ramírez-Martinez y Clifford, 2000). Estos  compuestos  son  indeseables ya 

que se unen  con l a s  proteínas,  convirtiendo  a  la  pulpa  de cdé en un producto  no  apto  para  la 

alimentación  de  animales.  Con  el objetivo de  aprovechar la pulpa de café, en  este  trabajo  se 

propone la utilización de bacterias lácticas capaces de metabolizar los compuestos 

antinutricionales  como son los compuestos fenólicos y conservarla  para su posterior 

utilización  en  nutrición  animal. 

En éste  capítulo se muestra  la selección de  cepas  de  bacterias Iácticas con  capacidad  de 

degradar  compuestos  fenólicos.  Dichas  cepas podrían ser utilizadas  en el ensilaje  de  la pulpa 

de café para  preservarla y al mismo tiempo,  degradar los compuestos  que son indeseables y 

que  están  presentes  en el producto. 

Para  realizar  la  selección de bacterias  Iácticas  que degradaran compuestos  fenólicos  se  utilizó 

como substrato los ácidos  tánico y gálico. El ácido  tánico es el  tanino  hidrolizable  más 

conocido y se  compone  de  una  molécula  de  glucosa esterificada con 9 unidades de ácido 

gálico. Puede  ser  hidrolizado  por una vía  ácida o bien, a través de una  hldrólisis  enzimatica de 

tanasas  producidas  por  rnicroorganismos  como hongos (Lekha y Lonsane, 1997; Aguilar et u[, 

2000) levaduras (Aoki et al, 1976) y bacterias  (Deschamps, 1983; Monda¡ y Pati, 2000). 

La  principal  característica  del  ácido  tánico es precipitar  proteínas  (Hagerman et u[, 1992). Por 

otra parte,  el  ácido gálico es un fenol simple y a diferencia del  ácido  tánico, éste no  interactúa 

con l a s  proteínas. Se han  realizado  estudios  sobre Ia degradación de ácido  tánico por bacterias 

y se observó que Bucilfza lichenflormis lo transforma hasta ácido gálico (Monda1 y Pati, 

2000). Ajay-Kumar et uf (1999) también  reportaron que la bacteria Citrrobucterj?eundzz 
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produjo  ácido gálico al hidrolizar  ácido  tánico y que  posteriormente, el ácido  gálico  fue 

transformado  a  pirogalol  e  incorporado al ciclo de Krebs  para  obtener  energía.  Osawa et al 

(2000) reportaron que las  bacterias  lácticas Lb.  plantarum,  Lb.  paraplantarum y Lb. pentosus 

crecieron  en medio sólido  con ácido tánico y degradaron  ácido  gálico.  Además,  ha  sido 

reportado  que  el ácido tánico así como  el  ácido  gálico,  inhtbieron la producción de enzimas 

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

Para realizar  la  selección  de  cepas  como  primer  punto se probaron 45 cepas  de  bacterias 

lácticas  aisladas  del  ensilaje  de  la  pulpa de café,  basándose en su capacidad  de  crecer en un 

medio sólido en  presencia  de ácido tánico (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  ácido  gálico (9 g-L") en un medio  líquido 

con y sin  glucosa (4.5 g-L"). Dentro  de  la  colección  de las 45 cepas  que se probaron se 

encontraban 4 géneros  microbianos.  Éstos  géneros  son  los  microorganismos  representativos 

del ensilaje de la pulpa de café (Gaime-Perraud et al, 2001) y que corresponden a 

Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. bifermentens, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, 

Lb.  corynrformis y Lb. paracasei), Pediococcus (PC. pentosaceus), Weissella ( K  confusa), 

Leuconostoc (LC. mesenteroides) y un grupo de bacterias  lácticas  que no se han identificado. 

5.1 Primer  etapa  de selección 

5.1.1. Crecimiento en  medio sólido con ácido tánico 

La  primer  etapa  de  selección  consistió en crecer  las  bacterias  en  medio sólido M R S  con 

glucosa (5 g-L") y ácido  tánico (5 g-L-'). Se utilizaron 3 medios de cultivo  (sección 4.3.2). El 

primer  medio MRS-glu agar, se utilizó  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  ácido  tánico 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  selección se basó en la capacidad de las  bacterias  Iácticas  de  crecer 
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en el medio  sólido  con  ácido  tánico,  así  como  la  formación  de  halos  debida  a la hidrólisis  de 

ácido tánico en los medios MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar. 

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

crecieron  en los medios  que  contenían  ácido  tánico  (Tabla 5.1). Las observaciones se hicieron 

a  las 72 h de  cultivo. 

Tabla 5.1 Crecimiento de  bacterias lácticas sobre los medios sólidos MRS-tan-glu agar y 

MRS-tan agar (ácido  tánico 5 g-L” y glucosa 5 gL”) 
Géneros  microbianos No. MRS-glu agar MRS-glu-tan agur I”tan agar 

Lactobacillus  plantarum 9 + + + 
Pediococcus  pentosaceus 4 + + + 
Weissella confisa 2 + + + 
Lactobacillus  hilgardii 1 + + + 
Lactobacillus  pentosus 1 + + + 
No Identificadas 5 + + + 
Lactobacillus  casei 1 + - - 
Lactobacillus  corynformis 4 + - - 
Lactobacillus  paracasei 2 + - 
Lactobacillus  bifermentens 1 + - - 
Weissella  conJirsa 1 + - - 
Leuconostoc  mesenteroides 1 + - 
No Identificadas 13 + - - 
(+) =crecimiento; (-) =no hay crecimiento; 

cepas 

Las  bacterias  que  crecieron  fueron  cepas  de Lb. plantarum, Lb. hilgardii,  Lb.  pentosus, PC. 
pentusaceus, W. confisa y 5 cepas  no  identificadas. Las colonias  crecieron  de  forma  circular, 

cóncava y presentaron  una  consistencia  cremosa. El diámetro  de las colonias  crecidas en el 

medio  MRS-glu-tan agar h e  el mismo  que  en el medio MRS-glu agar (control).  Sin  embargo, 

l a s  cepas  crecidas  en el medio  MRS-glu-tan agar mostraron un diámetro  mayor  de la colonia 

(2-3 m) a  diferencia  del  crecimiento  en el medio MRS-tan agar (1-1.5 m). Es importante 

recordar  que  el  medio MRS-glu-tan agar tenía 5 g-L” de glucosa y que  por esta razón,  las 

colonias  fueron más grandes  que  en el medio MRS-tan agar donde  no había una  fuente  de 



carbono  de fácil  asimilación y solo estaban los componentes  del  medio MRS (sección 4.3) y el 

ácido tánico. 

5.1.2 Formación de halos de hidrólisis 

Las 22 cepas  que  crecieron  en 10s medios  MRS-glu-tan agar y MRS-tan agar después  de 72 h, 
habían  formado  halos  de  hidrólisis  alrededor  de la  colonia  (Figura 5.1). La formación  de los 

halos  se  debe  posiblemente a la  presencia  de  enzimas  tanasas l a s  cuales  hidrolizan  el  ácido 

tánico. Por lo que el crecimiento y la  formación  de  halos  que  fueron  observados  en el  medio 

sólido  son un indicativo de que  las 22 bacterias lácticas seleccionadas  poseen  la (S) enzima (S) 

tanasa (S) para hidrolizar el ácido  tánico y obtener  carbono y energía  a partir de  los  productos 

hidrolizados  (en este  caso, la glucosa y el  ácido  gálico). 

Figura 5. I Crecimiento  celular y formación  de halos de  hidrólisis  sobre el medio  sólido  con 

ácido timico (5 gL") 

Esta técnica de  medir  halos  de hidrólisis para  evaluar la actividad  enzimática, ha sido 

empleada pata la selección de hongos filamentosos  productores  de fitasa (Bae et al, 1999; 
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Howson y Davis, 1983) y de  enzimas  füngicas  degradadoras  de  lignina (Srinivasan et al, 1995; 

Chefetz et al, 1998). De  manera  similar a este  trabajo  que se presenta  sobre  la  selección  de 

bacterias  lácticas que crecen  sobre  medio  sólido  con  ácido  tánico,  se han seleccionado  otras 

bacterias  degradadoras de  ácido  tánico  basándose  en su capacidad  de  crecer  sobre  placas  con 

ácido  tánico y formar halos  alrededor  de  las  colonias.  De  las  bacterias  reportadas se incluye 

Citrobacterfieundii, quien fue crecida  en el medio  sólido  con 5 gL" de  ácido  tánico (Ajay- 

Kumar et al, 1999) y Bacillus  lichen@rrnis que  creció  en 10 g-L" de ácido  tánico  (Mondal y 

Pati 2000). También han sido reportadas  las  bacterias  lácticas Lb. plantarum, 

Lb.  paraplantarum y Lb. pentosus, que crecieron  sobre  placas con ácido  tánico  formando 

zonas  claras y transparentes  alrededor  de l a s  colonias  (Osawa et al, 2000). 

Por otra  parte,  los  resultados  obtenidos  prueban que el  ácido  tánico  a una concentración  de 

5 g.L" tiene un efecto inhibitorio  sobre  el  crecimiento  de  las 23 cepas  de  bacterias  lácticas 

restantes  debido  a  que  hubo  ausencia  total  del  crecimiento. Las bacterias  lácticas  inhibidas  por 

el ácido  tánico  fueron las cepas  de Lb. casei,  Lb. coryniformis, Lb. paracasei, 

Lb. bfermentens, W. confusa , Ln. mesenteroides y 13 cepas  no  identificadas  (Tabla 5.1). 

Especies de Lactobacillus fueron inhibidas como  las 4 cepas de Lb. corynformis. Sin 

embargo, 9 cepas de Lb. plantarum que fueron  probadas crecieron y formaron  halos  de 

hidrólisis.  También se probaron  cepas  del  género de Weissella que es un género  relativamente 

reciente  (Collins et al, 1993). De 3 cepas  ensayadas de W. conjüsa se observó que una no 

creció  en el medio,  ésto  posiblemente se debió  a  que  la  cepa  pertenece  a  una  subespecie 

distinta  de las otras 2 cepas de W. c o n ! a .  

Ruíz-Barba et al (1992) reportaron  que  el  crecimiento de Lb.  planturum fue inhibido en la 

presencia de oleuropeina y verbascoside  (fenoles  derivados  del  ácido  cinámico)  en  la  salmuera 

de aceitunas. Sin embargo,  Hara (1997) reportó que las catequinas son consideradas 

compuestos  antimicrobianos y que  durante  estudios  de la ingestión  de  polifenoles en ratas se 
observó  que  en  el  tract0  digestivo  de  estos  animales, las bacterias  lácticas no fueron  afectadas 

por  dichos  compuestos.  Chung et al (1998) observaron  que el ácid0  tánico  (1 gL") podía 
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inhibir  el  crecimiento  microbian0  de  bacterias  gastrointestinales por su capacidad de unirse  al 

hierro,  pero  no  inhibió  a  las  bacterias  lácticas Lb. acidophilus y Bijodoobacterium  infantis. 

El  efecto  negativo  del  ácido  tánico (5 g-L") sobre  el  crecimiento  de  las 23 cepas  se  puede 

explicar  en  términos de la  composición de la  pared  celular  del  microorganismo.  La  pared 

celular  bacteriana  está  compuesta de polisacáridos y proteínas  en  donde  el  ácido  tánico  puede 

interactuar  con  estos  compuestos y fijarse,  incrementando  la  concentración  mínima  que  puede 

inhibir  el  crecimiento  bacteriano  (Scalbert, 1991). Otra  explicación  que  podemos  atribuir al 

efecto tóxico del ácido  tánico, es el estado de oxidación, la oxidación de polifenoles 

incrementa  la  inhibición  de  ciertas  enzimas fingicas como  las  celulasas o pectinasas  debido  a 

que pueden  reaccionar  con  grupos  sulfidrílo de aminoácidos  formando  enlaces  covalente 

(Scalbert, 1991). El efecto  tóxico  que  se  observó  del  ácido  tánico  sobre  el  crecimiento  de las 

23 bacteras también  pudo deberse a que éste polifenol  inhibió la síntesis de enzimas 

involucradas  en  la  degradación  de  la  glucosa  (glucólisis) o bien,  el  ácido  tánico  provocó  una 

polimerización  oxidativa  junto  con  residuos  de  aminoácidos y ésto  quizá  ocasionó  auxotrofia 

en los cultivos  bacterianos  donde  no  se  observó  crecimiento. 

5.2 Segunda etapa de selección:  biodegradación de ácido gálico en medio  líquido 

El  bioensayo  en un medio  sólido  permitió  seleccionar l a s  cepas  de  bacterias  lácticas  capaces 

de  crecer  en  presencia de ácid0 tánico (5 g*L") y formar halos de hidrolisis. Sin embargo,  no 

fue posible evaluar el crecimiento de los microorganismos cuantitativamente ni la 

biodegradación  del  ácido  tánico en el  medio MRS líquido debido a que éste polifenol 

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

Con  el  objetivo de  confirmar la selección  anterior de las cepas  crecidas  sobre  ácido  tánico,  las 

45 bacterias  fueron  cultivadas  en  el  medio  líquido  con  ácido  gálico (9 g.L") que es un fenol 

simple y además, es el  componente  principal  del  ácido  tánico. Los cultivos  bacterianos heron 
propagados en un precultivo por 72 h (sección 4.4.2.1) con el fin de adaptar a los 

microorganismos  al  ácido  gálico.  Posteriormente,  para  evaluar la biodegradación  de ácido 
gálico l a s  bacterias heron cultivadas  en los medios  líquidos  con 9 gL" de  ácid0  gtilico con y 

57 



sin  glucosa (4.5 gL") (medios  MRS-glu-gal y MRS-gal,  respectivamente).  Se  observó  que  las 

45 cepas  ensayadas  crecieron en  ambos  medios.  Sin  embargo,  al  igual  que la selección  de 

cepas  que  crecieron  en  presencia  de  ácido  tánico se observaron 2  grupos  de  microorganismos: 

bacterias que degradaron 100% de hido gálico  a las 72 h (23 cepas)  y  bacterias  que  no 

degradaron  (22 cepas). Éstas cepas fueron: Lb. plantarum, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, 

PC. pentosaceus, K confusa, LC.  mesenteroides y 5 cepas no  identificadas  de  bacterias  lhcticas 

(Tabla  5.2). 

Tabla  5.2  Porcentaje  de  degradación  de ácido gálico (9 g-L")  por  las 45 bacterias  lácticas 

probadas  en los medios  líquidos  con  y  sin  glucosa (4.5 8-L") 

Géneros microbianos 
Lactobacillus  plantarum 
Pediococcus  pentosaceus 
Weissella confirsa 
Lactobacillus  hilgardii 
Lactobacilhs pentosus 
Leuconostoc  mesenteroides 
No Identificadas 
Lactobacillus  casei 

No. de cepas 
9 
4 
2 
1 
1 
1 
5 
1 

MRS-gal 
100 
100 
1 O0 
1 O0 
1 O0 
100 
100 
O 

-~ 

MRS-gal-glu 
1 O0 
1 O0 
1 O0 
1 O0 
100 
1 O0 
1 O0 
O 

Lactobacillus  coryniformis 4 O O 
Lactobacillus  paracasei 2 O O 
Lactobacillus  b  fermentens 1 O O 
Weissella confisa 1 O O 
No Identificadas 13 O O 

A diferencia  del  ácido  tánico,  el  ácido  gálico a la concentración  ensayada de 9 gL-' no  inhibió 

el  crecimiento  de l a s  45 bacterias  probadas  ya  que en los  dos  medios  de cultivo (MRS-glu-gal 

y MRS-gal) se  observó  biomasa. Sin embargo,  solo  23  cepas  degradaron el ácido  gálico  (Tabla 

5.2).  Lo  interesante  de  estos  estudios  es que las 22 cepas que crecieron  en  ácido tánico a una 

concentración de 5 g.L" (Tabla 5.1) son las mismas  cepas que degradaron el ácido  gálico. 

Adicionalmente  una  cepa Ln.  mesenteroides, capaz de degradar el ácido  ghlico  pero  no de 

crecer en ácido  tánico. 



Osawa et al (2000) reportaron  la  degradación  del  ácido  gálico  por  bacterias lácticas. Ellos 

identificaron 25 cepas  bacterianas  aisladas  de  alimentos  fermentados y de  humanos 

pertenecientes a los géneros Lb.  plangarurn,  Lb.  paraplantarum y Lb. pentosus, quienes 

presentaron  la  actividad  tanasa  al  degradar  metil  galato (4 gL"). Sin  embargo,  éste  compuesto 

es la unión  del  ácido gálico (que es un fenol  simple) a un metilo  por lo que  es  una  molécula 

sencilla para ser considerada un tanino  (sección 2.1.3). También  fue  reportado  que  las 

bacterias degradaron  el  ácido gálico en  pirogalol.  Asimismo,  reportaron los géneros 

microbianos  entre  los  cuales se encuentra Lb. caseí. 

En  éste  trabajo se adiciona una lista  más  extensa de bacterias lácticas que  degradan 

compuestos  fenólicos,  éstos  microorganismos  fueron  aislados  del  ensilaje  de la pulpa  de café y 

seleccionadas  por su capacidad  de crecer en  medio  sólido  con  ácid0  tánico (5 g.L") y degradar 

kid0 girlico (9 gL") (Lb.  planlarum, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, PC. pentosaceus, K confusa, 

Ln.  mesenteroides y 5 cepas no identificadas).  De  la  misma  manera,  se  identificaron los 

géneros  microbianos que fueron  inhibidos  en  presencia  de  ácido  tánico,  mismos  que no 
degradaron  ácido gálico (Lb. casei, Lb. corynformis, Lb. paracasei, Lb. bfermentens, 

W .  c o n z a )  (Tabla 5.1 y 5.2). 

Por  otra  parte,  Chung et al (1998) reportaron  que  el  ácido  tánico  inhibi6 el crecimiento  de 

bacterias  intestinales  mientras  que el ácido gálico, no presentó efecto inhibitorio  sobre  el 

crecimiento  de  éstos  microorganismos.  Deschamps et al (1980) reportaron  que  cepas de los 

géneros BaciZZus sp y KZebszeZZa sp. degradaron  ácido  tánico  en  medio  líquido y crecieron en 

un medio  sólido  con ácido  gálico. Sin embargo, no  hubo crecimiento de cepas  como 

Staphyrococcm sp. En los  ensayos  con bacterias  lácticas,  el  ácido  gálico  a 9 g L" no fue 

tóxico al  crecimiento.  Esto  puede  deberse a que el ácido  gálico es un fenol  simple  que  no 

interactúa  con l a s  proteínas y además, no forma  complejos  con  el  hierro, como ocurre  con  el 

ácido thico (Chung et al, 1998), lo cual  puede  favorecer la producción  de la enzima ácid0 

gálico  descarboxilasa  encargada en  degradar  el  ácido gálico en pirogalol,  reportada  sensible  al 

oxígeno y teniendo  como cofactor al hierro  (Zeida et al, 1998). 



5.3 Conclusión 

Los taninos han demostrado ser  tóxicos  a  diversos  microorganismo. Sin embargo,  fueron 

identificadas y seleccionadas 22 de 45 cepas  de  bacterias  lácticas  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. pentosacem), Weissella ( K  confusa) y un 
grupo  de 5 bacterias no identificadas  (sección 4.1). Todas las bacterias (22 cepas)  crecieron 

sobre  medio  sólido con ácido  tánico (5 gL") y formaron zonas  claras  alrededor  de las colonias 

microbianas  debido  posiblemente  a  la  hidrólisis  del  ácido  tánico en glucosa y ácido  gálico. El 

ácido  tánico  inhibió  totalmente  el  crecimiento de l a s  23 cepas  restantes. 

Por otra  parte,  se  observó  que  las 45 bacterias  lácticas  ensayadas  crecieron  en un medio 

líquido  con  ácido  gálico (9 g*L") y solo 23 lo degradaron  completamente. Las 22 restantes  no 

degradaron  ácido  gálico  pero  si  crecieron  en  el  medio lo que  indica  que  el  ácido  gálico a la 

concentración  de 9 g-L" no es  un compuesto  tóxico  para  el  crecimiento  de éstas bacterias 

lácticas.  Además7 l a s  23 cepas  que  degradaron el ácido  gálico  fueron las mismas  cepas  que 

crecieron  en  medio  sólido  con  ácido  tánico  a  excepción  de  la  cepa  de La mesenteroides, que 

degradó  el  ácido  gálico pero no  creció en presencia de ácido W c o .  
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6. BIODEGRACIÓN  DE ÁCIDO GÁLICO Y SU EFECTO SOBRE ELCONSUMO DE 

GLUCOSA Y PRODUCCIóN DE ÁCIDO LÁCTICO 

En este capítulo  se  estudiará la degradación  de  ácido  gálico  por 13 cepas de bacterias  lácticas 

basándose en la selección  realizada  en  el  capítulo 5. Se estudiaron 1 1 cepas  positivas  (llamadas 

así por haber  degradado el &ido gálico y crecer en  medio sólido con  ácido  tánico). 

La bibliografíareporta  que el ácido  gálico  puede  ser  degradado  hasta  pirogalol  por las  bacterias 

Streptococcus galoll~icus y Puntoeu  ugglomerans (O'Donovan y Brooker, 2001; Zeida et a l ,  

1998) mientras que en el  caso  de  la  bacteria Citrobacter fieuindii, el ácido  gálico es 

metabolizado  hasta  piruvato  e  incorporado al ciclo de  los  ácidos  tricarboxílicos  (Ajay-Kumar 

et al, 1999). Las bacterias  lácticas Lb.  plantarum y Lb. pentosus, también  fueron  reportadas 

por  degradar  ácido  gálico  en  pirogalol  (Osawa et a l ,  2000). Sin embargo,  no  fue  reportada la 

relación  de  ácido  gálicodegradado  en  pirogalol  como  producto  de  degradación  en el  caso  de l a s  

bacterisa  lácticas. 

En  este  capítulo se estuhará  si  el  ácido  gálico  es  utilizado  como  fuente  de  carbono para la 

producción  de ácid0  láctico  ya que su principal  característica  de l a s  bacterias lácticas  es 

producir  este  compuesto  que  actúa  como un conservador  de  productos  alimenticios.  Por lo 

tanto,  se  evaluó el efecto tanto  del  ácido gálico como de su producto de degradacíón sobre el 

consumo  de  glucosa y producción  de  ácido  láctico. 

6.1 Condiciones experimentales 

Para  evaluar el efecto del  ácido gálico sobre el consumo  de  glucosa y la  producción  de ácido, 

láctico que  son  parámetros  importantes  del  metabolismo  de las  bacterias  Iácticas y que  pueden 

ser  afectados  en  presencia  de  compuestos fenólicos, se  eligieron 13 cepas; 11 de las cuales 

degradaron  ácido gálico (Lb. plantarum 1, Lb.  pIantarurn 2, Lb.  hilgardii, Lb. pentosw, 



W. confia 1, W .  conjaa 2, LC. mesenteroides, PC. pentosaceus NIl, NI2 y  NI3) y 2 cepas que 

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

5.2). 

Los 13 cultivos  fueron  propagados  en  el  medio MRS adicionado  con  ácido  gálico  (9  gL") y 

glucosa (4.5 gL") denominado preculrivo (sección 4.4.2.1). Posteriormente,  el 10% de  los 

cultivos  bacterianos  de  las 13 cepas  fueron  inoculados  en 3 medios  diferentes  (Tabla 6.  l), 

teniendo  como  base los componentes  del  medio MRS y adicionando  glucosa (4.5 gL") y ácid0 

gálico(9 gL") como  fuentes  de  carbono. El medio  MRS-glu  fue  considerado  como  control. Los 

análisis  de  glucosa  residual,  ácido  láctico,  ácid0  gálicoy su producto  de  degradación, así como h 

evolución  de  pH  fueron  realizados  al  inicio y después de 72 h de  incubación a 30°C. 

Tabla  6.1  Medios  de  cultivo  utilizados para los  estudios  de  biodegradaciónde  ácido &m 

Medio Glucosa GBIico 
gL" gL-l 

MRS-glu 4.5 
"glu-gal 4.5 9 
MRS-gal - 9 

6.2 Consumo de glucosa 

Los bacterias  Iácticas  necesitan  de una fuente  de  carbono  facilmente  asimilable  como son los 

carbohidratos, para la  obtención  de  carbono y energía  (Stryer,  1993).  Durante  el  desarrollo de 

este  experimento  se  evaluaron 2 parámetros:  la  capacidad  de  las  13  cepas  para consumir 

glucosa y producir  ácido  láctico  en  presencia  de  ácido  girlico (9 gL"). Los resultados  que  se 

obtuvieron  en  este  experimento  muestran  que  el  ácido  gálico  a una concentración  de 9 gL" no 

inhibió  el  consumo  de  glucosa  por las 13 cepas y adem&,  produjeron  ácido lktico y 

degradaron el ácido  gálicoen los medios  de  cultivo. En la  Tabla 6.2 se muestra  el  promedio  del 



consumo  de  glucosa y producción  de  ácido  láctico  de  las 13 cepas  asimismo, se presenta  el 

porcentaje de degradaciónde  ácido  gálicopor  las 1 1  cepas  positivas. 

Tabla 6.2 Valores  promedio  del  consumo  de  glucosa,  producción  de  ácido láctico y degradación 

de  ácido gálicoen  los medios MRS-glu,  MRS-glu-gal y MRS-gd(4.5 gL" de  glucosa y 9 gL" 

de  ácido gál~cm) 

Medio Consumo de  Producción de Degradación 
glucosa ácido lActico de ácido  gálico 
("A) (g.Z;') ("A) 

MRS-glu 100 7-8 - 
ms-glu-gal 100 7-8 100 

MRS-gal - 1-2 1 O0 
Los valores del % de degradación de ácido g á l i c o  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 h e  consumida  en el medio con  ácido  gálico(9 gL" j. El ácido láctico producido  en  el 

medio  MRS-glu-gal he similar  al  que  se  obtuvo  en el medio co~trol (MRS-glu).  Además, las 1 1 

bacterias  degradaronel  ácido  gálicoen  los  medios  con y sin  glucosa (sección 5.2) es  decir,  en  el 

modio  donde  no  había ghcosa (MRS-gal) las 11 cepas  también  degradaron el  ácido  gálico y 

produjeron poco ácido láctico  (1-2 gL") debido a que  consumieron  los  otros  compuestos  como 

1 a plipeptona, extracto  de  carne y extracto  de  levadura  que  estan  presentes  en  e1  medio & 

cultivo. 

La glucosa es  el  sustrato  mayormente  empleado por los  organismos  vivos y las bacterias 

liicticas la consumen  para  la  producción  de  ácido láctico y biomasa,  principalmente.  Monda1 y 

Pati (2000) observaron  que en un medio mínimo con  ácido tánico, el consumo  de  glucosa por la 

bacteris Bacillus lichenfinxis no fue inhibido  por  el  polifenol y además, la presencia  de la 

glucosa  favoreció la producción  de la enzima tanasa, responsable  de  hidrolizar  el  ácido  tánico. 



Lo que  se  observó  con las 11 bacterias  lácticas  es  que  en los medios  donde  había  ácido @m 

(9 gL") con  y  sin  glucosa(4.5 gL"), el  ácido  gálico  fue  degradado. 

6.3 Producci6n de ácido lhctico 

La  característica  principal  de  las  bacterias  lácticas  es  producir  ácido  láctico  a  partir de la 

fermentación  de  carbohidratos.  Este  metabolito  es  empleado  para la preservación  de  productos 

alimenticios  debido  a  que  desciende  rápidamente  el  pH  del  medio,  inhibiendo  microorganismos 

causantes  de  la  descomposición  de  estos  productos  (Bozoglu y Ray, 1995). Por Csta razón, fue 

importante  evaluar  el  efecto  del  ácido  gálico  sobre  la  producción  de  ácido  láctico  por  las 

bacterias  lácticas  ensayadas.  De ésta manera,  fue  viable  conocer  si  el  ácido  gálico era utilizado 

como  fuente  de  carbono  para  la  producción  de  ácido  láctico o bien,  si  tenía un efecto negativo 

sobre  la  producción  de  dicho  metabolito.  En  la  Figura 6.1 se  muestran  los  rendimientos  molares 

de  la  producción  de  ácido  láctico  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  (láctico  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  ácido láctico por consumo  de glucosa 

debido  a  que  se  puede  considerar  que  el  ácido láctico que  se  produce por la fermentación 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  ácido  gálico;  las  dos  restantes,  fueron  seleccionadas  como  cepas 

controles;  es  decir,  como  cepas  que no degradaron  ácido  gálico  (sección 5.4). La producción de 

ácido  láctico  se  observó en el medio MRS-glu (4.5 gL" de  glucosa)  sin  ácido gálico y en el 

medio  con  glucosa (4.5 gL") y ácido  gálico (9 gL"), en  donde el  ácido  gálico fue degradado 

completamente  (sección 6.4). Los análisis  se  realizaron a las 72 h de  cultivo por las  cepas que 

degradaron  ácido gálico (W.  confusa 1, W. confira 2, Lb. plantarum 1, Lb.  plantarum 2, Ln. 

mesenteroides, PC. pentosaceus, Lb. hilgardii, Lb. pentosus, N I l ,  NI2 y NI3), a s í  como por 



aquellas cepas que no lo degradaron (Lb. cmei y W. conjúsa 3). Se eligieron l a s  13 cepas de 

bacterias  Iácticas para estos  estudios  con el fin de  tener  representantes  de  cada género y especie 

de las 23 cepas  seleccionadas  por degradar ácido  gálico(sección 5.2) 
.. 
Las 13 cepas  ensayadas  consumieron  Ia  glucosa  en los mecfios MRS-glu y MRS-glu-gal y 

produjeron  entre 1 S6 y 1.8 moles  ácido  láctico  por mol de  glucosa  consumida,  no  habiendo 

diferencia  significativa (a = 0.01) entre el hido láctico  producido  en los medios  con  ácido 

ghlicoy  en los medios sin ácido gálico.  Fitzsimons (1994) reportó  que l a s  bacterias lácticas 

producen  alrededor  de 1.7 moles  de lactato por mol de  hexosa  bajo  condxiones  anaerobias. Los 

valores  experimentales de ácid0 láctico producidos por las 13 cepas de  bacterias  Iácticas  entán 

dentro  de los valores  reportados  en la bibliografia Esto sigmfica que los rendimientos de ácid0 

lictico no  fueron  afectados a  la  concentración  de 9 gL" de  ácido &co. 

Los estudios  con l a s  13 cepas  de  bacterias lácticas mostraron  que el ácido  gálico a una 

concentración  de 9 gL" no inhibió l a s  actividades  enzimáticas  responsables  de  la  degradación 

de la glucosa,  necesaria  para el crecimiento del microorganismo y producción  de  ácido láctico. 

Además,  la  concentración de ácid0 l á c t i c o  no aumentó  en el medio  donde  había  glucosa y ácido 

gálico(MRS-giu-gal).  Este resultado indica que el hcido  gálico  no  fue  utilizado  como hente de 

carbono para la  producción  de  ácido láctico debido a que los microorganismos  degradaron el 

100% de ácido gSico(sección 5.4) y produjeron  rendimientos  similares  de  ácido l á c t i c o  en los 

medios  con y sin ácido  gálico(MRS-glu-gal y MRS-glu). 

Bravo ef al ( 1993) observaron que los polifenoles  inhibieron  actividades  metabólicas en la flora 

intestinal  de  ratones y tuvieron un efecto negativo  sobre la hgestibilidad o absorción de 

constituyentes  metabdicos, como es el caso del  almidón y los lípidos. También se reportó que 

l a s  enzimas  digestivas,  tripsina y a-amilasa, keron inhibidas en presencia  de  ácido  tánico y 

gálico (Chung et uf, 1998).  Por otra  parte, hay reportes  de  que 10s compuestos fenólicos 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 lácticas degradaron 

9 gL" de ácido  gálico.  Por  ejemplo,  Chung et  al (1 998) observaron  que el ácido  ghlico no 

inhibió  significativamente el crecimiento  de CZ. pe@ngens a concentraciones  arriba  de 1 gL". 

O'Donovan y Brooker (200 1) reportaron  que  las  bacterias  ruminales S. bovis y S. gallolyticus 

producen hido láctico en  presencia  de 5 y 20 gL" de  ácido  tánico 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 degradación  de 

ácido  gálicoy la producción  de  ácido láctico son dos rutas  metabólicas  de las  bacterias  lácticas 

totalmente  independientes. 

Por  otra  parte,  las  bacterias  lácticas  ensayadas  también  produjeron  ácido  láctico  en  el  medio 

donde  solo  había  ácido  gálico  como  principal  fuente  de  carbono  (MRS-gal). En la  Tabla 6.3 se 

presentan  los  resultados de producción  de  ácido  láctico  en  los  medios  MRS-glu,  MRS-glu-gal y 

MRS-gal. 

Tabla 6.3 Producción  de  ácido  láctico  (mmol)  por  las 13 cepas de bacterias  lácticas  ensayadas 

en el medio MRS-glu,  MRSglu-gal  y  MRS-gal(9 gL" de  ácido  gálicoy 4.5 gL" de glucosa) 

Cepa  Ácido  láctico  Ácido  láctico  Ácido  lActico 

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 
K conjiaa 2 86.32  $4.48  16.38 
W. conJirsa 1 82.18  83.10  7.16 
Ln mesenteroides 72.83  71.38 2.03 
Pc.pentosaceus 71.19  74.43  10.79 
NI 1 77.27 i8.71 6.35 
NI2 74.05  72.02 6.85 
N13 79.16 73.45  4.2  1 
Lb. casei 84.74  83.83  14.64 

MRS-glu (mmol)  MRS-glu-gal  (mmol)  MRS-gal (mmol) 

W. conMa 3 75.57 85.37 8.67 
NI = no identificada 
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En  el medioMRS-gal no  hay  glucosa y aún así las 13 cepas  produjeron de 2.03 a 16.38 m o l  

de ácido  láctico  mientras en  el  medio  con  glucosa y ácido  gálico  (MRS-glu-gal), así como  en  el 

control  (MRS-glu),  producen  entre 66.92 a 90.28 mmol de  ácido  láctico (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 

(sección 4.2) t a l  es  el  caso  del  extracto  de  carne,  extracto  de  levadura,  polipeptona y citrato de 

amonio. Como se observa  (Tabla 6.3), l a s  bacterias  produjeron  ácido l á c t i c o  en un porcentaje 

muy bajo  en  el  medio MRS-gal(2.30 a 18.68%) , comparado  con  el  medio  donde  había  glucosa 

y ácido  gálico  (MRS-glu-gal). El ácido  láctico  probablemente se produjo  debido  a la 

fermentación  de  los  componentes  del  medio,  siendo  el  citrato  de amonio el  compuesto  que  se 

pudo  cuantificar  en  forma  de  ácido  cítrico  consumido. 

Posiblemente, l a s  cepas  que  degradaron  el  ácido  gálico  en el medio sin  glucosa  consumieron el 

citrato  de amonio y otros  componentes  del  medio  para  la  producción  de  biomasa y ácid0 

láctico ya que no  había  una fuente de carbono  fácilmente  fermentable. El citrato fue  consumido 

en los tres medios  sin  embargo, se observó  que Weissella  confusa 1 , Lactobacillus  plantarum 1, 

Lactobacillus  plantarum 2, Lactobacillus  pentosus y NI2 consumieron  aproximadamente el 

16% de  ácido  cítrico  en  el  medio MRS-glu mientras  que  en  el  medio  MRS-glu-gal y MRS-gal, 

consumieron  entre el 35 y 45%. Solo las  cepas Weissella  confusa 3, Lactobacillus  hilgardii, 

Pediococcus  pentosaceus,  Leuconostoc  mesenteroides, N I 1  y NI3 consumieron el mismo 

porcentaje  de  citrato  en  los tres medios (3545%). Otra  característica  que se observó fue que 

l a s  cepas Lactobacillus  casei y Weissella  confusa 3 que no degradaronácido  gálico(sección 5.2) 

tampoco  consumieron  citrato en los  medios  donde  había  ácido @co. El ácido láctico que se 

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

Es  importante  mencionar  que  en  los  cultivos  con  glucosa (4.5 gL") y ácido  gálico (9 gL") las 

bacterias  tuvieron un rendimiento de hasta 1.8 moles de ácido láctico por  mol de hexosa 
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mientras  que en el  medio sin  glumsa,  produjeron  entre 0.08 y 0.37. Sin embargo,  las 1 lcepas 

positivas  degradaron  el  ácido  gálico  completamente. 

6.4 Estudio de la  biodegradacibn  de Acido ghlico 

Anteriormente  se  mostró  que  el  ácido  gálico  no  fue  degradado  hasta  ácido  láctico por las 

bacterias  lácticas  por lo tanto;  fue  importante  determinar  cual  era  la ruta de degradación  que 

seguía  el  ácido  gálico. L a  técnica  empleada para el  análisis de la  degradación de  ácido  gálico h e  

por HPLC, empleando  una  columna  para la cuantificación  de  ácidos grasos volátiles  (Aminex 

HPX 87H, Bio-Rd@) y un detector  de  índice de refracción  (sección 4.6.4). Se  utilizaron 

estándares  para la identificación  de los compuestos. Los estándares  empleados, así como los 

tiempos  de  retención, se presentan en la Tabla 6.4. 

Tabla 6.4 Tiempos  de  retención  de los  estándares  empleados  en  el  estudio  de la biodegradación 

de  ácido @co 

Estándar Tiempo de 

Ácido  cítrico 8.7 
Glucosa 9.7 
Ácido  acético 13.6 
Ácido lktico 16.5 
Pirogalol 24.3 
Ácid0 26.7 

retención (min) 

Al inicio  de  la  fermentación  de  los  cultivos  bacterianos, los compuestos  identificados heron: 

glucosa,  ácido  cítrico,  pirogalol y ácido  gálico.  Al  finalizar  las  72 h de incubación, la glucosa h e  

consumida  completamente con la correspondiente  producción de ácido  láctico.  Solo  algunas 

cepas  consumieron un porcentaje  mínimo de ácido  cítrico  mientras  que el acetato  de sodio, 

expresado  como  ácido  acético,  no fue consumido. El ácido  gálico  desapareció y se observó la 

aparición  de un producto  que  correspondió  con  el  tiempo  de  retención  del  pirogalol (Tabla 6.4). 



La  Figura 6.2 presenta los cromatogramas  del p e r f í 1  de  fermentación  de  la  cepa de 

Lb. pZantarum 1 al  inicio y al  final  de  la  fermentación.  Los  cromatogramas  que  se  muestran  son 

representativos  del  resto  de l a s  bacterias  que  degradaron  ácido gálico. 

........ 

. ..... 
. .  

:. 
. . . . . . .  ............... 10.5 glucosa 

_..“I* 

’ .... 

...... 
26.69 iicido ghlico 

Figura  6.2 (a) Tiempo  inicial  de  fermentación  por Lb. plantarum 1 en  presencia  de  ácido gáhw. 

(b) Desaparición  de  ácido  gálicodespués de 72 h de  fermentación 

La  muestra h e  analizada  nuevamente  por  HPLC  cambiando el detector  de ínhce de  refiacción 

por un detector de uv. El análisis  se  hizo  debido  a  que  en éste tipo  de  detectores  pueden 

identificar  compuestos  aromáticos  que es el caso  del  ácido  gálico y moléculas  afines. Lo 

importante  era  conocer si el  compuesto  que  se  identificó  al final de la fermentación y que 

correspondió  con el  tiempo  de  retención  del  pirogalol,  contenía en su  estructura un adlo 

aromático.  En  la  Figura  6.3  se  presenta  el  cromatograma  de  la  muestra  a las 72 h y analizada 

por uv. 



- ---- 24.35 pirogaloi 

Figura 6.3 Cromatogrma por uv del  pirogalol  producido  por Lb. plantarum 1 durante la 

degradación  de  ácido gálico a las 72 h de  cultivo 

Después  de  las 72 h de  fermentación,  se  detectó  por uv la  presencia  de  una  molécula  con  un 

anillo  aromático y que  correspon&ó al pirogalol que se produce  durante la degradación  del 

ácido  gálico.  Por  otra  parte,  por  cada 9 gL” de  ácido  gálico  que  degradan  las  bacterias  lácticas, 

producen  alrededor  de 6.2 gL” de  pirogalol. Estos valores  corresponden a una relación 

equimolar de ácido  gálico  degradado y pirogalol  formado.  En  la  Figura 6.4 se  presentan los 

resultados  del  pirogalol  producido  a  las 72 h de  fermentacibn de las 11 cepas  de  bacterias 

Iácticas que  degradaron  ácido  gálicoen  los  medíos  con y sin  glucosa  (MRS-glu-gal y MRS-gal). 
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medio mínimo, hidrolizando  ácid0 tánico hasta glucosa y ácido  gálico.  Durante  estos  estudios 

tambidn se reportó  que  la  bacteria  degradó  el  ácido  gálico  (tri-hidroxibenzoico)  debido a la 

descarboxilación  del  ácido  carboxílico  por  medio de  la  actividad  enzimática  denominada  ácid0 

gálico  descarboxilasa (AGD), produciendo  pirogalol  (tri-hidroxibenceno).  Posteriormente, el 

anillo  fenólico  (pirogalol) h e  hidrolizado por medio  de  la enzima pirogalol  1,2-dioxigenasa, 

obteniendo un intermediario  metabólico  (ácido 2-hidroximucónico) que por medio de  una vía 

desconocida, h e  metabolizado hasta piruvato e incorporado  al  ciclo  de  los  ácidos 

ticarboxilicos  (Figura 6.5) 

a-l O-Ga 
Glidlisis ___) ciclode 

Krebs 
Tanasa ______, 

+ Glucosa 
Ácido  tánico 

Acido gdico 

ai DeSC&XilaSa 
M 

M 

Ácido  gálico Pyrogalol 
0 2 1  

1 Pirogalol 
1,2 dioxigenasa 

Ciclode 4- 2 4-. 
Krebs 

O 

? 

OH 

Piruvato  Ácido  2-hidroximucónico 
Ga = ácido @co 

Figura 6.5 Ruta de degradación de  ácido  tánico por  la  bacteria Cztrobacter fieundii 

(Ajay-Kumar et al, 1999) 

22161.4 
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E s  importante  mencionar  que  hay  microorganismos  anaerobios  que  degradan  compuestos 

fenólicos.  Grbic-Galic et al (1990) proponen  la ruta de  degradación  para  la  degradación  del 

estireno  por un consorcio  microbian0  (Figura 6.6). La ruta de degradación  es  iniciada por 

reacciones  de  oxido-reducción  en  donde  el  estireno  es  convertido hasta  ácido  benzoico. 

Posteriormente,  éste  último es descarboxilado  (formando  benceno) y en la misma  reacción 

puede  ser  oxidado  por  medio  del  oxígeno  que  forma  parte  del agua, obteniendo una  molécula de 

fenol. La molécula  de  fenol  es  reducida hasta ciclohexanol  que  finalmente  es  degradado  hasta  los 

ácidos  butirico y acético 

benzoico 

a3 co3H - q ( C H , )  ,m + 7 - Q  
H20 m 

Ácido  acético  Ácido  butirico  Ciclohexanol 

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

una serie  de  reacciones  de  óxido  reducción,  el  estireno  es  degradado  hasta  ácido  benzóico. 

La ruta de  degradación  anaerobia  del  estireno  descrita  anteriormente h e  explicado como 

reacciones  de  óxido-reducción  en  donde ocurre la  descarboxilación de compuestos  fenólicos. 



Whitaker (1972) definió  a las enzimas  oxidoreductasas  como  aquellas  enzimas  que  catalizan la 

oxidación o reducción  de  substratos. La oxidación o reducción  de un substrato  puede  ocurrir en 

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

Tabla 6.5 Clasificación de las  enzimas  oxido-reductasas (Wtaker, 1972) 

1. AH2 + B + A+BH2 

2. AH2+ 0 2  + A+H202 

3. 2AH2+02 + 2A  +2H20 

4. A + H 2 0 + B  + AO-tBH;! 

5. A+H202 + A 0  +Hz0 

6. A + 0 2  -b o2 

7. A+02+BH2 + A O + B + H 2 0  

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 necesitaría  la  presencia  de  oxígeno  molecular  para  romper  el anillo aromático, a s í  

como lo describe  Ajay-Kumar et al (1 999) en la ruta  de  degradación  del  ácido gálico por la cepa 

de Citrobucterfieundii (Figura 6.5). Se piensa  que  estos  microorganismos podrían degradar el 

anillo  que  forma  parte  del  pirogalol  por  medio  de  la  reacción 4 6 5 (Tabla 6.5) es *, 

oxigenando el anillo de  pirogalol  de  manera  similar  a la reacción  que  ocurre  con  la  degradación 

del  estireno  que se presenta  en  la  Figura 6.6 (Grbic-Galic et al, 1990). Sin embargo,  en este 

estudio  se  observó  que l a s  bacterias lbticas ensayadas  solamente  degradaron el ácido  gálico en 

pirogalol  probablemente  porque  no  tienen un sistema  enzimático  que  permita  incorporar  el 

oxígeno  de la molécula  de agua y de &a manera,  romper  el  anillo  aromático  que  forma  parte del 

pirogalol. 



Tomando  en  cuenta  los  reportes  anteriores  (Ajay-Kumar etal, 1999 y Grbic-Galic et al ,  1990), 

en  ambos  casos  hay  una  descarboxilación  del  anillo  aromático.  Por lo  tanto, en el caso  de  las 

bacterias  lácticas  estudiadas  podría  suceder  una  reacción  similar  de  descarboxilación. Los 

resultados  con  las  cepas  lácticas  que  fueron  probadas  en  este trabajo prueban  que  pueden 

incluir  la  actividad  ácido  gálico  descarboxilasa  dentro  de  su  sistema  enzimático y ser  inducida en 

presencia  de  ácido @co. 

Los  resultados  de  la  degradación  de  ácido  gálico  en  pirogalol  por  cepas  de  bacterias lácticas 

confirman  el  reporte  de  Osawa et al (2000), quienes  aislaron 23 cepas de  bacterias  lácticas  a 

partir  de  alimentos  fermentados y heces  de  humanos  pertenecientes a los  géneros Lb. 

plantarum,  Lb.  paraplantarum y Lb.  pentosus que  mostraron la actividad  ácido gáhm 

descarboxilasa  después  de 3 días  de  incubación  con 3 gL" de  ácido  gálico  en el medo. No 

obstante,  en  estos  reportes  solamente  fue  identificado  el  producto  de  degradación  pero  no  fue 

cuantificada la cantidad  de  pirogalol y ácido  láctico  producidos por las cepas  reportadas. 

Durante  la  realizaciónde  este  trabajo se encontró que las  cepas  de  bacterias  lácticas  estudiadas 

descarboxilaronn  completamente  9 gL" de  ácido  gálico  produciendo un mol de pirogalol  por 

cada mol  de  ácido  gálicoconsumido  incluso,  producen  los  mismos  rendimientos  en el medio  sin 

glucosa(MRS-gal).  Además,  la  concentración  de  ácido  gálico  ensayada (9 gL") no  mostró un 

efecto  sobre  el  consumo  de  glucosa ni sobre la producción  de  ácido láctico. Sin embargo, la 

adición  de  ácido  gálico en el medio  modificó el pH de  la  fermentación. 

El descenso  del pH es un indicativo de la producción  de  ácido láctico en los cultivos de 

bacterias  lácticas. En el medio MRS-glu, la glucosa  fue  consumida  totalmente  produciendo 

ácido  láctico,  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 

lácticas  son  consideradas como microorganismos  ácido  tolerantes que pueden crecer en un 

rango  amplio  de  pH  (Axelsson, 1993). En los resultados  se  obtuvo  que el medio MRSglu-gal 



donde  hay  glucosa (4.5 gL") y ácido gálico(9 gL"), el pH inicial es 4.87 y se mantiene  en un 

valor  promedio  de 4.64 al término  de  la  fermentación.  Con esto se  indica  que  el  descenso  de pH 

en los cultivos  no  afecta el metabolismo  de las  bacterias  debido  a  que  se  consumió  totalmente la 

glucosa y se  produjo  ácido  láctico  en  las 72 h de  cultivo. Sin embargo,  en el medio MRS-gal  con 

ácido  gálicocomo  principal  fuente  de  carbono,  se  observó que en  los  cultivos  donde l a s  cepas 

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

(Figura 6.7). 

S 
Q 

I 

cepas 

Figura 6.7 Valores  de pH en  el inicio y final  de 72 h de fermentación  de l a s  13 cepas de 

bacterias  lácticas  en los medios MRS-gal ( ), MRS-glu ( ) y MRS-glu-gal(0 ) 

La variación  de  pH  en  los  medios  de  cultivo se puede  explicar  en hnción de la descarboxilación 

de  ácido gálicoen  pirogalol  (sección 6.4) que se lleva  a  cabo en el medio  de cultivo, además  de la 

producción  de  ácido láctico. En el  medioMRS-glu  descendici  el  pH  por la producción  de  ácido 

láctico mientras  que  en el medio  MRS-glu-gal,  se  produce CO, debido  a la posible 



descarboxilaciónde  ácido  gálico,  de  tal  menera  que  el  pH  baja  a  los  mismos  niveles  (semejante) 

en todos  los  cultivos  (Figura 6.7). El dióxido  de  carbono  al  estar  disuelto  en  líquido  forma  ácid0 

carbónico, el  cual  puede  disociarse  para formar bicarbonato y/o iones  de  carbonato 

(Aiba, 1990). Si se  considera  la  relación  molar  de 0.97 y 0.02 para el  HCO-3 y HzCO3 

respectivamente  (pH = 4.67 y pKa = 6.37), se observa  que  el  carbonato es mayor que  el á c i d o  

carbónico  por  lo  que,  probablemente,  se  esté  formando  el  HCO3-  que  a  su  vez,  puede 

interactuar con el  ácido  láctico y formar  el  ion  lactato  originando un poder amortiguador en el 

medio y así  mantener el pH. Por otro lado,  en  el  medio  MRS-gal se incrementa el pH  por la 

fomación  de CO, debida  a  la  descarboxilación  del  ácido  gálico y la  presencia  de  poco  ácid0 

láctico. 



6.5 Conclusión 

Las 1 1 cepas  de  bacterias  Iácticas  que  degradaron  ácido  @co  así  como las 2 cepas  que  no  lo 

degradaron,  produjeron  rendimientos  de  ácido láctico similares tanto en el medio MRS-glu 

como  en el medio  MRS-glu-gal. Esto indica  que el metabolismo  de la producción  de  ácido 

láctico no  fue  afectado  por la presencia  de  ácido  gálico (9 gL"). 

Se  observó  una  producción  de  ácido  láctico  como  resultado  de  la  fermentación  de la glucosa y al 

mismo  tiempo  una  descarboxilación  del  ácido  gálico,  dando  como  resultado una molécula de 

pirogalol  con un rendimiento  equimolar  de  pirogalol  formado  por  ácido  gálico  degradado. 

Incluso, la degradación  de  ácido  gálico  se  observó  en ambos medios,  MRS-glu-gal y MRS-gal. 

Esto significa  que  las  bacterias  no  necesitan  glucosa  como  fuente  de  carbono  para  poder 

degradar el ácido  gálico  en  pirogalol.  Por  lo  tanto, la producción  de  ácido  láctico y la 

degradación  de  ácido  gálico  son dos rutas totalmente  independientes  en el metabolismo  de  las 

bacterias  Iácticas. 





7. ESTUDIO  CINÉTICO  DE LA BIODEGRADACI6N  DE ÁCID0 GÁLICO: EFECTO 
DELPRECULITVO SOBRE LADEGRADACI~N DE 9 y 26 ~ L - I  DE Á c m 0  GUCO 
PORLactobacillusplantarum (Los) y Pediococcuspentosaceus (L20) 

En  el  capítulo  anterior  se  cuantificó  la  degradación  de  ácido  gálico  por 13 cepas de bacterias 

lkticas. Los análisis  fberon  hechos  en  el  medio MRSglu-gal con glucosa (4.5 gL") y ácido 

gálico (9 gL-'), así  como en el  medio  donde  solo  había  ácido  gálico en  ausencia  de  glucosa 

(MRS-gal).  Debido  a  que  la  concentración de ácido  gálico se determinó  a  las 72 h y después de 

haber  adaptado los cultivos al precultivo  (sección 4.5.2.1), los resultados  sugirieron  que 

posiblemente la transformación  del  &ido  gálico en pirogalol solo se debió  al hecho de  que  los 

cultivos  bacterianos  fberon  sometidos alprecultivo. Por éSta razón,  fbe  importante  probar  el 

efecto del  precultivo  sobre  la  degradación  de  ácido  gálico  a  9 gL". Para esto, se  eligmon 

2 cepas  de las que  degradaron  ácido  gálico,  Lactobacillus plantarurn (L08) y Pediococcur 

pentosaceus (L20). Además estas  cepas han sido  utilizadas  en  los  ensilajes  de la pulpa  de  café  a 

nivel  laboratorio  (Gaime-Perraud et aZ, 2001; Carralot et al, 2000). También  fue  ensayada la 

concentración de 26 gL" de  ácido  gálico  con la finalidad de probar si las bacterias  lácticas 

estudiadas  podían degradar una  concentración más elevada de ácido gáhm. 

Osawa  et al (2000) reportaron  haber  aislado  cepas  de  bacterias  lácticas  (Lb.  plantarum, 

Lb. paraplantarum y Lb. pentostrs)  que  degradaronácido  gálico(3 gL") en pirogalol  a l a s  72 h 

de  cultivo. Sin embargo, no  reportaron la relación  cuantitativa  de ácido gálico degrado en 

pirogalol. Tampoco ha sido  reportado un estudio  cinético  de la degradación de ácido ghlico por 

bacterias  lácticas.  En  este  capítulo se presenta un estudio de la  degradación  de  ácido  gálico en 

pirogalol  por Lb.  plantarum (LOS) y PC. pentosacm (L20) a dos  concentraciones  de  ácid0 

gálico(9 y 26 gL") con y sinprecdtivo, así  como  el  efecto  que  tienen  &os  pariunetros  sobre 

el crecimiento celular, consumo de glucosa, producción de &ido láctico y pirogalol. Por último, 



se plantea  una  propuesta  para  explicar  el  mecanismo  de  la  degradación  de  ácido gálico en 

pirogalol  por l a s  bacterias  Iácticas  estudiadas. 

7.1 Desarrollo  experimental 

En  esta  parte  experimental  se  realizaron  ensayos  a 9 gL" y a 26 gL" de  ácido gdico, que fue la 

mhxima  concentraci6n  de  ácido gálico que  pudo  disolverse  en el medio de  cultivo. Estos 

ensayos  se  realizaron  para  conocer si el precultivo tenía un efecto  sobre  la  degradación  de  ácid0 

ácid0  gálicpor Lb. plantarum (LOS) y PC. pentosaceus (L20)  en  presencia  de 9 y 26 gL". Para 

estos  estudios  se  utilizaron 3 medios  de cultivo. En la Tabla 7.1 se  presentan  los 3 medlos con 

la concentración  de glucosa y ácido gálico empleada  (en la sección  4.3 se muestra la 

composición  completa  de  los  medios). 

Tabla 7.1 Medios  de  cultivos  empleados  para  la  evaluación  cinética  de  la  degradación  de  ácido 

@m 
- ~ ~~~ ~~~ - .~ 

Medio Glucosa Ácido gálico 
.~ 

gL" gL-1 
"glu-gal 4.5 9 

MRS-gal - 9 
MRS-glu-gal26 4.5 26 

Es  importante  mencionar  que  en los experimentos  anteriores  la  medición  de  ácido @ico se 

M i a  hecho a l a s  72 h. Por Csta razón, fie importante  hacer un estudio  cin&ico para conocer el 

tiempo en el cual se estaba  biodegradando el ácido  gálico en pirogalol.  Se  planearon  cinéticas 

analizhdose muestras a diferentes  tiempos (O, 8, 12, 24,36, 48 y 72 h) y se  observó  que  a 

partir  de l a s  12 h, el ácido gdico desaparecía  completamente.  Nuevamente  se  elaboraron 

cinéticas  analizando  muestras  de O a  16 h con  intervalos  de 2 h  entre  muestras, y un último 

muestre0  a las 24  h para la  concentración  de 9 gL" mientras  que  para el medio con 26 gL" de 

ácido gábco, se analizaron muestras hasta l a s  72  h. 



7.2 Evaluación cinética del crecimiento celular y la  producción  de  pirogalol por 

Lb. plantarurn (Los) y PC pentosaceus @O) 

Se observó la degradaciónde  ácido gálicoa 9 y 26 gL" por las cepas  de Lb. plantarum  (LOS) y 

PC. pentosaceus (L20) que  fueron  cultivadas  en  el  medio  MRS-glu-gal y MRS-glu-gal26.  En un 

caso, los  cultivos  bacterianos  provenían  del  precultivo  con  ácido  gálico  (72 h) mientras  que en 

el otro, del  medio MRS Lactobacilli (48 h). En la  Figura 7.1 se  muestra  que la producción de 

pirogalol  esta  asociada  con la degradación  de  ácido  gálico  en una relación  lineal con un 

coeficiente  de  correlación  de 0.9972 (el  mismo  comportamiento  se  muestra  para  las 2 cepas  con 

y sinprecultivo). 

50 y=-1,041X+49,512 
2 = 0,9972 

40 

i 
30 

z o 

'0 20 

O 
O 10 2 0  30 40 50 

Pirogalol (mmol) 

Figura  7.1  Relación  lineal  entre la degradación  de  ácid0  gálico y formación  de  pirogalol para la 

cepa  de Lb. plantarum (L08) a 9 gL-' sin precultivo 

Los  cultivos  con  bacterias  Iácticas  en  presencia de ácid0  gálico  mostraron  que la degradación de 

ácido  gálico y la  producción  de  pirogalol  ocurren juntas y en una relación equimolar. Este 

comportamiento fbe observado  por l a s  dos  cepas  crecidas  en  el medio con glucosa (4.5 gL") y 

ácido  gálico (9 g-L-') con y sin  precultivo,  asícomo en el medio donde solo había  ácido &cm 
(9  gL") sin  glucosa.  En  las  cinéticas  de 26 gL" el comportamiento  fue  el  mismo  aunque l a s  

bacterias  que  no  fueron  adaptadas al precultivo,  degradaron  menor  cantidad  de  ácido @co. 



O'Donovan y Brooker (2001) también  reportaron  que la bacteriana  ruminal S. gullol'icm 

realizó una conversión  estequiométrica  de 50 mol-ml" de  ácid0 gálico en 47 mmolml" de 

pirogalol. 

En la Figura 7.2 se  presentan  las  cinéticas  de la  cepa Lb. pZuntarum (L08) donde se evaluó  el 

efecto delprecuItivo  sobre  el  crecimiento  celular y la producción  de  pirogalol.  Para mostrar los 

resultados  de una manera m& clara solo se  presentan las cinéticas  de Lb. plantarum (LOS). Sin 

embargo, la cepa PC. pentosaceus (L20) presentó el mismo  comportamiento. 



9 gL" de  ácido g á l i c o  con ptecultivo 26 gL" de  ácido  gálico con precdtivo 
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Figura 7.2 Comparación  cinética  de los datos experimentales  del  crecimiento celular (...a. .. ) y 

producción  de  pirogalol (-.m.) contra los datos obtenidos  de  la  ecuación  Logistica  para el 

crecimiento c e l u l a r  (e) y producción de pirogalol(+- ) 



Se observa que en el medlo  con 9 gL" de  ácido  gálico y sin precultivo, la fase lug del 

crecimiento  celulartiene un periodo de 2 h y cuando  las  cepas  bacterianas  fueron  adaptadas al 

precultivo  aumenta  a 4 h. También se  observa  que l a s  bacterias  sin  precultivo  crecen  más  rápido 

a  diferencia de  cuando  fueron  adaptadas  al  precultivo. Sin embargo, la cantidad de  biomasa  con 

y  sinprecultivo  a 9 gL"  de  ácido  gálico  es  practicamente  la  misma al final de la  fermentación 

(24 h). 

Por  otra  parte,  se  observa  que  al  aumentar la concentración  de  ácido  gálico a 26 gL" y sin el 

precultivo, la fase lug del  crecimiento  microbiano se prolonga hasta las 48 h y se presenta una 

reducción  del 52% en la  producción de biomasa  comparado  con  la  producción  que se obtiene 

con 9 gL" de  ácido  gálico (en éSta cinética  no se  pudieron ajustar los  datos  a la ecuación 

logistica  debido  a  que  los  análisis  se hcieron hasta l a s  72 h y el  crecimiento  microbiano 

comienza  a  las 48 h). De  lo  contrario,  adaptando  los  cultivos  bacterianos  al preczdtivo y 

aumentando  la  concentración  de  ácido  gálico  a 26 gL"  la fase lug del  crecimiento  celular  se 

reduce  a 16 h y se produce solo el 47% de la biomasa de  la  que se forma  cuando  las  bacterias 

crecen  en  presencia  de 9 gL"  de  ácido  gálico.  Éstos  resultados  muestran que el  ácido  gálico  a 

26 gL",  retrasó el crecimiento  celular  de  las  bacterias lkticas Lb. pZunturum (LOS) y 

PC. pentosuceus  (L20) y disminuyó la producción  de  biomasa. 

Graficamente se observa  que la producción  de  pirogalol  está  asociada  al  crecimiento  celular 

(Figura 7.2). Para  probar ésta  hipótesis  fue  estimada  la  producción  de  biomasa  expresada  como 

X (DO) en  base  a la ecuación  logística: 

Donde y, es  la  máxima  velocidad de crecimiento  específico, X, es el  valor de X en el 

equilibrio  y W d t  = O. La  solución  de  la  ecuación  de  la  logística  es la siguiente: 
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Para  conocer  si la producción  de  pirogalol  (g-L")  estaba  asociada  al  crecimiento,  íüe  utilizado el 

modelo  de  Luedekingy  Piret (1959) 

d p d x  --a-+/3x 
dt  dt 

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

En donde sp y p son definidas  como: 

1 d x  p=" 
X dt 

Si  se  substituye  la  ecuación (4) en (5), tenemos 

9p -UP+ B 

La solución  de  la  ecuación (4) se  expresa  de la siguiente forma, 

P =Po + *(x - xo)+ ""i.i"-P P c u - x o )  -xo! 

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

Substituyendo  el  valor  de X de la ecuación (2) en  la (7) se  puede  obtener P (pirogalol 

producido)  estimando los parámetros y minimizando la suma  de  cuadrados  del  error con la 

ayuda  de  Solver  del  programa Microsoft Excel. El partimetro a, h e  estimado  de  la  correlación 

lineal  entre la producción  de  pirogalol y la  concentración  de  biomasa en la fase de  crecimiento 

exponencial. 



A pesar  que  todos los casos  presentaron  crecimiento y producción  de  pirogalol, la velocidad de 

crecimiento  del  microorganismo y la velocidad  de  producción  de  pirogalol  fue  diferente  para 

cada caso. En la Tabla 7.2 se presentan  los  valores  de  los  pmámetros  calculados  para 

Lb. plantarurn (L08) y PC. pentosaceus (L20) crecidas  en el medio  MRS-@u-gal  (CPr) y MRS- 

glu-gal(SPr). 

Tabla 7.2 Parámetros  cinéticos  calculados  para Lb. plantarum (L08) y PC. pentosaceus (L20) 

en el medio  MRS-glu-gal y MRS-glu-gal26 

Cepa Becultivo Biomasa 
DO460 nm 

Lb. plantarum" 
Lb. plantarumb 
Lb. plantaruma 
Lb. plantarumb 
PC. pentosacetlr" 
PC. pentosaced 
PC. pentosaced 

CPr  4.3 
CPr 3.0 
SPr 4.2 
SPr 3.0 
CPr 4.2 
CPr 2.6 
SPr 4.3 

ÁC 

gálico 

1 O0 
1 O0 
1 O0 
60 
1 O0 
100 
100 

("/.I 

I.L 
h" 

0.300 
0.082 
0.395 

0.268 
0.083 
0.370 

2.10 0.08 0.63 
11.67 0.0 1 0.95 
1.35 0.02 0.53 

~~ 

- - 
2.15 0.07 0.57 
13.57 0.05 1.12 
1 . 8 4  0.03 0.68 - 

PC. p e ~ o s u c e d  S P ~  2.5 48 - 
9 gL" y 26 gL" de ácido g á l i c o .  CPr = umprecul&, SPr = sin precuitiw. El coeficiente a fue calculado a 

partir  de la correlación  lineal  entre la producción  de  pirogalol y la concentración  de  biomasa,  obteniendo 

coeficientes  de  correlación mayores a 0.95 

Las bacterias  cultivadas  en el medio con 9 gL" de  ácido gálico presentaron una cantidad  mayor 

de  biomasa (DO = 4.2 y 4.3) y una máxima velocidad  de  crecimiento  en  los medios sin 

precultivo, siendo Lb.  plantarum (L08) el microorganismo que mostró  el m k m o  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 (a = 0.0 1) entre la velocidad de crecimiento  de  las 

2 cepas  estudiadas (Lb.  plantarum y PC. pentosaceus) a la concentración  de 9 gL" de  ácido 

gálicocon y sin precultivo. Tampoco  hubo  diferencia  significativa ( a 4 . 0 1 )  entre la velocidad 

de  producción  de  pirogalol  en el medio con precultivo y en el medio sin precultivo cuando  las 
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cepas  de Lb. plantarum (LOS) y PC. pentosaceus (L20) degradaron 9 gL" de  ácid0 @m. 

O'Donovan y Brooker reportaron  que  la adxión  de  ácido  tánico o de  extracto  de  taninos 

condensados  de acaciaa concentraciones  de 10 gL" no presentó un efecto sobre  la  velocidad de 

crecimiento  exponencid  de  la  bacteria  ruminal S. gaZZoZyticzlr mientras  que  arriba de esta 

concentración, las velocidades  de  crecimiento  fueron  significativamente  reducidas. 

AI realizar un análisis de  varianza (ANOVA) con  la  ayuda  del  programa SPSS@, se  obtiene  que 

el  término #3 de la ecuación (3) no es estadísticamente  significativo  a la concentración de 

9 y 26 gL" de  ácido  gálicopara las dos  cepas.  Por lo tanto,  se  confirma la hipótesis  de  que la 

formación  de  pirogalol  debida  a  la  descarboxilación  de  ácido gálico por l a s  bacterias  lácticas 

Lb. pZantarum (L08) y PC. pentosaceus (L20) está  asociada  al  crecimiento  celular. 

7.2.1 Efecto del precultivo sobre el consumo de glucosa y la  producción de hcido  lhctico 

En la Figura 7.3 se  presentan  las  cinéticas  que  muestran el efecto del precultivo sobre  el 

consumo de  glucosa y la producción  de  ácido l á c t i c o  en  presencia  de 9 y 26 gL" de á c i d o  

gálico. Para presentar los resultados  con  claridad solo se  muestran l a s  cinéticas de 

Lb. plantarum (L08). Sin embargo, la cepa  de PC. pentosaceus (L20) presentó el mismo 

comportamiento. 

90 

"".I..̂  .. . .. . 
" 
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Figura 7.3 Efecto delprecuhzvo  sobre  el  consumo  de  glucosa ( m) y producción  de  ácido  láctico 

(0 ) por Lb. pzantarum (L08) en presencia  de 9 y 26 g L" de  ácido @m 



Se observa  que  para los 4 casos  el  consumo  de  glucosa y producción  de  ácido  láctico  están 

asociados al crecimiento  celular  como  lo  reporta  Parés y Juárez (1997). En los  cultivos  con 

9 gL" de ácido  gálico y precultzvo, 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 observó 

que al aumentar la concentración  de  ácido gálicoa 26 gL" conprecuZtivo,  la  glucosa  comienza  a 

tener un consumo  importante a partir  de las 16 h (tiempo  que  corresponde  con la fase Zag del 

crecimiento  celular).  Sinprecultivo y a 26 gL" de  ácido  gálico,  la  glucosa  es  consumida  después 

de l a s  48 h. 

En todos los casos  (a 9 y 26 gL" de  ácido  gálico) la producción  de  ácido  Ihctico es 

proporcional  al  consumo  de  glucosa  observándose  que el  precultivo no mostró un efecto  sobre 

el  consumo  de glucosay producción  de  ácido láctico  a 9 gL" de  ácido  gáIico  debido  ya que se 

observó que se  produce la misma  cantidad  de  ácido  láctico  con y sin preculbivo. Sin embargo, la 

concentración  de 26 gL" de  &ido gálico  presentó un efecto  negativo  sobre  el  consumo de 

glucosa(72 h) en las 2 cepas  estudiadas y de lamisma  maneraque  en  el  consumo  de  glucosa,  el 

ácido lktico producido  fue  menor. Ésta producci6n  de  ácid0  láctico (48-63%) fue aún menor 

(27-41%) cuando los  cultivos  microbianos no fueron  adaptados  al  precultivo,  siendo 

PC, pentosacem (L20) la bacteria  con  menor  producción  de ácido láctico  (Tabla 7.3). 

Tabla 7.3 Efecto  delprecultivo sobre la producción  de  ácido  láctico  por Lb. planturn (L08) y 

PC. pentosuceus (L20) a 9 y 26 gL" de ácido gáhco 

Cepa Precultiw Producción de Producción  de 
ácido láctico kL") a hcido lktico (EL-') a 
9 EL" de ácido gAlico 26 gL" de &&lo @lie0 

" ~ 

Lb. plantarum CPr 6.66 4.23 
Lb. plantarum SPr 6.83 2.77 

PC. pentosaceus CPr 6.73 3.26 
PC. pentosacem SR 6.87 1.83 

Glucosa 4.5 g ~ " ;  CPr = con precultivo; SPr = sin precultivo 



Durante el estudio  con  las  bacterias Lb. pZantarum (L08) y PC. pentosaceus (L20) se  probó que 

cuando  degradan 9 gL" de  ácido  gálico  no  tiene efecto  sobre el crecimiento  de los 

microorganismos ni sobre el consumo  de  glucosa y producción  de  ácido láctico. Sin embargo, al 

aumentar la concentración  a 26 gL", el metabolismo  bacteriano  cambia.  O'Donovan y Brooker 

(200 1) reportaron  que la bacteria S. gallolytzcus modificó su metabolismo y que su crecimiento 

fue inhibido a concentraciones  mayores a 40 g-L"de ácido @cm. 

7.2.2 Resumen  de los resultados  observados  de la degradacidn de ácido gálico a 

9 y 26 gL" 

En la Tabla 7.4 se  presentan los parámetros  evaluados y los valores  obtenidos  al  estudiar  el 

efecto del precuZtzvo sobre el metabolismo  de l a s  cepas  de Lb. pzantarurn (L08) y 

PC. pentosaceus (L20) cuando  degradan 9 y 26 g-L" de ácido &m. 



Tabla 7.4 Parámetros  evaluados  durante las  cinéticas  de Lb. plantarum (L08) y PC. pentosaceus 

(L20) y los  valores  obtenidos  cuando  las  cepas  degradaron 9 y 26 g-L"  de  ácido  gálico  con y 

sin precultivo 

Concentración de ácido gálico 

con precultivo sin precultivo con precultivo sin precultivo 
9 gL" 9 gL" 26 gL" 26 gL" 

Fase lap del 2 4 16 48 
crecimient; celular 

(h) 
Crecimiento  celular 3.7-3.8  3.8-4.2  2.4-2.8  3.0-3.1 

(D0=660 nm) 
Crecimiento  celular 100 100 66  78 

("/O) 

Tiempo que dura el 6-8  2-4 12 48 
periódo inicial del 

consumo de glucosa 
(h) 

Consumo de glucosa 100 1 O0 1 O0 60-70 
(%) 

Tiempo que dura el 6  2-4 12 48 
peri6do inicial de la 

producción de ác. - 
lhctico (h) 

Producción de ác. 100 100 48-63 27-4 1 
láctico (Yo)  

Biodegradación de 100  100  100  48-60 
áe gslico (%) 

Tiempo que dura el 2 4 16 48 
periódo inicial de 
degradación de tíc. 

7.2.3 Degradación de gicido gálico por cClulas latentes 

Como  se  describió  anteriormente,  el precultivo no  presentó un efecto  positivo  sobre la 

degradación  de  ácido gálico a 9 gL". Además,  la  degradación  del  fenol  comenzó  antes  de ser 

consumida la glucosa por  las  bacterias  lticticas  estudiadas. Por ésta razón,  fue  importante 

observar  si la glucosa  tenía un efecto  positivo  sobre la degradaciónde  ácido  gálicoa 9 gL" para 

ello, se realizó  una  cinética  de  degradación  de  ácido  gálico por Lb. plantarum (L08) y 

PC. pentosaceus (L20) en  medio  sin  glucosa (MRS-gal) y sin precultivo, observándose que la 



producción  de  pirogalol  ocurre  en  el  mismo  tiempo  que  cuando  hay  glucosa además de kid0 

gálico en el  medio  (MRS-glu-gal). 

Esto indica  que  la  glucosa(4.5 gL”) al  igual  que la adaptación  al precultivo no  tienen un efecto 

positivo  sobre la degradación  de  ácido  gálico a una concentración de 9 gL”. Para probar éSta 

hipótesis  se  realizó un experimento  en  donde  los  cultivos  bacterianos  después  de ser  crecidos 

en el medio MRS LuctobacilZi @ fueron  inoculados  en  solución  fisiológica (0.9% de NaCL) 

adicionado  con 9 gL“ de  ácido  gálico  como única hente de  carbono. Éste experimento se 

realizó con la finalidad  de  observar  si las  bacterias  lácticas  podían degradar ácido gálico aún en 

la  ausencia  de  glucosa y de  cualquier  otro  tipo  de  fuente  de  carbono, en éste  caso,  los  demás 

nutrientes  del  medio MRS (polipeptona,  extracto de carne,  extracto  de  levadura,  citrato de 

amonio y acetato  de sodio). Se elaboró  una  cinética  tomando  muestras a los mismos  tiempos 

que  las  cinéticas  anteriores (O a 16 y 24 h) y se  observó  que  los  microorganismos no creciemn 

ni degradaron  el  ácido @m. 

Por éSta razón,  se pensó que  las  bacterias  lácticas  estudiadas  necesitaban  de una fuente de 

carbono  que  pudieran  utilizar para su  crecimiento y después  poder  degradar  el  ácid0 gá l i co .  

Monda1 y Pati (1999) reportaron  que  al  adicionar 10 gL” de  glucosa a un medio mínimo con 

ácido  tánico,  la  glucosa  favoreció la actividad  de la enzima  responsable en degdar el  ácid0 

tánico  (tanasa)  presente  en  la  bacteria Bacillus  lichenformis. Por otra parte,  las  bacterias 

lácticas  estudiadas (Lb. planfarum y PC. pentosaceus) aunque  no  necesitaron la glucosa para 

degradar  ácido  gálico,  posiblemente si necesiten  de  otra  fuente  de  carbono para crecer y poder 

degradar dicho  compuesto bajo un faómeno cometabólico. Janke y Fritsche (1985) definieron 

cometabolismo como “la transformación  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  degradación  de  ácido  gálico  por  bacterias  lácticas  posiblemente 

es un proceso comefubólico debido  a  que las bacterias  ensayadas  degradaron kid0 Mico solo 
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en  lapresencia  de los nutrientes  del  medio que pudieran  utilizar  como  fuente  de carbono para 

sus funciones  metabblicas. 

7.2.4 Producci6n de energía 

No es  clara  la  razón  por  la  cual  las  bacterias  Iácticas  estudiadas  no  utilizaron  el  ácido gálico 

como  fuente  de  carbono  para  la  producci6n  de  ácido  láctico y solo  descarboxilaron el &ido 

gálico(tri-hidroxibenzoico) en  pirogalol  (tri-hdroxibenceno). Es posible  que el  pirogalol  sea un 

compuesto  menos  tóxico para la  bacteria  que el ácido gálico, o que  su  producción  fue  favorable 

para  el  microorganismo  debido a la  generación  de  energía.  Janke y Fritsche (1985) reportaron 

que bacterias  como los clostridios  obtienen su energia  de  la  fermentacion  de  aminoácidos al 

hidrolizar  proteínas.  Durante esta fermentación el aminoácido  (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  aminoacidos  (glicina o prolina) que actúan  como  aceptores  de H’ 
(Figura 7.4). 
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IF\ NH3 Z i n & b n  reductiva r glkina 

Aminoácido  aceptor de H' 

Figura 7.4 Transformación  acoplada  de  aminoácidos  (Janke y Fritsche, 1985) 

El aminoácido  (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 la degradación  de  ácid0  gálico  en  pirogalol  por  las 

bacterias  Iácticas  estudiadas,  reacción  semejante  a la que  realizan los clostridios  para  obtener 

energía (Figura 7.5). 
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Figura 7.5 Posible  mecanismo  de  generación  de  energía  debida  a  la  descarboxilación  de  ácido 

gálicoen  pirogalol  por  bacterias lácticas 

Las  bacterias  Iácticas  al formar pirogalol  posiblemente  generan  energía  durante la 

descafboxilación  que  puede ser  utilizada  para  producir otras biomolkdas (aminoácídos, 

proteínas,  ácidos grasos y ácidos  nucléicos)  que  pueden  ser  empleadas por el propio 

microorganismo. 

Por otro lado, Voet y Voet (1992) reportaron  que la descarboxilación  de  moléculas químicas 

conlleva  a  la  producción  de  poder  reductor  en  forma de NADH, como es el caso de la 

descarboxilación  de  ácido  pinívíco  en  acetil-COA o bien,  la  descarboxilación  de  isocitrato  a 

oxoglutarato que  ocurre  en el  ciclo  de  Krebs  por  diversos  microorganismos. Parés y Juárez 

(1 997) reportaron  que  es  posible  que  bacterias  anaerobias  como Pelobacter sp. y Coprococcus 

sp. durante la etapa  inicial de la fermentación del  floroglucinol  (tri-hidroxibemóim), molkula 



semejante al ácid0 gálico, realizan una reducción a dhidrofloroglucinol,  siendo una reacción 

dependiente del NADH y H+. Se han aislado  diferentes  microorganismos  que  pueden  obtener 

energía .“ a partir de la fermentación  de otros compuestos  orgánicos, como es el caso de las 

bacterias Burkhofderiu cepacia y Pseudomonas sp. que  obtienen  carbono y energía al 

metabolizar  tolueno y n-alcanos,  respectivamente (Newman y Wackett, 1995; Setti et d, 

1993). O’Donovan y Brooker (200 1 ) reportaron  que la cepa bacteriana ruminal S. gaih‘yticus 

cataliza la deshxilación de kid0 gálico en  pirogalol  generando  probablemente  energía a 

través de un bombeo de protones,  misma  reacción que realizaron l a s  bacterias  lácticas  que 

fueron  estudiadas. 



7.3 Conclusión 

Se estudiaron  las  cepas  de Lb. plantarum (LO8) y PC. pentosaceus (L20) donde se evaluó  el 

efecto  del  precuitivo  sobre  el  metabolismo  de  ambas  bacterias. Se observó  que  el  adaptar  los 

microorganismos a unprecultrvo  que  contiene 9 gL" de  ácido  gálico y 4.5 gL" de glucosa,  no 

tiene un efecto sobre  el  crecimiento  celular, la velocidad  de  producción  de  pirogalol, ni sobre  el 

consumo de  glucosa y producción  de  ácido láctico cuando l a s  bacterias degradan 9 gL" de 

ácido  gálico. Sin embargo,  elprecultivo si tiene un efecto positivo  cuando l a s  bacterias degradan 

26 gL" de  ácido  gálico  debido a que  disminuyen los tiempos  de  degradaci6n  de  ácido &cm, 

producción  de  pirogalol,  crecimiento  delular,  consumo  de  glucosa y producción  de  ácido láctico. 

Además,  cuando  no  hay  precultivo y l a s  bacterias  son  cultivadas  en 26 gLV1 solo pueden 

degradar  entre el 48% (Lb. plantarum, L08) y 60% (P. penfosaceus, L20) del  ácido  gálico a l a s  

72 h. 

Por otra parte, se  desconoce la razón  por la cual  las  bacterias  lácticas  no  utilizan  el  ácido giillco 

como &ente  de  carbono y solo lo descarboxilan  en  pirogalol. En este  trabajo se propone que 

posiblemente  este  proceso lo realicen  bajo un fenómeno  cometúbolico  en el cual requieren de 

una  fuente de carbono  (como  son  los  propios  nutrientes  del medio) para crecer y así degradar el 

ácido  gálico  para  que  quizá  de éSta manera,  obtengan  energÍa.  Además, se observó que la 

producción  de  pirogalol  está  asociada al crecimiento  celular  de las bacterias  lácticas. 



Concliwsgenerahs y perspectivas 



8. CONCLUSIONES GENERALESY PERSPECTIVAS 

De la selección de  cepas  capaces  de degradar compuestos  fenólicos  se  encontr6  que  de 45 cepas 

de bacterias  lácticas  probadas, 22 crecieron en  medio  sólido  con  ácido  tánico (5 gL") y 

23 son capaces  de  degradar el ácido  gálico (9 gL"). Ademb, las  cepas que crecieron  sobre 

placas  con  &ido tánico fueron l a s  mismas cepas que  degradaron el ácido  gálico, más una c e p a .  

Los géneros  bacteríanos  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  sólido  con  ácido  tánico  pero si degrada el ácido  gálico en medio líquido. Y por 

último, un grupo de 5 cepas  que  no  tienen  una  identificación  pero son bacterias  lácticas. 

Los análisis  cuantitativos  se  hicieron  sobre  el  medio  líquido  con 9 gL" de  ácido  ghlico  a las 

72 h de  cultivo y después de adaptar los  cultivos bacterianos a un precuZtivo con 9 gL" de 

&ido gálicoy 4.5 gL" de glucosa,  se  observó  que  las  bacterias Ikticas estudiadas degradaron el 

ácido gáljco en  pirogalol y que  se  produce  en  una  relación equimolar. Además, la degradación de 

ácido  gálicono  present6 un efecto  sobre  la  producción  de  ácido  láctico  puesto  que las bacterias 

al  crecer en un medio con o sin kid0 @co (9 gL"), producen  los  mismos  rendimientos de 

ácid0 láctico. 

Los estudios  cinkticos  donde  se  evalúo el efecto  del precultivo sobre el  metabolismo de 

Lb. plantarum (L08) y PC. pntosaceus (L20) mostraron que a 9 gL" de  &ido Mico, el 

precultivo no tuvo un efecto  sobre el metatmiisno de ambas cepas  ya  que l a s  bacterias  que 

fueron  crecidas  con y sin precdtzvo tuvieron las mismas  velocidades  de  crecimiento y 

produccibn de pirogalol, así como los mismos  rendimientos  de  produccibn de ácido  láctico.  Por 

otra parte, al aumentar la concentración  de  ácido gálico a 26 gL" sin precultivo la  fase  lag  del 

crecimiento  celular se incrementa 1 1 veces más ya que se  prolonga hasta las 48 h de  cultivo a 

diferencia de 4 h que se tiene  cuando l a s  bacterias  degradaron 9 gL" de  ácido  gálico. Sin 

embargo, a éSta concentración (26 gL") el precultzvo si tiene un efecto  positivo  sobre el 



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 

producción  de  ácido láctico y de  la  degradación  de  ácido  gálico esth asociados  con el tiempo 

que  dura  la  fase Zag de1 crecimiento c e l u l a r  es decir, las  bacterias  necesitan  crecer  para  despuCs 

llevara cabo  sus  actividades  metabólicas  por  lo  que la producción  de  pirogalol  está  asociada al 

crecimiento  celular. A pesar  de  que  el precultivo presentó un efecto  positivo  sobre la 

degradación  de 26 gL" de  ácido  gálico, éSta concentración  tuvo un efecto  negativo  sobre la 

producción  de  ácido  láctico  debido  a  que  se  disminuyó  de 27-41% en  los  cultivos  sin precuZtivo 

y de 48-63% en  los  cultivos  conprecultivo. 

La degradación  de  ácido  gálico  en  pirogalol  por  las  cepas  de  bacterias lácticas  ensayadas  se 

plantea  como un proceso cometdólico debido a que el ácido  gálico  no  fue  utilizado  como 

fuente  de  carbono para la producción  de  ácido  láctico.  Además,  las  bacterias  produjeron 

pirogalol  aún  cuando no habia  glucosa,  utilizando los otros  compuestos  para  la  obtención de 

carbono y que  están  presentes  en el medio de  cultivo.  Por  otra  parte,  el  porqué  las  bacterias 

descarboxilaron  el hido gálicohasta pirogalol  que se acumula  en el medio  se  debe  posiblemente 

a  que  los  microorganismos  obtienen  energía  a  partir  de ésta reacción  ya  que el ácido  gálico  no  es 

utilizado para la  producción  de  &ido  láctico. 

Este  trabajo  consistió  en  hacer un estudio  de la degradación  de  compuestos faólicos, teniendo 

como  modelo  de  estudio el ácid0  gálico. Si bien, éste compuesto  no  presenta el  problema de 

formar complejos  con  las  proteínas  sin  embargo,  sirvió  para  realizar  una  selección  de  cepas y 

hacer un estudio  fisiológico  de la degradación de  dicho  compuesto. Ahora que se cuenta  con una 

selección  de  bacterias  lácticas  que  degradan  ácido  gálico y que  crecen  en  presencia  de á c i d 0  

tánico es importante  para  estudios  posteriores,  probar  la  degradación  de  moléculas  m& 

complejas  como  son los taninos y en  especial,  introducirse  en el estudio de la  degradación de 

taninos  condensados  puesto  que  no  hay  información sufkiente de microorganismos que 



degraden  éstas moléculas. En  el  momento que se tengan  resultados  favorables de la degradación 

de taninos  por tanasas de bacterias lhcticas,  se podría aislar,  caracterizar y purificar la enzima y 

realizar un estudio de cómo es que actúa. Una vez  que se purifique la enzima, se podría 

comparar la  actividad con la  de tanasas füngicas. Posteriormente,  se  aislaría el gen que regula la 

síntesis de la tanasa  con  el fin de hacer  microorganismos  sobreproductores de la enzima 
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Introducción, Los taninos son compuestos  que  se 
encuentran en las plantas y presentan la  caracteristica 
de unirse  a  proteínas (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. piantarum 
puede  degradar  el ácido tánico y gálico hasta 
pirogalol como producto final (4). Las bacterias 
lácticas 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 selección de distintos 
generos  de  bacterias lácticas aisladas  de  la  pulpa  de 
cafe con  capacidad de degradar ácido gálico en 
pirogalol y crecer en placas  con t8nico. 

Metodología. 45 oepas de badetias lácticas aisladas 
de L pulpa de café fLler00 propagadas en medio M R S  
con 20 gl' de glucosa durante 48 h a 30°C. 
Posteriormente  fueron  inoculadas sobre piacas de 
agar MRS con 5 gl" de  ácido tlnico como unica 
fuente  de cahono, y en 3 diferentes  medios  líquidos 
adicionando gálico y glucosa a diferente 
concentracibn (tabla 1). Los cultivos fueron 
mantenidos a 3OoC por un tiempo de 72 h y I20 €I 
para las placas CCHI $him. Se observci el crecimiento 
y formación  de halos de hiddlisis sobre las placas 
con tánico y se cuantificó el gálico, glucosa, pirogalol 
y láctico en l o s  medios líquidos, 

Tabla 1. Concentración  de glico y glucosa 1 Medio (gl") I Glucosa I Gálico I 
1 1 I 4.5 1 - 1  

2 I 4.5 1 9  
3 - 1 9  

Resultados y Discusibn. Las 45 bacterias  (colección 
aislada de la pulpa  de café ensílada)  crecieron en 
presencia  de  ácido  gálico  (medio 2 y 3) pero solo 23 
cepas lo degradaron  hasta  pirogalol. Entre los géneros 
microbianos  que  degradan  ácido  ghlico a pyrogalol 
tenemos: Lb. piantmum, Lb. hiígardii, Lb. pentosus 
Ws. contsa, PC. pnfosaceus, Ln. mesenferoiaks y un 
grupo de  bacterias  que  no han sido  identificadas. Los 
gdneros  que  no actwon sobre el gálico son: 

Lb. = Lactobacillus; PC. = Pediococcus; Ws = Weissella; 
Ln = Leuconosfoc 

Lb coryniformis, Lb casei, Lb paracasei, 
Lb. bifermenfens, Ws. confusa y un grupo  no 
identificadas. Las mismas 45 cepas fueron inoculadas 
sobre  placas  de MRS con 5 gl-' de  ácido  tánico  como 
única fuente  de carbono. Solamente 22 cepas 
crecieron y formaron halos  de  hidrólisis  debida a  la 
acción de las  bacterias  sobre  el  tánico. Estas cepas 
son las mismas que actuaron  sobre  el gáIico  excepto 
el gbero Ln mesenteroides. 
El rendimiento  de  la  produccion  del  ácido láctico 
frente al consumo  de la glucosa en  el  medio 1 (sin 
gálico)  es  similar al que se  obtiene en el medio 2 (con 
gálico), es decir; el consumo de glucosa y la 
producción  de llctico no  son  inhibidos  por la 
presencia  de gálico a la concentracion  de 9 g'. Por 
otra  parte7  cuando  el medio MRS no  contiene  glucosa 
y solamente gálico a 9 gl-* como  fuente  de  carbono 
(medio 3), ias bacterias  consiguen  degradar el l o O O ?  
de gálico hasta pirogaiol dentro de las 72 h. 

Conclusiones. De las 45 cepas  de  bacterias  lácticas 
se seleccionaron 23 que  pueden  degradar el 1 W! de 
ácido gálico en  pirogalol  en  una relación  equimolar, 
en presencia o ausencia de  glucosa. Estas bacterias 
pertenecen a 4 generos conocidos7; Lb., PC., Ln ,  Ws y 
un  grupo  de bacterias no identificadas. Las mismas 
bacterias crecen sobre  medio  con tánico a una 
concentración de 5 a excepcih de una cepa (Ln). 
El @ice a 9 81'' IIO fue inhibi,itorio para la producci6n 
de &ido láctico. 
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PIROGALOL Lb. plunfurum (LOS) CPr 

Coefficient9 

Standardi 
zed 

Unstandardized Coefficien 
Coefficients ts 

Model 

' 

sig. t Beta Std. Error B 
-! (Csnstant) .443 

BIOMASA DE LO8 
CON AGAPiACiO .308 ''O2 1 ,877 5.175 

a. Dependent  Variable: PYROGALOL LO8 CON ADAPTACION 
1 

PIROGALOL Lb. plunturum (LOS) SR 
Coefficient$ 

I 
I 

I 
Coeffkients I 

Standardi 

Unstandardized Coefficien 

Model B I Std.  Error  Beta t sig. 
(Cznstant: ' . U I  a77 I 

BIOMASA DE LO8 
.I ,339 9.73 1 .290 

I 

sir4 ADAPTACE 1 1.394 
.862 1 4.806 

a. Dependent  Variable: PYROGALOL LO8 SIN ADAPTAClON 

Analizando  las  pendientes: 

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

XI..- Pendiente de la biomasa  con  adaptación  para LO8 
XI..- Pendiente  de la biomasa sin adaptación  para LO8 

Hipótesis  nula: &= p1 - p2 = O 

Hipótesis  alterna: Ha= ~1 - p2 # O 

Estadística  de  prueba: 



ya que conocemos en error  estándar  de  cada  pendiente 

por lo tanto 

(1.596 - 1.394) != 

./(.308)2 + (0.29)2 

t, = 0.477495 

y la t de  tablas  para: t ,  , fijando a=O.Ol 
-,nl +n2 -2 
L. 

f a  =2.8784 
--,n1+n2 -2 
2 

y como  tc< t tablas, entonces  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  la  producción 
de  pirogalol  con y sin precuitivo 


