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PRESENTAC]()N DEL PROYECTO

.a Universidad Auténoma Metropolitana Unidad 1ztapalapa tUAM-1) ha trabajado con
¢l lnstituto de lInvestigacion para el Desarrollo, IRD (Vinttut de Recherche pour le
Développement, ex—ORSTOM) por mas de 17 aios en programas de Biotecnologia.

Esta tesis, se desarrolla dentro del proyecto denominado “Desanollo de bioprocesos para la
conservacion, detoxificacion y valorizacion de la pulpa de café (BIOPULCA)” El objetivo
plobal del proyecto tiene como finalidad aprovechar la pulpa de caté mediante procesos
Biotecnologicos y uno de los intereses dentro de este proyecto es el de eliminar los
compuestos antifisiologicos (cafeina) y antinutricionales (compuestos tenolicos) que contiene
la pulpa de café. El proyecto BIOPULCA, se encuentra apoyado linancieramente dentro de un
proyecto de la Union europea (BIOPULCA # IC18*CT970185) v se colabora con el Instituto
de Investigacion para el Desarrollo (IRD-Francia), la Universidad de Reading (UR-Inglaterra),
la Universidad Federal de Parana (UFPR-Brasii) y la Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa (UAMI-México).

Esta Tesis de Maestria, fue realizada en la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
lztapalapa en la Planta Piloto de Fermentaciones Solidas (PP4) y ¢n el Laboratorio de Biologia

Molecular de Hongos Filamentosos.
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RESUMEN

Este trabajo gira sobre la seleccion de un hongo filamentoso con capacidad de degradar
. cafeina en presencia de acido tanico.

i 1 primera fase de seleccion de cepas, consistio en evaluar diez cepas de hongos filanientosos,

awediante dos tipos de evaluacion del crecimiento: radial y longitudinal, considerando la

~Jucidad de invasion sobre un medio solido preparado a partir de pulpa de café, como criterio
lo seleccion; debido a que el microorganismo se utilizard en estudios posteriores de
{enmentacion en medio solido.

Para la segunda fase de seleccion de cepas se tomd como criterio, la capacidad del
nicroorganismo para degradar la cafeina. Penicillium commune V33A25, presento el mayor
i nreentaje degradacion de cafeina (96 %) presente un medio preparado a partir de una infusion
Je café, y se considerd que la velocidad de invasion del sustrato por el hongo, no esta
Jirectamente relacionada con la capacidad de utilizar {a cafeina

Para que el £. conmune V33A25, no pierda la capacidad de degradar la cafeina, se proponen
dos métodos de conservacion: a corto y a largo plazo. Para conservar ¢l microorganismo por
periodos cortos, se propone conservar la cepa de £, commune V33423, wilizando en un medio
preparado a partir de una infusion de café con sacarosa y agar. De esta mancra habra un
periodo de retardo corto en la degradacion de la cafeina. Para conservar ¢l hongo por periodos
largos, se propone crecer el microorganismo sobre un medio de infusion de caté con agar,
colectar las esporas y liofilizarlas.

Por otra parte, se observa que al utilizar un medio de cultivo con sacarosa y cafeina anhidra,
con una relacion C/N de 50, se mejord la velocidad de degradacion de cafeina, por lo cual, la
degradacion del alcaloide se realiza en un menor tiempo

En la altima parte experinental, si 2. commune 1733425 es cultivado previamente en un medio

de infusion de calé con agar y posteriormente se resiembra en un medio de infusion de cale
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cot acde tanico y awear, para balmente mocular un medio con sacarosa como fuente de

cartboao, we obecivo que tanto e consumo de la sacarosa como la produccion de biomasa
fucron bajos. 1o cual puede deberse al manejo del microorganismo

Cusndo al wedio con cafcing anhidra y sacarosa, se le adiciono 0.137¢ L' de suifato de
amomo y 3413 ¢ L7 de sacarosa, con lo cual se aporta el 10% de la fuente de nitrogeno y
carboao toal respechivamente, se mejord considerablemente ¢l nivel de degradacion de la
cafeina y o consumo de L fuente de carbono. Bajo estas condiciones de cultivo, ¢l modclo de
Gompertz s¢ ajusta a los datos experimentales de produccion de biomasa y produccion de la
enzima de interes, cafein-desmetilasa

La actividad enzinidtica cafein-desmetilasa, de acuerdo al modelo de Luedeking y Piret, esta
asociada al crecimiento, cuando el microorganismo crece en el medro mivto (caleina, sulfalo
de amonio, 4vido tanico y sacarosa).

Al utilizar ¢l culivo en medio liquido como modelo de estudio, permitira caracterizar de
manera mas precisa €l comportamiento del microorganismo, esto contribuird al disefio,
implementacion y operacion de bioprocesos para el aprovechamiento de la pulpa de café, asi

como mejorar su calidad nutrimental.

RESUMEN
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Copirero Y

INTR()DUCCI(’)N

Durante 1997-98, en México se produjeron 4’800,900 sacos de 60 kilos de caté pergamino

seco, colocando a México como el quinto productor mundial de este grano Considerando el
porcentaje de café pergamino que se obtiene del café cereza, 22% y tomando en cuenta ¢
porcentaje de la pulpa de café que conforma el tiuto fresco de caf¢, 39% (Zuluaga, 1989) se
puede estimar que durante Ja cosecha de 1997-98, en México se vbtuvieron aliededor de
510,641 toneladas de pulpa de café fresca. Este subproducto de la agroindustria del café, ha
constituido un serio problema de contaminacion de suelos y agua, ya que frecuentemente es
vertida en los rios o depositada en caminos vecinales de los beneficios. Se ha sugerido que el
mejor aprovechamiento de la pulpa es su transformacion en abono sin que esto sea atractivo
para los beneficios de café (Nolasco, 1985).
Los mayores esfuerzos de investigacion sobre [a utilizacion de la pulpa de café se han dirigido
hacia su uso en nutricién animal, principalmente en rumiantes, debido a que en ella se
encuentran algunos nutrientes como azicares libres, proteinas, hemicelulosa y celulosa
(Elias, 1979; Zuluaga, 1989) que son atractivos para los animales que la consuman. A la par
de estas ventajas, fa pulpa presenta también cicrtas desventajas, como son la presencia de
cafeina, taninos y otros compuestos fendlicos a los que se les ha responsabilizado de causar un
efecto adverso en los animales que la consumen, ya que [os nutrientes presentes en la pulpa
estan estrechamente ligados con fa cafeina y los compuesios lenolicos, moléeulas que pueden
provocar efectos antifisiologicos y antinutricionales, respectivamente (Bressani, 1979; Vargas
¢t al, 1982), dando como resultado un bajo consumo de alimento y baja ganancia en peso a
medida que se incrementa el porcentaje de pulpa en la racion

lLa cafeina (1.3,7-trimetilxantina) es un alcaloide sintetizado por mis de 70 especies de

vegetales, las especies mas conocidas pertenecen al género Coffea (cafe) y Camellia (i¢). En el

cafeto, la cateina se localiza en las hojas, los granos, pero también en ¢l fiuto del catetor
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pulpa de calé. La cafeina es principaliienic conocida por sus etectos sobre el sistema nervioso
ceatral Sin embargo, como la mayoria de las sustancias activas, fa cafeina presema efectos
mdeseables (aumento en la orina, problemas pari conciliar el suefio, excitacion, ¢ic.)

Por otra parte, Jos 1aninos son compuesios fendlicos presentes en vegetales o productos de
origen vegetal. La abundancia de los taninos en los vegetales, se ha relacionado con
mecanismos de defensa de las plantas contii ¢l ataque de insectos y o rumiantes. Algunas de
lus caracteristicas de los taninos sobre los sistemas bioldgicos son las siguientes: potentes
queladores de iones metalicos, agentes precipitantes de proteinas y antioxidantes biologicos
(Hagerman y Carlson, 1998). Los tanmos ticnen impacto negativo sobre la nutricion debido a
su capacidad para formar complejos con numerosos tipos de moléculas, incluyendo pero no
limitado a carbohidratos, proteinas, polisacaridos, membranas celulares de bacterias, enzimas
involucradas en la digestidn de proteinas y carbohidratos.

El acido tanico es el mas comun de los taminos y pertenece al grupo de los galotaninos, ya que
su estructura consta de una molécula de glucosa unida a nueve moléculas de acido galico por
medio de enlaces tipo éster.

En los ultimos aios, se han realizado estudios de aislamiento de cepas de hongos filamentosos,
capaces de degradar la cafeina en medios sintéticos (Aquiabuat!, 1992; Roussos ef al., 1995)
‘También sobre la degradacion de la cafeina presente en la pulpa de caté (Roussos er al., 1994,
Gaime, 1995), entre otros, pero no se ha realizado ningun estudio en el cual se consideien
ademas de la cafeina, a los polifenoles y/o taninos presentes en la pulpa de cate.

El principal objetivo de este trabajo fue seleccionar un hongo filamentoso con la capacidad de
degradacion de cafeina, en presencia de acido tanico y utilizando un modelo matematico,
establecer si la produccion de la enzima “cafein-desmetilasa™, esta total o parcialmente
asociada al crecimiento.

Primeramente se realizd una seleccion de cepas que tuvieran las siguientes caracteristicas:
1) crecer sobre un medio de cultivo sélido preparado a pastir de pulpa de café y, 2) que tengan
la capacidad de degradar la cafeina. En la primera fase de la seleccidn de cepas, se utilizaron
diez cepas de hongos filamentosos, y se evalud la capacidad de los hongos para invadir un
medio de cultivo solido preparado a partir de pulpa de café, utilizando dos tipos de evaluacion

del crecimiento crecimiento radial y crecimiento fongitudinal  Una vez seleccionadas las
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cepas, se sembraron sobre un medio de infusion de café con agar, para evidenciar de ung
forma rapida aquclias cepas que pudicsen degradar la cafeina. La segunda fase de la seleccion,
consistio en seleccionar una cepa teniendo como criterio la capacidad de degradacion de la
cafeina, seleccionando asi ¢l hongo que preseniara el mayor nivel de degradacion de caleina
Enseguida, se estudio si una vez expresada la capacidad de degradar la caleina por ¢l hongo
filamentoso  scleccionado, ésta actividad se modifica por ¢ método de conservacion y
adaptacion utitizado, con lo cual se propone dos métodos de conservacion y adaptacion
Posteriormente se estudié la degradacion de cafeina en presencia de acido tanico, evaluando
también el efecto de Ja adicion de fuentes de nitrdgeno y/o carbono simple sobre la
degradacion de la cafeina en presencia de acido tanico 1.a presencia en el medio de una fuente
de nitrégeno simple y la presencia de una fuente de carbono y energia, tambidn sinple, pueden
estimular el crecimiento del microorganismo, con lo cual, se mejorarian los niveles de
degradacion de la cafeina en presencia de acido tanico.

Los analisis de los resultados obtenidos en el transcurso de este trabajo, debera finalmente,
permitic una mejor evaluacion del potencial de los hongos filamentosos que presentan la
particularidad de degradar la cafeina en presencia de acido tanico y 1a consecuencia de

utilizarlos como medio para valorizar la pulpa de café.
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l+ decada de los noventa ha estado bajo la p caon de lunueva Ley de Aguas Nacionales y una

normatividad ecoldgica mas atenta de su aplicicion
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Figura 2.1. Produccion mundial de cafe para la cosecha 1997-98. Fuente SAGAR 1999

2.2. LA PULPA DE CAFE

El beneficio del café es una estrategia comercial que ha generado un creciente interés por la
utilizacion de sus subproductos, como es la pulpa y el mucilago. Durante el proceso de
beneficio hiimedo del caté se generan dos subproductos: la pulpa de café y el mucilago, de los
cuales, la pulpa de café constituye el 39% del peso del fruto fresco (Zuluaga, 1989).
De acuerdo con los datos de la SAGAR 1997-98, en México se produjeron 4’800,900 sacos de
60 kilos de café pergamino seco. Esto equivale a 288,054 toneladas de café pergamino seco
que a su vez provienen de 1'309,336 toneladas de café cereza (teniendo en cuenta que del
100% de calé cereza, se obtiene el 22% de café pergamino, de acuerdo con Zuluaga, 1989)

" Dado que la pulpa constituye el aproximadamente el 39% del peso del fruto fresco entonces se
puede calcular una produccion para ¢l pais durante la cosecha de 1997-98, del orden de
510,641 toneladas de pulpa fresca. Puesto que la pulpa fresca contiene un 81% de agua en peso
(Tabla 2.1; Delgado, 1999), fa cantidad de la pulpa producida en el México en base seca puede

ser del orden de 148,085 1oneladas
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care woteinas  (Ehas, 1979, Zualaga, 1989), son condictones que  favorecen la
seom, - ccn extonadamente rapida y  por o consiguiente  este subproducto de i
roind s del calvl cenera un gran problema de contamimacion. Hasta hace 3 anos la pulpa
st oo reno pronlema de contaminacion de suelos y agua, ya que frecuentemente era
da s os o depositada en caminos vecinales de dos benetictos, Durante muchos anos s
bia poe o clo que oongjor aprovechamiento de la pulpa cra su tunstormacion en abono sin
deestors o atracte o para Jos beneficios de calé La utihzacion mas conoada, sobre todo en

w1 s Gial, es oomo ahimento para el ganado vacuno (Cabesas o ol ) 1979 Vargas ¢t al
982, Yo ote oy Pleflie 19806), debido a que en cla seencuentran algunos autrientes como
eucar = libies, protunas, henneelulosa y celulosa (Bhias, 19790 Zuluaga, 1989) que son
dracth - pana los ammales que la consuman, pero Estas sustancias estan estrechamente hgadas
on b cudeina y tes compuestos fenolicos, moléeulas que pueden provocar etectos
antifissloLicos y ant nutricionales, respectivamente (Bressam, 1979, Vargas ef al., 1982)
vinla oals 2.2 se oserva el porcentaje de algunos compuaestos que se pucden vhcontran caa
pulpa L cale Estos compuestos son responsables de b toxicidad de fa pulpa de cale (Bressam,

1979;

Sirr U] TR (o A ———
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Tabla 2.2, Contemdo de cafenmia v compucstos fenclicos eo la pulpa de

cafe
Compuesto % en base seca
Cafcina T 0o 2% Biossam, 1979)
1 394 (Ehas, 1978)
0 73% (Zuluaga, 1989)
0.65% (Delpado, 1999)
Taninos 1.80-8.36% (I:has, 1979)
3.70% (Zuluaga, 1989)
Acido clorogénico 0 18-3 16% (Bressann, 1979)

2.6% (Elias, 1979)
Acido caféico o acido 3-d-di-hidrocinamico  0.28-2 38 (Bressani, 1979)
1.6% (Elias, 1979)

Acido tanico (digdlico o galotanico) 2.3-3.56 (Bressam, 1979)

2.3. LA CAFEiINA

La cafeina fue aislada a partir de bebidas preparadas, a principios del siglo XI1X. Durante
1820, los investigadores identificaron el agente activo en el té y el chocolate y surgieron
nombres como guanina o teina. En 1840, T. Martins y D Bethemot mostraron
independientemente que estos compuestos eran idénticos a la cafeina. La cafeing, inicialmente
era llamada cofeina o calein, pero no fue hasta después de 1820, cuando se le dio el nombre por
la cual la conocemos actualmente, “cafeina” (Gilbert, 1986)
La mayor parte del trabajo concerniente « la completa caractenzacion de la estructura
molecular de la cafeina fue completado por el quimico aleman Emil Fischer.
£in 1958, la cafeina, fue reconocida por la American Food and Drug Administration (FDA)Y por
ser Generally Recognized As Safe (GRAS)
f.a cafeina se ha encontrado en mas de 70 cspecies de plantas. Las mas conocidas son los
cafetos (granos y hojas), cacao (haba), 1¢ (hojas) y mate (hojas). Es una purina que pertencee a

fa familia de los alcaloides y es considerada farmacologicamente como una de las moléeulas
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solucton aenasa de phtde 2o B presenta va plbde 6 9, en una solucion acuosa al 1%6, un pKa

aprontnado de By un pRbde 042

La cateina o soluble ¢ agoa v osolventes organicos (Tabla 2.3). A altas temperaturas, la

solubihidad de la cateina en agua aumienta considerablemente

Su concentracion en ¢l grano de cafe, varia de 0.9 a 2.4% en base seca, dependiendo de la

vanicdad ded grana.

Fabla 2.3, Solubihdad de la cateing en difeiantes solventes en funcion de la temperatura (Amaud,

1987)
Solvente Temperatura  Solubilidad Solvente Temperatura  Solubilidad

°O) (% piv) (°C) (% piv)

T Agm 0 TR Etanol 93% 25 132
15 10 Etanol puro 25 1.5-18

20 1 46 Metanol 25 oid
23 213 Acetona 25-30 20-23

30 2% Tolueno 25 038
40 46 Benceno 18-25 0.9-1.0

30 6.7-7.7 Tetracloruro de 18 009

carbono

60 97129 Clorotormo 25 15-18 2

70 135 Diclorometano 33 9.0

75 lv 2 Dicloroctiicno 15-25 1.8

80 2581 Acctato de ctilo 18 07
Hirviendo 667 Eter ctilico 20 01-02
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L1ectos bioldgicos de la cafeina
o listologica de la cafeina en las plantas, es probablemente detender a las plantas
actizan, Je los predadores e mhibir el crecimiento de otras pluntas, ya que envenena
asectos y hongos que se encuentran sobre fa planta, e inhiben el crecimiento de plantas
o cerca de las semillas en germinacion. (Friedman y Waller, 1983).

que la cafeina es un alealoide y presenta efectos farmaco-tisioldgicos en el hombre y

es, los turmacologos la clasifican como estimulante del sistema nervioso central
. 1987, Clarke y Macrae, 1985)

. las actividades mentales, aumenta la sensacion de bienestar y de vigilancia. También es
.+ junto con otras sustancias medicinales debido a que estimula y puede facilitar la

1 de principios activos utilizados en el tratamiento del acné y otros problemas de la

lemis cardiacos, bronquiales, diuréticos, productos para adelgazar, etc. Pero se ha

i una dosis letal de la cafeina en 10 g, el equivalente a 75-100 tasas café ingeridas en un
v e 30 minutos. Se considera que el consumo excesivo de cafeina (mas de 1 g por dia)
provocar una intoxicacidn croénica, denominada cafeinismo. Esta enfermedad se
.caea principalmente por vasodilatacion o vasoconstriccion de los vasos sanguineos,

~w Ao de secreciones acidas de la mucosa gastrica, aumento de acidos grasos libres y de
i . en el plasma sanguineo, disturbios en el suefo, nerviosismo y aumento en la
. adad, estremecimientos y palpitaciones cardiacas, diarreas, etc., (Stavric, 1988a) sin
o+ ouo la adaptacion o el acostumbrarse al consumo de la cafeina puede disminuir estos

s {Starvic, 1988b)

mujeres embarazadas, la cafcina, ademas de que se elimma con mas dificultad (18 a

oris), puede presentar efectos sobre el desarrollo cerebral del feto, y por esta razon ha sido
(o ada de los medicamentos para mujeres embarazadas (Arnaud, 1987).

t. s animales, también sc ha observado cierto efecto por el consumo de ¢ste alcaloide
cooosenk, 1979) Por ejemplo, cuando se utihza la pulpa de café en la alimentacion de
i anles, hay aumento de la orina y perdida de peso. En los polios, la inclusion del 30% de

j et las porciones de alimentos, provoca una mortalidad clevada
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{a caleina no es fa unica meulxantina que provoca esios electos biologicos 1a teoliling y la
teobronina pueden provocar efectos fisiologicos igualmente importantes, o comparables a los
veasionados por la cafeina (Stavric, 1988a,b). Amaud (1987) menciona que la l-metilsantina y
la 3-metilxantina presentan espectros de actividades farmacologicas similares a los presentados
por otras metilxantinas La teobromina también La sido relacionada con dolor de cabeza,
wsoniio, agitacion, delirio moderado, temblor muscular y taquicardia en el hombre y la cateina
la sido reportada por tener varias otras actividaces incluyendo capacidad mutageénica,

tratogénica y carcinogénica (Stavric, 19880b).

2.4. CATABOLISMO DE LA CAFEINA

El catabolismo de la cafeina a sido estudiado principalmente en el hombre y en los
mamiferos, donde se ha observado que sigue la via de eliminacion de los genobidticos Pero
también los microorganismos presentan la capacidad de degradar esta purina y de asimilar el

nitrégeno liberado.

24.1. Degradacion por las plantas

En las plantas, la degradacion de la cafeina se produce por una serie de desmetilaciones por
las cuales se obtiene xantina, pasando por teobromina y la teolilina, después la 7-metilxantina y
fa 3-metilxantina. La xantina es rapidamente metabolizada por la via clasica de degradacion de
las purinas temendo como producto final a la urea y después CO., [liguwra 23

(Suzuki er al | 1989)
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o sizlabolisian de fa cafeina en el cafeto y en el te (Waller y Suzuki, 1989). La Recha

punteada wdica una transformacion minoritaria

4 cuiving s sintetizada en el pericarpio, transportada al grano ahi se acumula

I ourolo del fruto En el pericarpio, es donde inicia también la biodegradacion

| capid de reserva de mitrogeno, también juega un papel de pesticida y de agente

fensa (Baumann y Frischknecht, 1988).

u

la cafeina tiene un tiempo de vida medio que no sobrepasa el mes, y se ha

HETA AV

s 4 ias varaciones de su contenido en funcion de las estaciones del ano En olono,

. Lo nedable disminucion, sin embargo, en invierno ¢l contenido de nitrogeno total
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aumenta, lo cual indica que los alcaloides puricos. no ticnen nmyona funcion de reserva de

mitrogeno en esta tanporada (Suzuki y Waller, 19539

2.4.2.  Degradacion por el hombre

Una de las vias de degradacion de la cafeina inds estudiada, es aquella que se reahiza en el
hombre La cateina es metabolizada a nivel del sistema enzimatico, por los nucrosomas
hepaticos, donde se han identificado mas de 20 intermediarios de la degradacion de la caleina
(Berthou e af | 1988).
I as primeras etapas de degradacién de la cateina. son las etapas de N-desmenlacion donde se
activa un sistema de oxidacion de los citocromos P-450 (Lelo ef al, 1989). Esta etapa produce
esencialmente la paraxantina y luego la 1-metilxantina
tn una segunda fase de hidroxilacién en posicion 8 produce los derivados del acido drico,
siempre por accidn de diferentes isoformas del citocromo P-450 Estos compuestos son
pusteriormente excretados como tales.
Se puede notar la accion de la xantina oxidasa que permite una hidroxilacion en la posicion 8 de
la l-metilxantina para formar el acido l-metilirico, y también podria formar el acido
1,7-dimetilirico a partir de la paraxanuna, /ligura 2.4 (Arnaud, 1987)
l.a transformacion de la cafeina es idéntica a la de una sustancia genobiotica la cual el
organismo puede lambien eliminar. Por eso, el organismo reconocera a esta molécula como
mas hidrofilica, primeramente removiendo los grupos metilos y enseguida por oxidacion,

produciendo los derivados del acido urico.
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REVISION BIBLIOGRIFIC




Cuenicro 2 19

243, Degradacion por das bacterias

Los estudios P siae reslizados sobie ciertas cepas de bacterias capaces de utihzar g
cafeina como fuente o mteozeno Las cepas estudiadas por Blecher y Lingens (1977) y
posteriormente por Haoluloser ¢r af | (1980) se inhibe a una concentracion de catemna de
$Sul”, mientras que b cepi askada por Glack y Lingens (1987) puede desarrollarse hasta en
concentraciones de oo 1 e cafing
Segan Woolfolk {19750 Blecher y Lingens (1977) y Hobuloser er al., (1980), las primeras
ctapas de la degradacion de Lo cafema corresponden a desmetilaciones sucesivas dando lugar a
laxantina y a la hiberacicn de grupos metilo
Gluck y Lingens (1957) damostiaron que para Psewdomaoncs putidde la primera etapa de
degradacion se realizi pruwipahnente por la via de la teobromina y posteriorniente se obtiene la
T-metilxantina. Luego of metabolismo de la xantina sigue la via clasica de degradacion de las
purinas, la cudl condice o la tormacidn de urea.
Los imtermediarios dcl wictabolismo de la cafeina en . purida han sido identificados por
Blecher 'y Lingens (1+77) wilizando un medio con cafeina, metilxantinas o xantina
(Migura 2.5), resultadis que fueron confirmados posteriormente por diferentes autores

{Hohnloser ez afl, 1950 Glick y Lingens, 1987, Asano ef ol 1993)
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Figura 2.5. Via de degradacion de la cafeina en Psendomonas punicda (Blecher y Lingens, 1977). Las

flechas punteadas corresponden a las transfornicioncs ninonlaias

. 244, Degradacion por los hongos filamentosos
La bioquimica del catabolismo de la cafeina en los hongos filamentosos no ha sido muy
studiada. Sin embargo, algunos estudios han sido enfocados sobre la decafeinizacion de la
pulpa de café utilizando la via biologica y principalmente sobre fa scleccion de cepas de hongos

tapaces de eliminar este alcaloide contenido en la pulpa
L.os hongos filamentosos mas estudiados por su capacidad de utilizar la cafeina como fuente de
nitrogeno, pertenecen a los géneros Aspergillus y Pencillivm, principalmente. Kurtman y

Schwimmer (1971) aislaron dos cepas, una de Stemphyliom y otra de Pemcillivm roquefort
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eos de degradar Ta catema, b teobromima y la xantina La cepa de £ roqueforts mostro sei
sptaqque da cepa de Stemphiylnin para degradar la cafeina

coaaina puede ser utihizada como dnica fuenie de nitrdgeno pot los hongos que ta deeradan,
.ol posibifidad de atilizarls simultancamente como fuente de carbono y de nitrogeno no ha

-t mencionada (Kurtizmann y Shwimmer, 1971; Shwimmer ¢ af, 1971). Sin embargo, una
cde Penicilliuny crusiosum degrada la cafeina de una infusion de calé en auscncia de
focules exogenas de carbono, pero mas lentamente que en presencia de sacarosa o de glucosa
cwwimmer y Kurtzman, 1972)

siconer ef ul, (1971) determinaron el crecimiento Optimo para la cepa de P rogueforti
aiiivando una concentracion inicial de 2 g L' de cafeina. Pero esta misma cepa no pucde
Jowarrollarse a concentraciones de 20 g L' de cafeina (Kurtzmann y Shwimmer, 1971) Las
veloedades maximas de degradacion de la cafeina reportadas son de 11.7 mg L' &7 para ta
wpa de Poocrustosum (Schwimimer y Kurtzman, 1972) v 516 mg L' h' para la cepa de
I voqueforti (Kurtzmana y Shwimmer, 1971), ambas cultivadas en un medio a base de cafeina
ot una concentracion inicial de 2 g L' y sacarosa 30 g L7
Loy primeras etapas implicadas en la degradacion de la cafeina por hongos filamentosos
unphcan reacciones de desmetilacion, como sucede en el caso de las bacterias. Sin embargo, la
secuencia de desmetilacion es diferente.
El primer producto de degradacion de la cafeina es la teofilina en £2. rogueforti (Shwimmer et
al. V9T, y en 4. samarii (Denis, 1996; Hakil ef «f, 1998) La teofilina ¢s posterionmente
degradada a 3-metilxanting (Denis, 1996, Hakil ef @/, 1998) y luego en xantina (Denis, 1996)
La degradacion de la xantina a sido estudiada en A. nidulans {Scazzochio y Darlington, 1968),

quicnes indican que la xantina es transformada a acido Grico (Jigura 2.6)
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»or los hongos filamentosos (Scazzochio y Darlington, 1968;
Hakil er al., 1998).

afcina de la pulpa de caté se ha realizado exitosamente
hdo con hongos filamentosos (Roussos ¢r al,, 1994,
(1994 reportan que ta adicion  de mitrogeno mineral
5, 375 ¢ L) inhibe la degradacion de la cafeina cuando
€ en fermentacion en medio sohdo Sin embargo, Denis
la cafeina por Pemcillivm V33A2S, es acelerada cuando
sa le adiciona sulfato de amonio en una concentracion de
(1999) utihzando una cepa de A wanarii, observan que al
idra y sacarosa una concentracion de 0.4 ¢ 1.7 de suifato
de la cateina

Jco y bioquimico de la degradacion de la cateina por dos
illivm V33A25. Demuestra que Lo cepa de Penctllim
doncs de caleina (cone 200y SO g 1) que la eepa de

racion de S g 177 de cateina inicial, obtiene una velocidad
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masiia degrac e de seome 1L Ademias observa que con laadicion de 0130 ¢ 17 de
sltato de an v o deaadacn de Tacateing se ve acelerada en Percillinn V33A25

Tambien denn e que ol astenia enzimatico de Aspergiliny VI2A25 para la degradacion de la
cafena, es inorecenalan canducible v que la actividad cafein-desmetilasa desaparcce rapidamente
una vez que L calann ded imedio w sido consumida totalmente.

En 1998, Habil o r o hacen un andisis de los intermediarios de la degradacion de la cafeina por
hongos filanienio o Senatan que aunque las diferentes cepas evaluadas, no tiene la misma
cpacidad de deviadacaon de da cateina, st presentan los mismos productos de degradacion los
cuales son tectisian v 3 nictlxantina y sugiriendo que es debido a dos desmetilaciones sucesivas,
Concluyen que lov primceios pasos de degradacion de la cafeina en los hongos tilamentosos
consisten de 1encaines de desmetilacion, Ja cual puede darse en la posicion 1y 7

Stuna fuente e nitogeno simple (sulfato de amonio, urea) es adicionada a un medio que
conenga cafeina osta fuente de nitrégeno simple sera usada primero permitiendo el
crecimiento del hingo vy si una vez teninada la fuente de nitrogeno simple se encuentra

presente sacaro w, La caleina serd utilizada como fuente de nitrdgeno. (Hakil er al., 1999)

2.5, LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Eb términe “renvlico” es usado para definir sustancias que poseen uno o mas grupos
hidroxilo (OH) cnlazados a un anillo aromatico. Fl nombre deriva de la sustancia fenol 1.os
COMpUESIOs (e fienen vanios sustituyentes hidroxifenolicos frecuentemente se les denomina
como “poliferoics (Waterman y Mole, 1994).
Los compuestcs fendhicos también Namados polifenoles, estan presentes en todo el reino
vegetal y comprenden un grupo heterogéneo de sustancias, algunas con estiucturas quinmicas
relativamente simples, de las cuales las mas importantes son las antocianinas {(pigmento rojo y
azul de las flores y Lus frutas), los Bavonoides y sus derivados (pigmentos amarillos); también se
pueden considerar a fos acido fendlicos, cuya presencia en las plantas es conocida, asi como

otras moléculas nas complejas como ios taninos y la lignina (Ribercau-Gayon, 1968)
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Lo, LOS TANINOS

Los tanmos, son compuestos fenolicos, solubles en agua y estin prescates en latas o
weelales Tienen fa caracteristica de ser compuestos olivoménicos von mudtiples unidades
otiucturgles con grupos Tendlicos hibies, ticne un peso molecalar entie 60y 20000, alyunas
otructuras de alto peso molecular no son solubles en agua, tiene la cwactenstica de enlazar
proteinas y formar conplejos tanmo-proteina que pueden ser solubles o msolubiles (Haslan,
1989)
bnlas plantas, los taninos pueden estar en lus vacuolas o incorporados a la pured celular En
muchas especies de plantas los taninos se acumutan y no participan en el metabolismo. las
concentraciones acumuladas pueden ser muy altas. Dicha acumulacion al parecer se da para
proteger las partes vulierables de las plantas de ataques microbianos, mediante lu mactivacion
de enzimas extracelulares de bacterias u hongos y previene la germinacion y crecmiento de
esporas (White, 1957) Los taninos tambicn juegan un papel impoitanie en la proteccion de las

plintas contra los herbivoros.

26.1.  Clasificacion de los taninos

Usar la palabra tanino en forma generalizada es cironeo, debido a que 1o solo se tiata de un
unico compuesto. En el trabajo presentado por Lekha y bonsane (1997), se sugiere que la
terminologia correcta debe apegarse a la clasificacion de los compuestos fenolicos en cuestion,
los cuales se agrupan en dos grandes grupos. los tannos hidiolizables y los condensados
Tuninos hidrolizables (TH). Son moléculas con una poliol (generalmente D-glucosa)y como
aiicleo central. Los grupos hidroxilo de este carbohidiato se encuentran parcial o totalmente
esterificados con grupos fendhicos como el acido galico (galotanines) o acido clagico

(clagitaninos), Kumar y Singh (1984) y Scalbert (1991)
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Figura 2.7. Ejemplos de tanimos ndrolizables

Elmds connin de los taninos es el aado tanico, que es un galotanino, tormado por ésteres del
dado wahico y a glucosa, ¢l cual contiene cinco moléculas de dcido galico unidos directamente
a e mwwlecula de glucosa (pentagaloilo de glucosa), a estos daidos gahicos centrales se
esterifican oiras moléeulas de acido galico, para componer ef acido tanico

Alguncs autores (Haslam, 1989, Hemingway y Karchesy, 1989) proponen dos clases
adictonale de tamnos hidrolizables: taragalotaninos (acido galico vy acido quinico como
molécula central) y catetaninos (acido cafeico y acido quinico)

Los Tlle son: hidrolizables por acidos o bases débiles para producir carbohidratos y acidos
fenélicos. Fambién son hidrolizados por calor o con enzimas (tanasa)

Taninos  condensados  (proantocianidinas).  1.os  taninos  condensados  se encuentran
distibuickos mas amphamente que los THs  Son oligomeros o polimeros de unidades
flavonoides (avon-3-ol) unido con un enlace C-C, ¢l cual no es susceptible a ruptura por

hidrolists + Nishiva y Joslyn, 1908, Lekha y Fonsane, 1997, Garcia-Pena o af . 1999) Goodwin
Y y Y
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bnetite son pofimeros del thas o 3-ol o del flavon- 5 4 -diol (Lekha y Lonsane 1997y
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Figura 2.8. Ejanplos de taninos condensados (proantocianidinas)

Les proantocianidinas no son: hidrolizables por acidos o bases débiles, como os son fos Fis

Waterman y Mole (1994) proponen un terces grupo de waninos, los florotuninos, 1os cuales so
emuentran en algas cafés y se componen de la polimerizacion de Horoglucinol o unidades de
lloroglucinol, principalmente. Los monomeros de Horoglucinol estan unidos o taves de una

saiie de entaces C-O 0 CoC, para formwar un polimero

2.6.2.  [Efectos toxicos y antinutricionales de los taninos

Las propiedades de los taninos son comanmente ¢ resultado de su habilidad pawa tormar
complejos con fas proteinas 11 clecto de os taninos prescites en veectales se puede agrupar de
ke stguiente mancias mhibicion criznmatici, inhibicion miciobiana, efecto de los Loy ¢n

fortajes y etecto de los tnimaos sobie olganisnios SUPCHOLeS
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¥ los taninos participan en mecanismos de defensa en las plantas contra patogenos. herbioros y

condiciones ambicntales hostiles. Los taninos inducen una respuesta negativa cuando se
consumen, estos electos pueden ser instantineos como astringencia, amarguma o sabor
mdeseable (Van Soest, 1994)

También afectan negativamente la ingesta de alimentos de los animales, la digestibilidad de los
alimentos y la eficiencia de produccién. Estos efectos varian dependiendo del contenido y tipo
de taninos ingeridos y a la tolerancia de los animales que los ingieren, lo cual va a depender de
las caracteristicas de cada tracto digestivo, conducta de alimentacion, tamaio del animal y
mecanismos de detoxiticacion (Reed, 1995).

El impacto negativo de los taninos sobre la nutricién se atribuye a su capacidad para formar
complejos con numerosos tipos de moléculas, incluyendo pero no limitado a carboludratos,
proteinas, membranas celulares de bacterias, enzimas involucradas en la digestion de proteinas
y carbohidratos (Waterman y Mole, 1994).

las interacciones tanino-proteina son especificas y dependen de la estructura tanto de la
proteina como del tanino. Las caracteristicas de las proteinas que favorecen la fuerte
interaccion son: moléculas de gran tamafio, estructura abierta, flexible y rica en prolina. Las
caracteristicas  de los taninos que favorecen esla interaccion son: alto peso molecular y gran
mobilidad conformacional (Murray ef al., 1994, Luck ¢/ al., 1994).

Como se ha mencionado, la caracteristica mas importante de los taninos es probablemente su
capacidad de ligar proteinas, haciéndolas inaccesibles al organismo, también puede actuar como
inhibidores enzimaticos. [.a proteina al unirse con los taninos puede ser protegida de la
hidrélisis proteolitica enzimatica en el rumen (Van Soest, 1994). Estos compucstos poliméricos
pueden, por lo tanto interferir con el comportamiento de los animales al disminuir la
disponibilidad biologica de las proteinas consumida, o a través de un proceso de inactivacion de
la accidn enzimatica, o como una fuente de componentes tendlicos libres (Bressani, 1979)
Chang et al.,, (1964) y Vohra ef al., (1966), demostraron que la adicion de acido tanico a dictas

para pollos reduce su crecimiento, su consumo de alimento y su eficiencia de alimentacion.
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esterasa ha sido detectada en diversos vegetales (Sourlangas, 1947, Madhavakrishna et ol
1960). La tanasa sc¢ aplica comercialmente en L nimutactura de algunas bebidas y alimentos, en

laindustria quimico-farmacéutica, cervecera y e chimentacion animal

COOLH
CHLOL
3.1.1.20 ¢
] - 9 _*_ l O
ol Ol
an ol ol
) OH
acido tinico acido galico glucosa

o

OH OH
OH

R, R,

OH Ol
OH
Figura 2.9. En la reaccion de hidrélisis de una mol Je dcido tanico (tanino hidrolizable) s¢ libera una
mol de glucosa y de 7 a 9 moles de acido galico, dupaidicndo del grado de sustitucion. Ry, galoil y Ra,
digaloil (Agutlar y Guticérrez, 1999).

El acido clorogénico, un depsido del acido caféico y acido quinico, es resistente a la accion de
la tanasa, a pesar que el acido caféico contienc dos grupos fendlicos OH, esto se atribuye a la
presencia de un doble enlace sobre la cadena del grupo COOH esterificado (l.ekha y Lonsane,
1997). Sin embargo, Yamada y Tanaka (1972), ¢cn una patente para el uso de la tanasa en la
fabricacion de vinos, reportan que la tanasa lndroliza el acido clorogénico en el jugo de uva,
produciendo asi acido cafico y acido quinico. También se ha reportado que la tanasa hidroliza
el galato de epicatequina y el 3-galato de epigalocatequina, los cuales son taninos condensados

que se encuentran en el té (Nierenstein, 1936; Bradlicld y Penny, 1948).
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siempre requiere de la sintesis de un grupo enzimas catabolicas especificas y permeasar aio de
otra forma estanan sujetas a represion catabolica por nitrogeno (Marzluf, 1993).

En la década pasada, se realizaron varios avances con ¢l fin de entender mejor el cucuito
regulatorio en varios hongos los cuales tienen la caracteristica de usar preferencialinente
fuentes de nitrogeno primarias cuando estan disponibles pero también permite la unihizacion
selectiva de diferentes fientes de nitrogeno secundarias cuando es necesario (Marzluf™ 1207)

La expresion sclectiva de los genes dentro de una via catabolica particular de nitiigeno.
También requiere de induccion especifica, mediada por proteinas regulatorias de  vias

especificas.

2.7.2.  El género Penicillium

El género Penicillium, forma parte de los hongos mas utilizados en la biotecnolc gi.t para la
preparacion de productos alimenticios (quesos, productos orientales), producion de
metabolitos secundarios (antibioticos, aromas) o produccion de enzimas (pectinasas, celulasas).
Penicillium, pertenece a la familia de los Eurotiaceae (Alexopoulos y Mims, 1979) y es
clasificado taxondmicamente de la siguiente manera:

Clase: ASCOMYCETES
Subclase: PLECTOMYCETIDAE
Orden: EUROTIALES
Famiha: EUROTIACEAE
El género Penicillimm, se caracteriza por tener un miceho septado y ramificado  Los
conidioforos pueden ser septados o no septados, y ramificados hasta tres veces, simétinicamente
o asimétricamente. La base no ramificada del conidioforo se llama estipe. Los conidioforos
tienen en los extremos las fidlides, de las cuales se van separando sucesivamente los conidios.

de modo que la longitud de la célula permanece sensiblemente constante (Smith, 1962}
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Una de las soluciones, mas interesantes ha sido emplear este subproducto como dhmeacion
animal, pero como pudimos observar, la pulpa de café contiene tanto caleina como taninos os
cuales producen efectos antinutricionales y antifisiologicos en los animales que consuman este
wbproducto

Es interesante saber que hay un gran avance en el estudio de eliminucion de estas dos
moléculas, tanto en fermentacion liquida como en fermentacion solida, al grado de que se ha
podido encontrar algunas de las enzimas involucradas en la degradacion de alguna estas
moléculas.

Pero hasta el momento, no se ha realizado ningin estudio para buscar o seleccionar algin
microorganismo que pueda utilizar tanto la cafeina, como el acido tanico simultancamente; lo
cual puede hacer maés atractivo el proceso de detoxificacion de la pulpa de caté, ya que al
encontrar un microorganismo que tenga el o los sistemas enzimaticos para producir las enzimas
necesarias para degradar estos dos compuestos, reduciria significativamente los tiempos y

costos del proceso. Por lo cual se plantea el presente trabajo de investigacion.
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3.1. OBIETIVO GENERAL

Establecer las condiciones de fermentacion liquida para la degradacion de cafeina en

presencia de acido tanico, empleando un hongo filamentoso.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

32l

322

3.23.

3.24.

3.2.5.

Seleccionar cepas de hongos filamentosos con capacidad de crecer sobre un

sustrato sélido preparado a partir de infusion de pulpa de café.

Seleccionar cepas de hongos filamentosos con capacidad de degradar la cafeina.

Evaluar métodos de conservacion de cepas a corto y largo plazo.

Estudiar, el efecto de fuentes de nitrogeno y carbono de facil asimilacion, sobre

la degradacién de la cateina en presencia de acido tanico.

Determinar, el grado de asociacion de la produccion de la enzima Cafein-

desmetilasa, con el crecimiento.

OBJETIVOS
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3 M ATERIALES Y METODOS

i En el capitulo de Materiales y Métodos se piesentan fos microorganismos, los medios de

£ allivo y las técnicas utilizadas para seleccionar y evaluar ¢l hongo filamentoso con la mejor

- apacidad de para degradar cafeina en presenciu de acido tanico, ademas la estrategia

2 experimental que se siguio para cumplir con los objetivos propuestos.

4.1. MICROORGANISMOS

Las cepas utilizadas pertenecen a la coleccion IRD-UAM (Roussos ef al, 1995) y a ia
Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT). Las cepas de la coleccion IRD-UAM fueron
ssladas a partic de muestras tomadas sobre los sitios de produccion de café en Xalapa,
Veracruz. Las cepas empleadas en el presente cstudio tienen la caracteristica de ser
consideradas como cepas GRAS (Generally Recognized As Safe), es decir, que bajo ciertas
condiciones, no producen toxinas y los productos de ferineniacion resultantes pueden utilizarse
como alimento. Por ejemplo, cuando una mezcla de fiyol de soya y trigo es inoculada con
Aspergillus ory:zae y posteriormente se incuba bajo ciertas condiciones, al final del proceso se
obtendra la salsa de soya. (Jong y Birmingham, 1992), como el producto final de la
fermentacion es de consumo humano, entonces se considera que Aspergillus oryzae es un
microorganismo GRAS, para la elaboracion de la salsa de soya.

Enla Tabla 4.1 se presentan las cepas utilizadas vy las claves que se usaron para identificarlas.

MATERIALES ¥ METODOS
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43. COMPOSICION Y PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los diferentes medios de cultivo utilizados a lo largo de este tabajo ¢ resuimen en las
4 Tublus 4.2y 4.3.

: £l medio base para los medios presentados en la Tabla 4.2, es el siguiente (g | 'y KH.PO,,
4 130; Na;HPO,+2H0, 0.16; MgSO04+71,0, 0.30; CaCl,»2H,0, 030 Ademas, presentan una
wncentracion inicial de cafeina de 0.5 g L™ Todos los medios que se requicie solulificar se les
‘B iciona agar, 20 g L™, a excepcion del medio C que se le adicionan 23 g 1., debido a que el

kido tanico modifica el punto de gelificacion del agar y es necesario agregaile mas agar.

Tabla 4.2. Mcdios de culivos empleados para evaluar cl crecimiento radial y longitudinal @uedio
Aa), la capacidad de degradacion de cafcina (medio Ba) y medio de conservacion para evaluar el
checto de las Fucntes de Nitrdgeno v Carbono (medio C)

Componente Medio (g L)
Aa A Ba B C
Sacarosa - --- 20 20
Café molido - --- 40.0 40.0 40.0
Pulpa de café fresca 4277 4277 --- -
Acido Tanico* - --- --- - 10

Ml dcido 1anico se disuelve en una porcion de agua y se agrega por filtracion al medio
{esterilizado) v posieriormente se ajusta el pH.
Medio de culivo Aa: medio de infusidn pulpa de café-agar.

A: medio de infusion pulpa de caft.

Ba: medio de infusion de café-sacarosa-agar.

B: medio de infusion de café-sacarosa.

C: medio de infusion de café-acido tanico-agar.

La Tabla 4.3, muestra los cinco diferentes medios de cultivo empleados para evaluar el efecto
de las fuentes de nitroégeno y carbono sobre la degradacion de la cafeina en presencia de acido
lanico, para los cuales el medio basal fue el siguiente (g L''): KH,PO,, 1.30; Na;HPO,+2H,0,
0.16, MgSO,+7H,0, 0.30; CaCl+2H,0, 0.30; y en mg LY MnClye6,0, 18; FeSO»#71,0, 12;

NaMo0O,+2H,0, 9. Los medios de cultivo tiene una relacion de C/N de 50 Ademas de que se

MarenriwLLs y METopos
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Una vez ajustado el pH, se adiciond el agar bacteriologico y se¢ culento a cbullicion. Se

esterilizo a 120°C por 15 minutos

4.3.2. Medio infusion de pulpa de café (nedio A)
El medio infusion de pulpa de café, es un medio de liquido que se empled para evaluar la
capacidad de degradacion de la cafeina Este medio se prepard de la misma nancia que se

prepara el medio Aa, con la tnica diferencia que no se le agrego agar.

43.3. Medio infusién café — sacarosa - agar (medio Ba)

Se colocaron 40 g de caté molido (Grand'Meére “familial”, café Grand'Mére S A., Francia)
en una cafetera marca Kurp® junto con 700 mL de agua destilada. Una vez preparada la
infusién de café, ésta fue filtrada a través de un filtro de papel Whatman No. 41
Posteriorimente se adicionaron las sales minerales. El volumen se aforo a 1 L y el pH se ajustd a
5.5 empleando H;SO.. Se agregd el agar bacteriologico y se calento a ebullicién. El medio se

esterilizé a 120°C por 15 minutos.

4.3.4. Medio infusion de café - sacarosa (medio B)
El medio intusion de café - sacarosa, es un medio liquido que se empled para evaluar la
capacidad de degradacion de la cafeina. Este medio se preparo de la misma manera que se

prepard el medio Ba, con la (mica diferencia que no se le agrego agar.

4.3.5. Medio infusion de café — acido tanico - agar (medio )

Se prepard una infusion de café como se describe en la seccion 4.3.3. El volunien se ajustd a
800 mL. Posteriormente se agrego el agar bacteriologico y se calentd a ebullicion. El medio se
esterilizé a 120°C por 15 minutos. El dcido tanico se disuelve en 200 ml. de agua v se agrega
por filtracion (membrana Millipore de 0.45um) al medio previamente esterilizado
Posteriormente el pH se ajusta con una solucion estéril de NaOH 4N, El objetivo de esterilizar

el dcido tanico por filtracion, obedece a que sufre una hidrolisis si éste es calentado.
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oo matraz ENI se colocaron 600 mL de agua destilada y se adiciono o sacarosa y las sales

minerales. Una vez disuclios todos los componentes, se esterilizaron ambos matraces a 120°C

- durante 10 minutos. Se dejaron enfriar las soluciones y se me-claron en condiciones estériles

Posteriormente la solucion de acido tanico se adicionod por filtracion (imembrana Millipore 0.45

- pm). Se ajusté el pH a 5.5 con una solucion estéril de NaOH 4iv.

4.4. CONDICIONES DE CULTIVO
En esta seccion se explica, la forma en que se inoculd cada uno de los medios de cultivo y

fas condiciones de cultivo utilizadas en cada uno de los diferentes experimentos.

4.4.1.  Crecimiento radial

A partir del tubo de conservacion, se hizo una reactivacion sobre nedio 4a. Después de 4 a
7 dias de incubacion a 30°C, este precultivo es utilizado para inocular las cajas de Petri que se
usaron para evaluar el crecimiento radial.
Los medio empleados para evaluar el crecimiento radial fueron los siguientes: infusion de pulpa
de café - agar (medio Aa) y Agar Papa Dextrosa (PDA). Cada uno de los ensayos se realizd por
triplicado.
El crecimiento radial fue evaluado en cajas de Petni (Trinci, 1969), las cuales fueron tlenadas
con 30 mL de medio Aa y se utilizd medio PDA como contral. Se dejd solidificar el medio y
posteriormente se inoculd por picadura en el centro de la caja (Figura 4. 1a), después se
incubaron a 30°C. L.a base de la caja de Petri se dividid en cuatro partes con un marcador a
partir del centro de inoculacion para hacer las lecturas del crecimiento del hongo del centro
hacia las orillas (Figura 4.1b). Las lecturas se tomaron cada 12 horas durante los primeros
4 dias y posteriormente cada 24 horas, hasta que se invadiera totalmente la superficie. Los
valores de las pendientes se calcularon en la fase de crecimiento lineal, obteniendo de esta
manera la velocidad de crecimiento radial en unidades de longitud por unidad de tiempo

(mm b,
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Figura 4.2. Inoculacion y lectura del crecimiento Jongitudinal

4.4.3. Evaluacion de la capacidad de degradar la cafeina
La capacidad de degradar la cafeina, se evalué en dos medios, el primery a patit de i
infusion de pulpa de café (medio A) y el segundo a partir de una infusion de caid rolido

{medio B).

4.4.3.1. Degradacion de la cafeina en el medio infusién pulpa de café (medic A)

Se hicieron dos precultivos sobre medio Aa, poniendo a incubacion a 30°C por un peddodo
de 7 dias cada precultivo. Para la produccion del indculo se empled el misrmo medio
(medio Aa), haciendo una inoculacién de las esporas antes de que solidificara el medio
Después de 7 dias de incubacién a 30°C, las esporas fueron recolectadas con uni soducion
estéril de Tween 80 al 0.01% (viv).

Para evaluar la capacidad del microorganismo para degradar la cafeina en el medio 4. el cultivo
se realizd en matraces EM batleados de 250 mL con 60 mL de medio de cultivo. El micdio de
altivo se inoculd con uma concentracion de 1*10° esporas mL' Los matraces fueron
incubados a 30°C durante 72 horas con una agitacion de 115 rpm. Se tomd | milL de muesira en
condiciones estériles cada 12 horas durante 72 horas. Al ticmpo cero y al tiempo hinal se
evalud: el pl, la produccion de biomasa y la concentracidn de cafeina. La biomasa fue separada
por filtracion utilizando papel filtro Whatman No 41. Con el filtrado libre de células se bicieron

los analisis de pll y cafeina.
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- wibriles cada 12 horas durante 72 horas, para analisis de cafeina y al tiempo cero y al tiempo

E Bl sc evaluo el pH y la produccion de biomasa. La biomasa fue separada por filtracion

- wilizando papel filtro Whatman No 41. Con el filtrado libre de células se hicieron los analisis de

"y cafeina.

“ k. 445, Degradacion de Ia cafeina en presencia de dcido tinico

Sobre el medio de cultivo infusién de café con acido tanico y agar, medio de cultivo C,

E {Tubla 1.2) se realizaron dos precultivos, poniendo a incubacién a 30°C por un periodo de

- 1dias cada precultivo. La produccion de esporas también se realizd en este mismo medio

. Iwedio Ba), haciendo una inoculacion de las esporas antes de que solidificara el medio

- Despucs de 7 dias a 30°C, las esporas fucron recolectadas con una solucion estéril de Tween 80
- M001% (viv).
i evaluar ef efecto de la fuente de nitrogeno y carbono sobre la degradacion de la cafeina se

'l’vq‘lcamn los medios de coltivo D, E, F, G y H (Tahla 1.3). Los cultivos se realizaron en

3

llﬂuccs EM bafleadas de 250 ml. con 50 ml. de medio de cultivo. Los matraces fueron

E icubados a 30°C durante 120 horas con una agitacidén de 115 rpm. En cada periodo de
i Muestreo se tomaron 2 matraces para evaluar fa biomasa, 2 matraces para el analisis de la

f atividad cafein-desmetilasa (CD). Se tomaron muestras cada 24 horas durante 120 horas. El

i.tdio de cultivo, se inoculd con una concentracion de 1*10° esporas mL™'. La biomasa fue

E wpaada por filtracion utilizando papel filtro Whatman No 41. Con el filtrado libre de células se
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45, TRATAMIENTO DE LASMUESTRAS

k¢ Enla Jigura 4.3, mediante un diagrama de blogues se describe el tratamiento que se les dio
b 415 muestras para evaluar la capacidad de degradacion de la cafeina y el método de

. dorscrvacion,

5

Despucs de 72 horas | Matraz con 60 mL
de medio

Filtrar Whatman Y
No. 41 1 mL

A

. Centrifugar a
Biomasa 5000 rpm por 5
minutos

; v Anilisis de

0.5 mL del cafeina

{ lant (ver seccion
sobrenadante
o 4.6.3)

4.3. Tratamicnto de las mucstras para cvaluar la capacidad de degradacion de la cafeina y el
i g método de conservacion.

et de las muestras para evaluar el efecto de la fuente de nitrogeno y carbono sobre
e
pdad de degradacion de cafeina, se resume en la Fignra .4,
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Matraz con 50 mb
de medio

!

Filtrar con papel
Whatman No. 41

Z Biomasa
h 4
iz}
b‘ Peso seco (60° C) Filtindo

| - S SN S

Actividad

Y Cal) (ver seccion l pH J l 0.5mL J | Il l l 0.5mL J
4 4.6.5) 'L ¢ ¢
“. Andlisis de Analisis de Anilisis de la
4 cafcina dcido tanico actividad

4 (ver seccion y/0 sacarosa TAH (ver
4.6.3) (ver seccion seccion 4.6.6)

1.6.4)

Figura 4.4. Tratamicnto de las mucstras para evaluar ¢l efecto de la fucnte de nitrogeno y carbono
sobre la capacidad de degradacion de cafcina.

46, TECNICAS ANALITICAS

A continuacion se describen cada una de las técnicas analiticas utilizadas en el presente

4.6.1. Peso seco

La cuantificacion de la biomasa se hizo por gravimetria. Primeramente, se puso papel filtro
Whatman No. 41 a peso constante a 60°C durante 24 horas, en una estufa marca Felisa
Después de transcurridas las 24 horas, el papel filtro se coloco en un desecador y se dejo enfriar
] g ( horas, aproximadamente). El papel filtro se peso en una batanza analitica Okaus Analytical

s, y posteriormente el medio de cultivo se filtro. La biomasa se lavo 3 veces con suficiente

g wpue destilada (300 mb. aproximadamente) y se puso en la estufa a 60°C a peso constante.

MATERIALES ¥ METODOS
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Después, fa mucstia se saco y se colocod en el desecador, dejandola enfiiar. EI papel filtro se

" peso con la muestia seca

Chleulos:
Y=, pr)20

donde ¥ = Biomasa (g LY
P’ = Peso final del filtro con la muestra seca.
P, = Peso inicial del filtro

0= 1000 ml.
SOml.

46.2. pH

La medicion del pIl se efectuo directamente sobre el medio de cultivo libre de células

peviamente calibrado con soluciones patron (Hycel de México, S.A. de C.V.) depHd4y7a

E 15°C (AOAC, 1987)

463, Extraccion y andlisis de la cafeina por HPLC

Para ¢l analisis cuantitativo de la cafeina presente en el medio de cultivo, las muestras son

g peparadas a partir del medio libre de células

¥uosa). recuperando la fase organica en el segundo tubo. El solvente fue evaporado a baiio de

Pempecaluia controlada a 60°C y bajo una campana de extraccion. Una vez evaporado todo el
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{045 jum). Se hizo la dilucion adecuada para tener una concentracion maxima de 50 mg L
Las muestras asi tratadas se almacenaron a 4°C hasta su analisis

Andlisis de cafeina por HPLC

Aol einie e

Las caracteristicas del cromatografo utilizado, fueron las siguientes:
¢+ Bomba: Beckman®, modelo 116.
¢ Automuestreador: Beckman®, modelo 507 con un volumen de inyeccion de 100 pL.

i ¢ Precolumna: Beckman® Ultrasphare ODS (5 pm), 4.6 mm*4.5 cm.

J R, RO R I

.v v Columna: Beckman® Ultrasphare ODS C18 (5 nm) de fase reversa, 4.6 mm*25 cm.
. ; ¢ Temperatura: Temperatura ambiente (25°C).
N Detector UV: Beckman®, modelo 168.

¢ Sistema de integracion: Beckman® GOLD system®.

B ORI AP SR WA,

b Las caracteristicas de analisis, fueron las siguientes:

Fase movil: Acetonitrilo 10% (v:v), isocratico.

= s i

* Pujo: 2 mL min™.

’ Absorbancia: 273 nm.

Sonicador: Branzon 2200
R'C\m'a Patrén: de 0-250 mg L' con cafeina anhidra 99% Fluka Chemika®

4. Aunilisis de dcido tinico y sacarosa

’ﬂicido tanico y la sacarosa, fueron evaluados espectrofotométricamente (A=480 nm)
wndo ¢l método de fenol-acido sulfiirico, reportado por Aguilar er al., (1999).

tion de la muestra:

g una dilucion (con agua desiomzada) de la muestra libre de células, de tal forma de tener
men de 1 mL con una concentraciéon de 2 g L' de acido tanico, de sacarosa o de la
R (icido tanico y sacarosa). Las muestras que contenian acido tanico se congelaron con

0 liquida y posteriormente todas las muestras fueron almacenadas en congelacion hasta

v

MATERINLES ¥ METODOS




Cariiero 4 50
-—l

Preparacion de ta sofucion reactivo:
Se prepara una solucion de 1 mg de fenol grado reactivo por t mL de 4cido sulfurico grado
tactivo. Esfa solucion debe de prepararse en ol momento de realizar el analisis [s

tecomendable colocar un vaso de precipitado en agua fifa y primero agregar el acido sulfirico y

posteriormente el fenol.
bc(erminaci()n de azhcares:

Los tubos de ensayo con { mb de muestra, se colocaron en un baiio con agua fria Se

- Micionaron lentamente 2 ml. de solucion reactivo a cada uno de los tubos, procurando que la

f' whucion resbale por las paredes de tubo. Los tubos de ensayo se agitaron perfectamente dentro

4 baivo de agua fiia. Las muestras se colocaron en un baito de agua a ebullicion durante

: $ minutos Se dejaron enfiiar las muestras y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro

: Mca Shimadzy modelo UV-160A, a una longitud de onda de 480 nm. Se prepard un blanco
g B 2gua desionizada de la misma forma que la muestra.

Mreparacion de la curva patrén:

Fepard una solucion patron de acido tanico (0.25 g) y se aford a 100 mb. Se realizo lo
(30 para 0.2 ¢ de sacarosa y finalmente para una mezcla con 0219 g de acido tanico y
g de sacarosa. Para preparar la curva se mezclaron las cantidades de solucion y agua que

mesiran en o fabla 4.4,

2 Tpatran se prepard y se leyo al mismo tiempo que la muestra,
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E. Tabla 4.4, Curva patron de acido tanico. sacarosa o mezela de acido tanico v sacarosa

e Curva patrén de Curva patrén de Curva patrén de
[ acido tanico sacarosa Acido tanico/sacarosa
1 —min apua’ cone. soln. apua’ conc. soln. agua’ Conc.
‘ ;, , patron’ final® patron® finat® patron® Final®
T 1000 0 0 100 0 0 1000 0
160 {40 0.4 200 800 04 160 840 0.4
320 680 038 400 600 0.8 320 680 0.8
480 520 1.2 500 500 0.1 480 520 1.2
80 360 1.6 600 400 1.2 640 360 1.6
L 200 20 800 200 1.6 800 200 2.0
1000 0 2.5 1000 0 20 1000 0 25

a: solicion patrén [=] pL: b: concentracion final [=] g L.

{165, Actividad cafein-desmetilasa (CD)
‘;‘ Laactividad cafein-desmetilasa CD, fue realizada de acuerdo a la metodologia propuesta por
g kil (1999).

do el proceso para realizar el rompimiento celular y la extraccion enzimatica se llevd a cabo

by

fbplum celular: Se filtro el medio de cultivo a través de papel Whatman No. 41 y la biomasa

‘{thdd veces con suficiente agua desionizada (300 mL aproximadamente) y posteriormente
3 o con 100 mL de bufter de fosfatos 50 mM a pH 7.8. La biomasa se macerd en un
‘ ogenizador tipo Tenbrock de vidrio con una capacidad de 15 ml, adicionando una
fiahcion de butter de fosfatos SO mM y pH 7.8 con DL-ditiotreitol, DTT 5 mM (5 mL de buffer
tada 2 ¢ de biomasa), se lavd el homogenizador con I mL de buffer con D'TT. La biomasa
eada se centrifugd en una centrifuga Beckman modelo J2-HS con un rotor Beckman JA
$15.000 rpm durante 45 minutos a 2°C. Duranle el proceso de centrifugacion la muestia se
o on lies fases y con una jeringa se separd la fase media y se filtro a través de una

anzl Millipore (0.45 pun), para asi obtencr el extracto bruto (EB1).
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" Reaccion enzim:itica: en un tubo eppendorf de 1.5 ml. de capacidad se adicionaron 10 pl. de
 aleina S mM, 2 pL de DTT 0.1 My 83 pl. del EBi. Se incubo a 30°C durante 90 minutos.
ha vez transcurrido el tiempo de incubacion, se adiciond 5 mi. de acido tricloroacético (TCA)
;‘S(}% y se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una microcentrifuga
‘; geendorf nodelo 5402, Posteriormente, se colocaron 50 mb de la mezcla en un frasco para
’hccr el analisis en el HPLC y se adicionaron 450 mL de agua desionizada. Las muestras se

& padaron en refrigeracion a 4°C hasta su andlisis.
B B blanco, se prepard de la siguiente manera: se colocaron S pL de TCA al 50%, 10 pL de
;ufcina SmM, 2 ul. de DTT 0.1 M y 83 pL del EBi. La reaccion se realizo de la misma manera

pecon el EBI

Eimunidad de enzima (U1) fue definida como la unidad de enzima capaz de degradar 1 pmol

& aftina por mL por minuto.

46.6. Actividad Tanin-acil-hidrolasa (TAIl)

p - s actividad enzimatica Tanin-acil-hidrolasa (TAH), se desarrollo de acuerdo al método

& woitado por Beverini y Metche (1990).

Eetividad enzimatica extracelular: Se filtrd el medio de cultivo a través de papel Whatman

% 41 El medio de cultivo libre de células se denomind extracto bruto extracelular (EBe).

lmci(m enzimitica: en un tubo de ensayo, se coloco 1 mL de solucion de acido tanico
Slgli‘ en buffer de acetato 0.1 M pH § y posteriormente se adicionaron 50 pl. del EBe, se
% 2 velocidad media en un vortex marca Thermolyne® modelo 37600, durante 5 segundos.

Rnabo a 30°C durante 30 minutos. Al finalizar el tiempo de incubacion se adicionaron

3

byl de 11C1 2 Ny se agitod en el vortex, posteriormente se filtro a través de una membrana
woie (0.45 pum). Para preparar los controles de cada muestra, se desarrolio la actividad

ilica agregando 200 pul. de HCi antes de adicionar el EBc.
widad enzimatica (U1) se definio como la cantidad de enzima necesaria para producir un

Bl de cido galico por ml. de extracto enzimatico bruto por un minuto, bajo las condiciones

walisis
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4.6.7. Anilisis de Acido galico por HPLC

Para el analisis de acido galico se utilizé un cromatografo de liquidos con las siguientes
' ranacteristicas:

¥ Bomba: Constametric®, modelo 3200 (Thermo Separation Products®).

¥ Automuestreador: Beckman®, modelo S07 con un volumen de inyeccion de 20 nl.

. ¢ Precolumna: Spherisorb® ODS (5 pm), 4.6 mm*4.5 cm.

¢ Columna: Spherisorb ® ODS C18 (5 pum) de fase reversa, 4.6 mm*25 cm.

Temperatara: Temperatura ambiente (25°C).

Detector con arveglo de diodos: Spectromonitor®, modelo 500 (Thermo Separation
“Products®).

® Sistema de integracion: Letalk HPLC Software®

B caracteristicas de anélisis, fueron las siguientes:

; Im movil: Metanol:acido formico 1% (v:v) en una relacion 5:95 (v:v).

‘ ?hjo: 15 mL min™,

Aborbancia: 280 nmn

rva Patron: de 0-1000 mg L' con acido galico, SIGMA®.

MATERIALES ¥ METODOS
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4.7. EXPRESION DE RESULTADOS
4.7.1. Cilculo de I velocidad de crecimiento radial y longitudinal

La velocidad de crecimiento radial y longitudinal (VCy y VC,), se calculd graficando 1a

distancia invadida por el micclio (mm) contra el tiempo (h), a partir del crecimiento exponencial

i . N . -1
e caleulo ta pendiente, lo cual nos da como resultado la VCy en unidades de mm b

4.7.2. Cilculo de la tasa volumétrica de consumo de 1a cafeina y Ia fuente de carbono
Los resultados de consumo de cafeina se graficaron contra el tiempo, para posteriormente
taicular la pendiente, lo cual nos proporcionaria fa tasa volumétrica de consumo de Ja cafeina

Feaf=g ' 1",

De igual forma se hizo para calcular la tasa volumétrica de consumo de la fuente de carbono
V0.

4.1.3. Cilculo de Ia actividad cafein-desmetilasa (CD)

Laexpresion de fa actividad Cafein-desmetilasa (CD) se realizo a partir de los resultados
§ Menidos del analisis cuantitativo de cafeina por HPLC. Se expresaron de la siguiente manera:
| A €= ( it - Cra ) * D
J donde
‘ A C: Cafeina consumida (mg L™
i Ciat: Blanco, resultados del HPLC (mg L),
Cona - Muestra, resultados del HPLC (mg L)
D : Factor de dilucion de Ja muestra para anilisis en HPLC
_: Adtividad Cafein-desmetilasa (U.L = pmol * mL** min’')

A.CaD. = (A O)* Ve Vextr'* PM ! * Tr' * E

: 4 Donde

4 C: Cafeina consumida (ng L")

Vr: Volumen de reaccion (1.)
Vextr : Volumen del EBi (inl.)

P Cafeina 2 1949 (pg * pmol™)

MATERINLES Yy METODOS




., Cwirtiod

:

. yer .. .
T'r: Tiempo de seaccion (90 min™)

E : Factor de Dilucion de Ia Muestra

474, Cilculo de 1a actividad Tanin-acil-hidrolasa (TAIL)

La expresion de la actividad Tanin-acil-hidrolasa (TAH) se realizo a partir de los

L tesultados obtenidos del analisis cuantitativo de acido galico por HPLC. Se expresaron de la

3 siguiente manera-

A G = Gpoa — Giniciat )

E fonde

A G: Acido Gatico liberado (mg L)

Guia - Blanco, resultados del HPLC (mg L™).

Cu.: Muestia, resultados del HPLC (mg L)

Wad Tanil-Acil-Hidrolasa (U.1. = pmol * mL** min™)

A. T.AH. = (A G)* Vr Vextr'* PM"' » Tr"

G : Acido Galico liberado (ug L)

t Volumen de reaccion (L)

“Volumen del EBe (mL)

f Acido gilico : 188.1 (g * pmol™)

b Tempo de reaccion (30 min™)

Beponcncial (Pt |1975); d‘\}— = puclt (1)

ecins -1 (1) y despejando el término X se tiene que :

X=X, exp” (2)
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i deede ¥ (1) X, es a biomasa inicial al tiempo 1 0y 41, es fa velocidad especifica de

¢ Simiento

s

‘ . . IAd 1=
.- §Modely logistico (Mulcandan; y Luong, 1989): (/ = X ('-; Y) (3)
24 )
#ya0do I ecuacion (3) y despejando X, se obtienc Ia siguiente ecuacion:
I">
¥ X = e ()
) 14 (*nnai.f‘ ”)exp[""’
X 0

e X, es el valor maximo de X.

& . . 7 X .
AW0cto de Gompert; (Draper v Smit ), : (Y = Xy 2 (3)
Wlodelo de Gony, (Draper y Smith, 1966 Pl "

‘ o J

Faminegra 1 ecuacion (5) y se despeja el término X, se tiene que:

bex (- pr)
X=X__ exp( ) (6)
4w constante de valor positivo, donde £, = P, exp!?

Wmdcilculo de 1 en cada modelo, se utifizé una rutina no lineal con ayuda de la herramienta

4 Yy
i de 12 hoja de calculo Microsofi® Fxcel 97,

&8s tres modelos evaluado, se selecciong el que proporcionara un coeficiente de correl

acion
3 Beercano a Ia unidad, entre los datos experiment

ales y el modelo evaluado (anexos).

3

ALS. Cileulo de los coeficientes @, fy a*u del modelo de Luedeking y Piret

alatasa de formacion de producto (¢,) esta dada por (Pirt ,1975).
l Jdr ,
= - - (ﬁ
7 X dur G

&P = concentracion del producto, X' = concentracion de la biomasa.

PMealuar [a produccion de metabolitos de interés para el hombre, se han propuesto varios

matematicos de interés para el hombre. Tres de estos modelos han sido utiles en la

mon del comportamiento de sistemas simples. Estos modelos son:

Wl asociacdo al crecimiento
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i b modelo no asocrado al crecinento

o modelo parcinlmente asociado af crecimiento

B luedeking y Piret en 1959, propusieron la siguiente ecuacion’

+ gy prop

ar - dx o

4 Coma Tl px (8)

dt dt

g

B i expresar la productividad de las fermentaciones acido lacticas, cuando la formaciéon de
B roducto esta “parcialmente asociado al crecimiento. Este mismo modelo ha sido utilizado

B witosamente en diversos procesos.

, Bl ecuacion (8) se divide entre la biomasa (X), se tiene:

LdP _1dX

e E= e e 9
X dt aX dr p ©)

3 mtituyendo la ecuacion (1) y (7) en la ecuacion (9), se tiene que:
g, =au+fi (10)
Besta manera, hay un termino asociado (ay) y no asociado () al crecimiento.

#presente trabajo el producto de nuestro interés es una enzima, (CD), por lo cual, P=E y

L 1. en las ecuaciones correspondientes.

Y

¥ . .

4@ ® prafican los valores de gz y s en la fase exponencial, para cada intervalo de tiempo,
es 1a pendiente sera el coeficiente a y la ordenada al origen sera el coeficiente g, de

do a la ecuacion 10.
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1" fuse de seleccion:
Crecimiento Radial y
Longitudinal

2°fuse de scleccion:
Degradacién de la
Cafeina en medio liquido

Efecto del método de
conservacion y adaptacion
de la capacidad de degradar
la cafeina

Efccto de la relacién C/N
de 50, sobre la velocidad
de degradar 1a cafeina

Degradacion de la cafeina en
presencia de 4cido tanico.
Lvaluacion del efecto de las
Fuentes de Nitrégeno y Carbono
(simples y complejas)
S

Cafein-desmetilasa,
éproducto asociado al
crecimiento?

Figura 4.5, Diagrama de flujo dc Ia cstrategia seguida en el presente trabajo.

nente, se hizo una seleccion de hongos filamentosos tomando en cuenta dos criterios:

FMoco scrd evaluar fa velocidad de los hongos para invadir determinado sustrato. EJ

eganismo seleccionado sera posteriormente utilizado en estudios de fermentacion en

whdo usando la pulpa de café fiesca cono soporte, entonces para hacer esta etapa se

Bde un medio en el cual los nutrientes sean similares a los qQue se encuentran en la pulpa de

o criterio sera conocer el porcentaje de cafeina que degrada(n) el(los) hongo(s)

adols) en medio liquido. Para lo cual se wtilizaron dos medios de cultivo, el primero
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prepatado a partiv de pulpa de café, con lo que se pretende que cuente con una cantidad de
siientes similar a los de la pulpa de café, y el segundo medio se prepara a partir de una

rusion de café molido, donde el(los) hongo(s) estara(n) limitado en nutrientes

tna vez seleccionada la cepa que degrada el mayor porcentaje de cafeina presente en el medio j
& cultivo, se inducira la produccion de 1a enzima TAH, con el objetivo de degradar la cafeina y
j $mismo tiempo los compuestos fendlicos o taninos, y evaluar e efecto de la adicion de fuentes

#nitrogeno y carbono simples. Finalmente se estudiara si la actividad CD, esta asociada o no ‘
Buecimiento del microorganismo.

MATERIVLES Y METODOS




| SELECCION DE CEPAS




B tvittro s 6}

SELECCION DE CEPAS

La seleccion de cepas se realizo en dos etapas. Para la primera fase se prepard un medio de
whivo con agar a partir de una infusion de pulpa de café, donde se tomd como criterio de
weccion la velocidad de invasion de los hongos filamentosos. Posteriormente las cepas
weccionadas se sembraron en un medio de agar con infusion de café, para proporcionar a los
| sroorganismos las condiciones para diferenciar de una forma rapida aquellas que pudiesen
yadar la cafeina La segunda fase de la seleccion, consistio en seleccionar una cepa teniendo

fomo criterio la capacidad de degradacion de la cafeina.

- $1. PRIMERA FASE DE SELECCION DE CEPAS: CRECIMIENTO RADIAL Y LONGITUDINAL

- B diametro de las colonias, la velocidad de crecimiento radial, VCx (Trinci, 1969) y la
jﬁxidad de crecimiento longitudinal, VC, (Flores ef al., 1995), son parametros de crecimiento
;ﬁczdos en bioensayos y en investigaciones fisiologicas para caracterizar a los
-;*lOOIngniSﬂlOS.

g

fﬁos métodos han sido propuestos para evaluar la velocidad de invasion de los hongos sobre
:.mo modelo (Trinci, 1969; Roussos ef al., 1995; Flores et al., 1995, Meneses, 1998), en

Mmesudio el sustrato utilizado sera preparado a partir de una infusion de pulpa de café fresca.

L1 Velocidad de crecimiento radial y longitudinal

- $¢ utilizaron cajas de Petri y tubos de Ralph, los cuales contenian un medio de cultivo
ndo a base de una infusion de pulpa de café con agar, ademas se utilizo ¢l medio agar
dextrosa (PDA) como control. Tanto la preparacion del medio de cultivo, como la

ion de las unidades experimentales, se detalan en el Capitnlo 4.
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En las Vigiras 5.7 Y 3.2 sc muestra fa velocidad de crecimiento radial longitudinal
. ¥ .
fespectivamente en mm b’ para cada un de las cepas evaluadas tanto en el miedio YDA cOMo

enel preparado a partir de infusion de pulpa de café (medio Aa).

PVIIA 25 ﬁ*

PR R

PC-2267 @ !

AN-2088 Fo22 L

AN
AO-2094
AO-2095

RO-2774

RO-2340

R Ty

A R A A A s At

RO-2339

T v

000 030 .60 0.90 1.20 1.50 1.80

Velocidad de crecimiento {mm h")

HGURA 5.1, Crecimiento radial en el medio PDA () y en ol medio Aa (W), de las cepas de hongos
cstudiadas. /¢ oryzae 2339, (RO-2339). oryvzae 2340 (RO-2340); R oryzae 2774, (RO-2774):
A orvzae 20953, (AO-2093): 4. oryvzae 20034, (AO-2094); 4. mger 2088 (AN-2088).
A niger (AN). P, canemberti 2267, (PC-2267), P, rogqueforti, (PR):

P commune V33A23, (PV33A25).

- Enambas figuras se observa, que fas cepas del genero Rhizopus presentaron una mayor VCrp y

VO respectivamente, 1o cual se explica por el crecimiento particular de los hongos de este

& rroo crecimiento rapido, seco y sus esporas facilmente acrotransportables (Inui e o)., 1965:

Schipper y Stalpers, 1984). La velocidad de invasion fue de 110 a 162 mm ' para cf

geamiento radial y de 1.06 a | 49 mm k' para el crecimiento longitudinal (7abla S, /). ambas
y p £
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sbre el medio preparado a partir de los nutrientes solubles de la pulpa de café fresca
Imedio Aa)

. .. . . . . - N
lavelocidad de crecimiento radial y longitudinal de las demas cepas fue de 0352 09 mm h

V) y de 0.30 2 0.70 mm b (V). Siendo la cepa de P. camemberti 2267, la que presentd

velocidad de crecimiento radial y longitudinal mas fenta que las otras cepas.

Los resultados de velocidad de crecimiento longitudinal (Fignra 5.2) obtenidos para las cepas

| &4 oryzae, A niger, P.roqueforti y P. commune V33A25 presentan valores de crecimiento
®dio con respecto a los reportados para A. oryzae (0.24 mm by, 4. niger (0.23 mm b,
¥ roguefori (014 mm WY, . commune V33425 (0.15 mm k') en un medio preparado a

wtir de infusion de café {(Aquiahuatl, 1992),

PV33A 25
PR
PC-2267
AN-2088
AN
AO-2094 A
AO-2095

RO-2774

RO-2340

RO-2339

ks T T - T e e ey

000 0.30 0.60 0.90 1.20 1.50 1.80

. - -1
Velocidad de crecimicento (mm h')

A 5.2. Crecimiento longitudinal en ef medio PDA () y en cl medio Aa (M) para los difcrentes

estndiados. R orvzae 2339, (RO-2339). R orvzae 2340, (RO-2340); R orvzae 2774,
(RO-2774): A orvzac 2093, (AO-2095); A oryzae 20954, {AO-2094);

A mger 2088, (AN-2088): A. niger, (AN): P camenmherti 2267, (PC-2267;

U rogueforii (PRY. P. conmune V33A25, (PV3I3A25).
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L diferencia de resltados entre tas cepas de un génera v oty s expheable, va que cada una
k s cepas posee una habilidad caracteristica hata crecer sobre cierto sustrato, tal como
L Reede con otias actividades metabdlicas de los MICTOOIZANIsMOos como son, la produccion de
mimas, {2 produccion de metabolitos secundarios, entre otras, las cuales también son

wceptibles de modificarse dependiendo de las condiciones del medig ambiente.

Como se menciono anteriormente, taato el método de crecimiento radial como el creciniento
. himdinal, han sido propuestos para evaluar Ia capacidad de invasion de Jos hongos sobre

0 Sustiato, por lo cual se analizo la correlacion entre ambos métodos,

L,‘&I.Z. Correlacion entre In velocidad de crecimiento radial y longitudinal
. b Con los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento radial y longitudinal de cada una

: ?hs tepas, graficamos el crecimiento radial contra el crecimiento longitudina! y de esta

M se obiyyp of coeficiente de correlacion (%) y asi poder saber si entre estos métodos

. aleuna correlacion

R iohia 5.7 se hace un resumen de los valores de velocidad de crecimiento radial y

Rdal pasa cada una de las cepas evaluadas Y ademis se muestra el i? obtenida entre

. e > ..
fos métodog utilizados. Los valores de R, que corresponden a la comparacion de la

hid de crecimiento tadial y longitudinal para cada cepa, dichos valores de se encuentran
K=099y 089
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Sl

g

Tabla 5.1, Veloadad de erecimicnto radial v fongitudinal v cocticiente de conelacion (R entre ¢l

aceimiento radiat (Cp) v el crecimiento longitudinal (C;) sobre ¢ medio de infusién de pulpa de

afé con agar (nicdio Aa)

Cepa Velocidad de Crecimiento (mm h'') Coeficiente de corvelacitn

Radial (VCr)  Longitudinal (VCy) (R?) entre el Cg yel C,

R0-2339 1.10 £ 0.07 1.0640.11 0.93
 RO-2340 1.62 +0.07 1.49 +0.07 098
R0-2774 1.56 +0.06 1.45 + 0.05 0.98
- A0-2095 026+ 004 036+0.16 0.94
" A0-2094 0144001 020+0.04 0.99

AN 035+008 0.36 +0.03 0.89
- AN-2088 0211002 0.26 + 0.05 0.97

L2267 0.09 4:0.02 007 £0.02 0.96
0.18 +0.07 033+003 0.98
VIIA2S 0.12+0.01 024 +0.12 098

anto, se sugiere emplear el método de crecimiento radial como un parametro para la
oon de cepas que se quieran utilizar posteriormente para procesos de fermentaciones
# Cabe destacar que aunque hay diferencia en la velocidad de crecimiento entre las cepas,

mostraron fa habilidad para crecer sobre un medio preparado a partir de infusion de pulpa

guida se muestran tre cepasen crdan de maver a menor welocidad deinLacion, tumande en
“n favelocidad de crecimiento radial

Lovzae 2340 1 crvza 277400 onvzae 23320 A0 miger, A oryzae 20050 A0 nrger 2073,
il Yequeforti. A. orvzae 20934, 1 commmune V33A25 y P camentherti 2267

Whinportarea 2 amtrn 2y sams et cdearn Plisrpgs peacasear e creniesieste ripade

et
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buscar huatrientes In cambio Jag cepas del género Aspergillus v Penicilltan, present
o, pero denso. Tripe (1969),

aron un
Gecimiento 1o

eporto que la densidad de ta colonia depende del
tbiente en GUe se encuentre o) hongo Tambign observo que cuando tn sustiato contiene una
wncentracion elevady de nutrientes, e microorganismo crece mas densamente, produciendo
¥as acreadas Y Mas esporuladas

5.2 SEGUNDA FASE DE SELECCION pE CEPAS: CAPACIDAD DEDEGRADAR 1A CAFEINA
Paa poder realizar fa segunda fase de seleccian de cepas previamente seleccionadas,
¥mera se realiyg una resiembra sobre medio de infusion de ¢
¥ durante 7 dias, p

afé (medio Ba) ¢ incubando 3

araponer de manifiesto de yna forma rapida y cualitativa a las cepas que
Mtsen dearadar 1 cafeina.

b dies o : Cicn 5.1

S Hez cepas evaluadas en Ig seceron 5.7, anicamente cuatra fueron capaces de crecer en e)
U’op(cpm’adr} 2poantic de 1o iRy 4, 2258 nredio Bugy Ay- casles fucron g et slluy
W 2005 Aspergitiusg anyzae 2094, Penicillium roquefort y  Penicillium commme
3 A . .. .

B, considerando que la caracteristica de crecer sohre eate medi oo ol g

perde sep

a2 de 1a posit facion de la cafeing

anezidentificadas las cepas
Yercion,

antes mencionadas, se procedio a realizar la segunda etapa de la

que consistio en seleccionar una cepa teniendo como criterio de evaluacion la

widad de degradacion de Ia cafeina en medio liquido,

E¥ copas A, oryzae 2095 A orveae 20941 voqueforsi y Poocommune V3iAs fucton

whadas en of nredio A {infusion de pulpa de cafe) para fimitar al hongo en nutrientes

PO e el honeo seleccionado, serd utilizada en estudios posteniores utilizande 1a pulpa de

R0 sustente <o proputioren dos med

10 de cultivo, el primero preparado a partis de una
i de pulpa de cafe {medio Ay y el s

o ).

coundo preparado a partir de una infusion de cafe

. ce e e g N}
oos medios de cultivo utitizados contienen una concentracion inicial de cafeina de 0517

R medios de cultivo A y H. se deseriben en las secciones 432y 434 ylas condiciones de

o sc detallan en T seccicn 44 3
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521, Evaluacion de la capacidad de degradacion de la cafeina

Enlas Jrguras 3.3 y 5.4, sc muestran los resultados de degradacion de la cafeina presente en
s medios liquidos preparados a pactiv de una infusion de pulpa de café {(medio A) y a partir de
wminfusion de cale (medio B), respectivamente, para cada una de las cepas evaluadas en esta
weion. La concentracion inicial de cafeina en los medios de cultivo fue de 0.5 g L. En ambas
pificas sc representa la concentracion de cafeina y la produccion biomasa obtenida al final de
N horas de fermentacion. Los resultados son los promedios de los datos obtenidos por
rylicado
b Figira 5.3 se observa que la cepa PV33A25, degradd 0.05 g L' de la cafeina, lo cual
:mescnta el 10% de la cafeina inicial presente en el medio preparado a partir de una infusion
polpa de café fresca (medio A), v produjo 1.5 g L' de biomasa en un periodo de 72 horas.
s demis cepas alcanzaron a degradar Gnicamente entre el 4 y el 8% de la cafeina total de

gedio de cultivo mientas que la produccion de biomasa fue de 0.92a 1.01 g L", en 72 horas de

Eiwentacion

3.0 - 3.0

2.5 2.5
T 2.0 Lz.() =
~ -1
] e
L5 -1s 3
= 101 2
LY v ez . 10 E
v -
oo

0.5 - 0.5

00 - —— A r P 0.0

AO0-2095 AO-2094 PR PV33A25

: JURA 5.3, Concentracion de cafeina (W) y produccion de biomasa (O0) al final de 72 horas de
fermentacion. utilizando un medio de infusion de pulpa de café (medio A).

A orvzae 2093, (A0-2093); A. oryzae 2094, (AQ-2094):
P roqueforti. (PR) v P. commune VIIA25, (PV33A25).
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Por otra parte. cuando se utiliza el medio preparado a partir de una infusion de cafe (medio B)
#ra evaluar la degradacion de la cafeina presente en el medio de cultivo (Figra 5.3), se

wserva que la cepa PV3I3A25 degradd 02 g L' de la cafeina, lo que presenta el 40% de la

afeina inicial y produjo 2 67 g L' de biomasa después de 72 horas de fermentacion. El resto
% las cepas evaluadas (AO-2095, AQ-2094 y PR) degradaron entre el 6 y el 8% de cafeina

| icial y la concentracion de biomasa final obtenida fue de 0.94 2 1.09 gL
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HGURA 5.4. Concentracién de cafcina (M) y produccion de biomasa () al final de 72 horas d¢
fermentacion. utilizando un medio de infusion de café (medio B).

A oryzae 2093 (AOQ-2095); A. oryzae 2094, (AQ-2094);

Porogucfori, (PRY v P commune V33A25, (PV33A23)

dntos encontrados en la bibliografia (Bressani er al., 1972; Elias, 1978: Zuluaga, 1981),
' pea justificar los resultados de degradacion de cafeina obtenidos utilizando un medio de
preparado a partir de una nfusion de pulpa de café (medio A), ya que en éste medio, la
no es la inica fuente de nitrogena, sino que en la pulpa de café se encuentran ademas de
una gran cantidad compuestos nitrogenados de conformacion molecular mas sencilla

Raafeina, como son los aminodcidos y las proteinas principalmente (Bressani ef al.. 1972,
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fhas, 1978, Zuluaga, 1981), los cuales son asimilados mas facilmente por el microorganismo
wies de utilizar la caleina como fuente de nitrogeno (Deacon, 1993).
A fo anterior, se decidid utilizar el medio preparado a partic de una infusion de café

Mwho B) para evaluar la degradacion de Ja cafeina. Dicho medio esta mas limitado tanto en

wigeno como en las fuentes de carbono que si se utilizara el medio preparado a partir de la

Yhision de pulpa de café (medio 4)

#hzando el medio preparado a partir de la infusion de café, se observa un 30% de aumento en
Vapacidad de /2. comnume 133425 para degradar la cafeina que si se utiliza el medio
rraado a partic de la infusion de pulpa de café. Pero estos resultados no son del todo
wifictorios, debido a que Aquiahuatl, en 1992 reportd la degradacion de la cafeina por P.
mune 133425, alcanzando niveles de degradacion del 82%, después de 72 horas de
wabacion, utilizando un medio de cultivo preparado a partir de una infusion de café.

hecho sugiere, que las tres resiembras realizadas a la cepa, no fueron suficientes. Razon
U que se decidid comprobar la capacidad de degradacion de la cafeina de la cepa que
6 un mayor porcentaje de degradacion de cafeina presente en el medio preparado a
M de la infusion de café, Penicillium commune V33A25, realizando un total de

ultivos, para fa produccion del inoeulo.

1. Comprobacion de la capacidad de degradaciéu de la cafeina

mo se menciond antetiormente, Aquiahuatl (1992), reportd 82% de degradacion de la
m, e un periodo de 72 horas, en un medio preparado a partir de infusion de café y los
s observados en el presente trabajo, muestran que la misma cepa (P. commune
)elcanza niveles de degradacion del 40% en las mismas condiciones.

mprobar la capacidad de degradacion de la cafeina por la cepa de P. commune 133423,
did a realizar 6 precultivos sobre el medio de infusion de calé con agar (medio Ba).
Mhccion del indeulo, la inoculacion del medio de cultivo y las condictones de incubacion
Bron como se indica en la seccidn 4.4.3.2. La evaluacion de la capacidad de

on de la cafcina se realizo utilizando el medio de infusion de café (medio B).
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Ml igura 5.5 se presenta el porcentaje de degradacion de la cafeina presente en el medio B,

kspués de 3 v 6 precultivos de /. coymmune 133425 El resultado obtenido muestra una
) 13

3 *vadacion de la cafeina del 92% en un periodo de 72 horas, haciendo un total de 6 resiembias

whre el medio S, con lo cual se mejord la degradacion de la cafeina.

100
g
, & 80
< 8
55 60
§ 5 40
S g 40
£ 3
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& 20
e~
0 +—- - A

3 6

Nitmero de precultivos

bURA 5.5, Porceutaje de degradacion de fa cafeina por . commune V33A25, después de 72 horas,

utilizando el medio preparado a partir de infusion de café (medio B).

Mk cual se comprueba los datos reportados por Aquiahuat! en 1992, donde indica que la
S Peniciflinm commnae V33A25, presenta el mayor porcentaje de degradacion de la
82%. Resultados que incluso fueron mejorados con las seis resiembras, mostrando una

heion del 92% de 1a cafeina inicial del medio de cultivo.
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Como se puede observar, las resiembras realizadas al microorganismo mejoraron la capacidad
de éste para dewradar la cafeina; es decir, fue necesario un periodo de adaptacién de un sistema
szimitico que puede intervenir en el transporte y metabolismo de la cafeina, por el
Ricroorganismo

txnecesario un periodo de adaptacion de un sistema enzimatico para que el microorganismo
metabolice la cateina, lo cual sugiere, que fa actividad enzimatica responsable de la degradacion

& la cafeina es inducible.

£3. CONCLUSION

Los dos métodos de evaluacion de la velocidad superficial de invasion de un sustrato
felocidad de crecimiento radial, VCg y velocidad de crecimiento longitudinal, VC;) dan
k'mhadns similares para las cepas de hongos estudiadas. Sin embargo la velocidad de
;‘ﬁimiCI\to radial (VCyg), €s un método mas sencillo y rapido que evaluar {a velocidad del
A

fuimicnm longitudinal (VCp). Ademas de que se pueden obtener otros datos como la

dmidad de produccion de biomasa.

?luncil!a prueba de crecimiento permite seleccionar cepas con crecimiento rapido, ya que en
Amyoria de los procesos en medio solido, donde se requiera utilizar algiin microorganismo,
£ mportante garantizar que habrd un crecimiento rapido para evitar la contaminacion por
b o110 microorganismo indeseable, y ademas disminuir los tiempos en el proceso.

trpas de . oryzae 2340, R. oryzac 2774, R. oryzae 2339, presentaron la mayor velocidad
frecimiento observandose un crecimiento rapido y superficial. Las cepas de A. niger,
®yoe 2095, A, niger 2088, P roqueforti, A. oryzae 20954, I commune VI3A2S5 y
bﬂnhvrll 2267, presentaron una lenta velocidad de crecimiento, pero dicho crecimiento

gnsa, 2 diferencia de las cepas del género Riizopus.

b Bua), tnicamente las cepas de A, oryzae 2095, A oryzae 2094, . rogneforti 'y
ne VI3ZA2S fueron capaces de crecer sobre este medio, la caracteristica de crecer

e medio de cultivo se considerd como indicativa de la posible asimilacion de la cafeina

RESULTADOS Y DISCUSTONES
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feabservo que la velocidad de crecimicento sobre el medio de infusion de pulpa de cafe
Imedio Aa), no esta relacionada con la capacidad del microorganismo para degradar la cafeina

lamcjor forma de evaluar la capacidad de degradacion de la cafeina, fue utilizando el medio de
popagacion preparado a partir de infusion de café con agar (medio Ba) y el medio de cultivo
Feparado a partir de una infusion de café (medio B), debido a que es un medio que tiene como
wncipal fuente de nitrogeno cafeina, esto limitara al microorganismo a utilizar esta fuente de
Mogeno para poder crecer, para tal proceso antes debera sintetizar alglin mecanismo
imitico con el cual podia degradar la cafeina para su metabolismo (por ejemplo: produccion

¥hiomasa, de proteinas, ARN)

talizando 3 precultivos, la cepa de Penicillium commume V33A2S, después de 72 horas de
mubacion, degradd el 40% de la cafeina inicial del medio preparado a partir de la infusion de
g3t Dicha capacidad se aumento, realizando un total de 6 precultivos sobre el medio Ba
afusion de café con agar), de tal manera que se obtuvo una degradacion de la cafeina inicial
#92%,

bsos resultados Hevaron a proponer un método de conservacion y adaptacion para que una vez

spresado el sistema enzimatico responsable de la degradacion de la cafeina, éste sistema

F™initico se mantenga expresado en el microorganismo.
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‘1 ] )

] ]LFECT(_) DEL METODO DE CONSERVACION Y
ADAPTACION DE Penicillium commune V33A25

§OBRE LA DEGR;}DACION DE LA CAFEINA

e

De las enzimas que una célula es capaz de producir, cierto namero siempre estan presentes

o concentraciones basales, sin tener en cuenta el medio en que el microorganismo esté
aeciendo (Wang, 1979). La induccion de las enzimas esta definida como un incremento
whiivo en la tasa de sintesis de una enzima en especifico, resultado de la exposicion a alguna

i wstancia quimica, que se le denomina “inductor”. Las enzimas inducibles son necesarias

ando el microorganismo se encuentra limitado. La induccion asegura que la energia y los

minoicidos no sean desperdiciados en formar enzimas innecesarias pero que, cuando se

8

®juicren, estas enzimas pueden ser formadas rapidamente (Wang, 1979).

b oo lado. la capacidad para conservar exitosamente una gran  variedad de
seroorganismos, ha representado un logro mayor en el area de la microbiologia en el dltimo
]
Wb Paite de este éxito, es reflejado en el desarrollo industrial de la microbiologia
Saith 1991). La seleccion del método de conservacion depende de varios factores, por
gmplo; las colecciones industriales ponen mucho énfasis sobre las técnicas que puedan
wienier la estabilidad genética, especialmente para aquellas cepas que tienen alguna
Futeristica fundamental para el proceso industrial, tal es el caso para la produccion de
whidticos y enzimas
Bobjetivo de este Capinido, es conocer si una vez expresada la capacidad de degradacion de
skina en la cepa seleccionada (Penicillinm  commune V33A25), dicha actividad es

wdificada por el método de conservacion y adaptacion utilizado.
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6.1. MEDIOS DE CULTIVO ¥ METODOS DE CONSERVACION Y ADAPTACION
Los medios de propagacion y de cultivo utilizados, fueron preparados a partir de una

nfusion de pulpa de café con agar (medio Aa), de una infusion de café con agar (medio Ba)y

tmedio liquido preparado con una infusion de café (medio B). La composicion de los medios
de cultivos se muestra en la Tabla 4.2 y la forma de preparar cada uno de los medio se

mesenta en Ya seccion 4.3,

los diferentes métodos de conservacion y adaptacion, y las condiciones para evaluar la
fegradacion de la cafeina fueron los siguientes:
L. Cepa conservada en un medio de infusion de café con agar (medio Bay).
W Cepa conservada en un medio de infusion de puipa de café con agar (medio Aa).
WL Lsporas recolectadas a partir de medio Agar Papa Dextrosa (PDA).
IV, Esporas recolectadas a partir de medio Ba.
balos casos 111 y 1V, las esporas recolectadas a partir de estos medio, fueron liofilizadas.
W todos Jos casos 1a cepa de . commune V33425 fue reactivada realizando 3 resiembras
Wre el medio Ba (excepto para el mérodo 1, donde se realizaron un total de 6 resiembras
e el medio Ba) a 30°C durante 6 dias y la degradacion de la cafeina se evalud sobre el

#dio B (infusion de café) como se indica en la seccion 4.4.4.

4L CINETICA DE DEGRADACION DE LA CAFEINA OBSERVADA EN LOS DIFERENTES
: METODOS DE CONSERVACION Y ADAPTACION

k8. commune 133425 fue sometido a cuatro diferentes métodos de conservacion y
dhyescion antes de ser inoculado en un medio liquido con cafeina (medio B). En la Figura 6.1
ra la degradacion de la cafeina por P. commune V33425 conservado por los cuatro

04 propuestos y realizando muestreos cada 12 horas durante un periodo de 72 horas.
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Figura 6.1, Influcncia del método de conscrvacion y adaptacion sobre la capacidad de
P commune V33A25 para degradar Ya cafcina, vhlizando ¢l medio liquido preparado a partir de
infustan de cal@é (medio ). Cepa conservada con el método |, (Ch: con cl método 11 (#):

clmétodo 11, (A) vel método IV, (A). P conmnune V33A25 fue resembrado 3 veces sobre

cbmedio By para ¢l método 17 e resembrado 6 veees sobre ¢ medio Ba.

i

W0 las esporas de /. commune 133425 fucron recolectadas a pantir de medio agar papa
R (MDA) y posteriormente liotilizadas (mérodo /11), se observé una fase de retardo o
p M. e la degradacion de la cafeina de aproximadamente 60 horas. Sin embargo, cuando

was fueron recolectadas a partir del medio de infusion de café con agar (medio Bay y

3

& kienle liofilizadas (nmétodo 1), 1a fase de retardo ¢s mas corta y después de 36 horas
0 s¢ observa el comienzo de la degradacion de la cafeina.
o 111, no es método de conservacion y adaptacion recomendable, debido a que la

d del microorpanismo para degradar fa cateina, se ve afectada mostrando un retardo

15 en el inicio del consumo del alealoide.
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Elnivel de degradacion del 92%5 de la cafcina presente en el medio de cultivo preparado con la
nfusion de café y utitizando el método de conservacion 1. cs superior al repottado por
Aquiahuatl en 1992, que conservando la cepa con el midrodo 1, obtuvo un 82% de degradacion

dela cafeina en un periodo de 72 horas

Los resultados presentados en este experimento sugieren que fa actividad enzimatica

responsable de la degradacion de la cafeina es inducible, debido a que la degradacion de ésta
§ «incremento considerablemente después de repetidos cultivos sobre el medio Ba (infusion de
§ ufé con agar). Por lo cual se recomienda utilizar el método de conservacion y adaptacion 1

fmedio preparado a partir de una infusion de café), para periodo de conservacion cortos

8.3. EFECTO DE LA RELACION C/N DE 50, SOBRE LA VELOCIDAD DE DEGRADACION DE
LA CAFEiNA

Denis en 1996, utilizo el método 1 para conservar la cepa de . commune V33425 | con el
A tjelo de optimizar la velocidad de degradacion de la cafeina, propone utitizar una relacion
‘ {Nde 50 usando sacarosa y cafeina
' lo cual se procedio a evaluar el efecto de una relacion C/N de 50, sobre la velocidad de
“gradacion de la caleina, utilizando la cepa de . commmumne V33425 conservada previamente
4 melmétodo 1 (medio de infusion de café con agar).

“la Figura 6.2 se muestran los resultados de consumo de sacarosa y degradacion de cafeina

o P commune 1334235, utilizando un medio con sacarosa y cafeina anhidra con una relacion

@ Y de 50, de acuerdo a Denis, 1996,

RESULTADOS Y DISCUSIONES




LGritro 6 79

—

[0 g - 4 30
R f\ A 5
..;-9 0.8 \\ \\ - 20 :3[)
= ‘ 15 &
§ 09 \ :
= 10 &
@ b s

03 { | S

0.0 Ao e

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

r 6.2. Consumo de cafeina (A) y sacarosa (@) por P commune V33423, conservada con el

método ], El medio de cultivo contienc cafcina anhidra en una relacion C/N de 50.

o una relacion C/N de 50, el microorganismo alcanza niveles de degradacion del 96%
priodo de 48 horas y la velocidad de degradacion es de 0.031 g L' h™', lo cual
i un aumento en la velocidad de consumo de la cafeina de 3 veces. La sacarosa es
totalmente a las 31 horas. Estos resultados confirman los obtenidos por Denis
teporta niveles de degradacion del 99% de la cafeina inicial en un periodo de 58

I velocidad de consumo de la cafeina es de 0.034 gL'h"
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6.4. CONCLUSION

Cuando fa cepa de P commune V33A25, fue conservada utilizando el mérodo I (infusion de

~3ale) o el mérodo I1 (infusion de pulpa de café), degrado el 92 % del total de 1a cafeina inicial

4§ *lmedio de cultivo después de 72 horas de incubacion

§ Hhongo conservado e inducido con el método I, mostrd el mejor resultado de degradacion de
{ dafeina, ya que la fase de retardo en el consumo de la cateina fue de 12 horas y después de
Thoras de fermentacion la cepa degrado el 92 % de la cafeina presente en el medio de cultivo
’ peparado a partir de la infusion de café (medio B). La velocidad de consumo de la cafeina fue
4%001 gL' ' Este método es recomendable para conservar la cepa por periodos de tiempo
j tortos (meses).
tatiofilizacion es un método recomendable para conservar microorganismo por periodos de
iempo largos (aiios), por lo cual, el mdérodo 1V, también es una buena alternativa de
§ onservacion y adaptacion de la capacidad del hongo para degradar la cafeina, ya que al
tiservar al microorganismo con este método se observa un retardo de 36 horas para que el
meroorgzniio e corerce a dagradar '3 cafeira v altinga 2 degradar el £177% de 12 cafeina
nicial en peringdo de 72 horas
Una vez que los mecanismos enzimaticos para degradar la cafeina ban sido expresados es
mportante conservar la cepa sobre el medio Ba, con la finalidad de tener un periodo de
reactivacion mas corto
tilizando un medio de cultivo con cafeina anhidra en una relacién C/N de 50, la velocidad de
tegradacion es mejorada a 0.031g L' h' y el nivel de degradacion es de 96% en 48 horas.
Hasta el momento, este es el primer trabajo reportado sobre Ja influencia del método de

tonservacion sobre la capacidad de degradacion de la cafeina.

hrte de los resultados de este experimento fueron incluidos en el libro “CofYee Biotechnology
wd Quality” en el capitulo que lteva por nombre:

Effect of conservation method on caffeine uptake by Penicillinm commune V33A25
G Guiérrez-Sanchez, 1. Perraud-Gaime, C. Augur, ] M. Romano-Machado, G. Saucedo-
(sstaiicda (2000) In Coffee and Biotechnology Quality; T Sera, C R Soccol, A. Pandey and
¥ Roussos (I2ds) Kluwer, Dordrecht, pp 447-753.
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D EGRADACION DE LA CAFEINA EN
PRESENCIA DE ACIDO TANICO: EFECTO DE
LA ADICION DE FUENTES DE NITROGENO Y
CARBONO SIMPLES

Lapulpa de café es rica en carbohidratos y proteinas (Elias, 1979; Zuluaga, 1989), razén por

% cual se ha propuesto utilizar este subproducto de la agroindustria de! café, en la alimentacion
wmal (Cabezas ¢f al,, 1979; Vargas ef al., 1982; Abate y Pfeffer, 1986) pero la presencia de
&tores antifisiologicos, como la cafeina, y factores antinutricionales como los compuestos
Mlicos, que restringen su uso como alimento animal.

babos iltimos aios, se han realizado estudios de aislamiento de cepas de hongos filamentosos,
wpices de degradar la cafeina en medios sintéticos (Aquiahuatl, 1992; Roussos ef al., 1995);
Wxe la degradacion de la cafeina presente en la pulpa de café (Roussos ef al., 1994; Gaime,
?S), estudios sobre el efecto de la adicion de sulfato de amonio y urea a medios de cultivo
imfeina, con el objetivo de mejorar la velocidad de degradacion de la cafeina, utilizando

-_ mas de fermentacion tanto liquida como solida (Denis, 1996; Hakil ef af., 1999). Pero no

W 1ealizado ningiin estudio en el cual se consideren ademés de la cafeina, a los compuestos

i

0s y/o taninos presentes en la pulpa de caf€.

Blportante una comprension del efecto de las fuentes de nitrogeno y carbono sobre la

ipdicion de la cafeina en presencia de compuestos fendlicos (acido tanico) utilizando
e
ennente un modelo de estudio (fermentacion en medio liquido) que permita caracterizar

3

Mmncra mas precisa el comportamiento del Penicillium comnume V33A25. Lo cual

duitia al diseiio, operacion e implementacion de bioprocesos para el aprovechamiento de
2

3

&hlpt Je café, asi como miejorar su calidad nutrimental.

RESULTADOS ¥ DISCUSIONES
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Elobjetivo de este capitulo es estudiar el efecto de la adicion de fuentes de nitrogeno (sulfato
de amonio) y/o carbono (sacarosa) simples, sobre Ia degradacion de la cafeina en presencia de

fcido tanico

la hipotesis que se plantea en éste capitulo, es que la presencia en el medio de una fuente de

nirogeno simiple que aporte el 10% del nitrégeno total del medio v, la presencia de una fuente
fe carbono y energia simple que aporte el 10% del catbono total de medio de cultivo,
mejoraran los niveles de degradacion de la cafeina en presencia de acido tanico

Lrinformacion encontrada en la bibliografia indica que la actividad tanasa es inducible y uno de
ks géneros de hongos filamentosos que producen la tanasa, es Penicillium (Dechamps ¢t al |
1983, Bajpa y Patil, 1997; Lekha y Lonsane, 1997, Van de Lagemaat er al., 1999). Por tal
won, una vez seleccionada la cepa de P. commune V33425, con capacidad de degradar la
altina, se cultive en un medio (medio () que ademas de contener cafeina (con la cual se

woservaria la actividad cafein-desmetitasa); tabién tiene acido tanico, que es un inductor de la

 wima tanin-acil-hidrolasa.

1. MEDIOS DE INDUCCION Y DE CULTIVO

P adaptar la cepa de . commume V33425 al medio de cultivo, se hicieron tres resiembras
thmedio C (Tabla 4.2), preparado a partir de una infusion de café adicionandole agar y
btinico al 1% (p:v), este medio de cultivo se prepard como se indica en la seccion 4.3.5.
taluar el efecto de la adicion de fuentes de nitrogeno y carbono simples, sobre la
ion de fa cafeina en presencia de dcido tanico, se utilizé el medio basal descrito en la
4.3, al cudl se modifico la fuente de nitrégeno (FN) y la fuente de carbono (FC) con las
Mnciones mostradas en la 7abla 4.3. El porcentaje de nitrogeno y carbono que aporto

mente al medio de cultivo, se muestra en la Jabla 7. 1.
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Tabla 7.1, Porcentaje de Nitrogeno v Carbono que aportd cada molécula al medio de cultivo.

Fuente de Nitiogeno (FN) v Fuente de Carbono (FC). Todos los medios presentan una relacién C/N
de 50

Medio de cultivo

Compuesto Fuente D E F G H
Cafeina FN 100 100 -- - 90
Sulfato de amonio FN -- -- 100 - 100 10
Acido Tanico FC 100 -- 100 -- 90
Sacarosa FC -- 100 -- 100 10

Medio de Cultivo D: Cafcina v dcido tanico.
E: Cafcina v sacarosa
F: Sulfato de amonio y acido tanico.
G: Sulfato de amonio y sacarosa.
H: Cafeina, sulfato de amonio, dcido tanico y sacarosa.

R4 forma de preparar los medios de cultivo, la inoculacion, la incubacion y los analisis

mlizados se muestran en el Capitulo 4. Los analisis para la biomasa y las actividades

wiimiticas (cafein-desmetilasa y tanasa) se hicieron por duplicado. Los anilisis de cafeina y
kete de carbono se realizaron por cuadriplicado.

{o el fin de visualizar mejor la influencia de cada fuente de nitrogeno y carbono sobre la
kpadacion de la cafeina en presencia de acido tanico, se agrupan los resultados obtenidos en

B partes: los medio que contienen cafeina y los medios que contienen sulfato de amonio,

ABMos partes, se comparan con el medio mixto (medio H).
i3
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7.2. CAFEINA COMO FUENTE DE NITROGENO

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos cuando la cafeina es 1a inica tuente de
mirogeno vy el acido tanico la fuente de carbono (medio D, Tabla +4.3), y/o cuando el acido
linico es sustituido por  la sacarosa (medio I2). Posteriormente estos resultados son
comparados con un medio mixto (medio H), donde la cafeina aporta el 90% del nitrogeno del

medio y el 10% restante es aportado por el sulfato de amonio, ademas, el acido tanico aporta el

%% del carbono total de medios y la sacarosa aporta el 10% de la fuente de carbono restante

{Tubla 7.1).

1.2.1. Producciéon de biomasa

Enla Figura 7.7 se muestran los resultados obtenidos para la produccion de biomasa de
P-commune 133423 en los medios de cultivo, D, E y H.
- Cuando 2. commime 133425 crece en el medio de cultivo que contiene cafeina y acido tanico
medio D) presenta una fase de retardo de 72 horas y una concentracién de biomasa de
13y 1! después de 120 horas de fermentacion y la velocidad especifica de crectmiento ()
}ﬂmlada aplicando el modelo de Gompertz (seccidn 4.7.5) es de 0.018 h'. Posteriormente, si
| Rsustituye el acido tanico por una fuente de carbono mas simple como lo es la sacarosa, no se
f*ﬂvan cambios significativos en la fase de retardo o fase lag (duracion de 72 horas); ni en la
oduccion de biomasa al final de la fermentacion (1.21 g L), ni en la velocidad especifica de
icinicnto (0015 1),
e enbargo, cuando el sulfato de amonio y la sacarosa aportan el 10% del nitrogeno y del
hono total det medio, respectivamente (medio H, Tabla 7.1), a fase de retardo se reduce de
8 M horas, la concentracion de biomasa después de 120 horas es de 271 g L' y la

pcidad especifica de crecimiento es de 0.013 ',
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FIGURA 7.1. Produccion de biomasa por Penicillium commume V33A25.
Mecdio con cafeina v acido tanico, D (W), medio con cafcina y sacarosa; E (0).

El medio H. (O), conticne fuentes de nitrdgeno v carbono mixtas.

lin cuando la velocidad especifica de crecimiento para cada medio, presenta valores muy
milares (,=0.018; 0.015 y 0013 h™'; para los medios D, E y H, respectivamente) la fase de
®ndo ¢ fase de adaptacion en el medio H es de tan solo 24 horas. Es este mismo medio de
#ivo, la concentracion final de biomasa es mayor, ademas de que en ¢l crecimiento del

w1001 zanismo no se observa ninguna fase estacionaria, a las 120 horas.
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7.2.2. Consumo de la fuente de carbono y nitrégeno y produccién de enzimas (tanasa

y calein-desmetilasa)

Ll consumo de la fuente de carbono en el medio D (inedio con cafeina y acido tanico) inicia
después de 72 horas de fermentacion y a ese mismo tiempo inicia fa produccion de la actividad
asa (Figura 7.2y Al tinal de las 120 horas de fermentacion, P. commune V33425
incamente transforma el 26 3% de la fuente de carbono inicial y 1a maxima actividad tanasa se

hserva a las 108 horas, alcanzando 0.42 U L de actividad TAH.

110

| 2.0
95 T S R R l

Fuente de carbono (%)

Actividad TAH (U.L)

Tiempo (h)

LIRA 7.2, Consumo de la fuente de carbono y produccion de la actividad TAH por Penicillinm

eommne 133423 Las figuras rellenas, representan ¢l consumo de la FC y las figuras vacias,
representan la produccion de la actividad enzimatica.

Medio con cafeina y acido tanico, 1), (M) v (1), medio con cafcina y sacarosa, ¥, (#)

v () medio mixto, 71, (@) v (O).
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tlconsumo de 1a cafeina, tambien presenta una fase de retardo de 72 horas (I1gmra 7.3) y al

final det proceso ¢ microorganismo consume  anicamente ol 7% de la cafeina inicial,

ohservandose una maxima actividad cafein-desnietilasa (CD) alas 72 horas (0 04 UL

o | i 102
n -7 i
= 95 i LI , ~
b B $ 015 =
: i 3 B
& 80 IR i .o 2
g S dor ©
L .\ N g
© 065 ) R 1 =]
2 Lo =z
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350 S —
« 0 72
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HGURA 7.3. Consumo de Ia fuente de nitrogeno v produceion de la actividad CD, por Penicillium

commune V33423, Las figuras rellenas, representan el consumo de la FN v has figuras vacias,

representan la produccion de 1a actividad enzimatica.
Medio con cafeina v dcido tanico, D, (M) v {01 medio con cafeina y

sacarosa, I, (#) y (). medio mixto, /1, (@) v (O).

o se cambia de una fuente de carbono compleja (acido tanico) a una fuente de carbono
e como Jo es la sacarosa (medio 1), el consumo de esta FC, alcanza unicamente el 16.2%
£120 horas de proceso y no se detecta actividad tanasa. Ademas, el porcentaje final de
amo de cafeina s de 37% y la maxima actividad CD, esde 0.03 U1 alas 48 horas. Estos
wos de degradacion de cafeina no concuerda con los mostrados en la Jigura 6.2, donde

&2 s¢ reactivo en un imedio infusion de caté con agar (medio Ba) y se inoculd en ef medio
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K (cafeina y sacarosa) Bajo estas condiciones ef consumo de la sacarosa fue del 100% a las
W horas y después de 48 horas el microorganismo ya habia consumido el 96% de la cafeina
wicial
lampoco concuerdan con los reportados por Denis en 1996, quién encontro que a las 58 horas,
P commime 133425 degrado el 99% de la cafeina inicial, pero no reporta el consumo de la
wearesa a ese tiempo.
Esta diferencia en los niveles de degradacion de la cafeina se atribuye a que para los
aperimentos realizados en este capitulo, la cepa fue reactivada en un medio que ademas de
tifeina, contenia acido tanico. A diferencia del medio de reactivacion de cepas utilizado en el
apulo 6, el cual contenia cateina y sacarosa
% se utiliza el medio de cultivo mixto (medio H) el consumo de la FC es del 67.6% a las
W horas, la maxima actividad TAH (1 36 U.1) se presenta a las 72 horas de fermentacion y a
® mismo tiempo se observa la mayor pendiente en el consumo de la FC.
wbién con el miedio 1, se obticne el mayor porcentaje de degradacion de la cafeina,
‘ﬁrtspondieme al 51% en un periodo de 120 horas y la maxima actividad CD, se presenta a las

W horas (0.10 U 1),

13. SULFATO DE AMONIO COMO FUENTE DE NITROGENO

tontinuacion, se presentan los resultados de produccion de biomasa, consumo de la fuente
rbono y produccion de la enzima (TAH y CD), obtenidos al utilizar tres diferentes medios
Wi medio 1 (son sulfato de amonio y acido tanico), medio G (con sulfato de amonio y

M) y cf medio 1 (sultato de amonio, cafeina, acido tanico y sacarosa).

Al. Produccion de biomasa

R fuente de nitrogeno es el sulfato de amonio y la fuente de carbono es el acido tanico
. P commune 1’33425 presenta una fase de retardo de 24 horas, la concentracion de
8 Ias 120 horas lue la mas elevada alcanzando una concentracion de 2.85g L

L

. . . .. ) 1
P 1 velocidad especifica de crecimiento es de 0.034 h™. Al comparar estos
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esultados con los obtenidos utilizanda ¢ medio 1) (cafeina y acido 1anico), se observa que la

fase lag disminuye de 72 a 24 horas, la praduccion de biomasa aumenta [.5 ¢ L7 y la velocidad
2 ) > fa g

tspecifica de crecimiento aumenta el doble, utiizando ¢l medio 1

Para el caso en que el medio de cultivo que contiene fa fuente de nitrogeno y la fuente de

g bono de facil asimilacion (sulfato de amonio y sacarosa, medio (5), también se observa una

fise lag de 24 horas La produccidn de biomasa es de 1.74 gLt después de 120 horas y una

£4=0044 b Al utiizar el medio mixto (medio H) la concentracion de biomasa observada fue

. N . . . .
my similar (271 g L") a la obtenida con el medio I, pero la velocidad especifica de

- tecimiento fue menor (0. 013 h').

35 i
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FIGURA 7.4, Produccion de biomasa por Penicillium commume V33A25.
M s e ey e

de amonio y sacarosa, €, (®) v medio mito, 1, (O)
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7.3.2. Consumo de 1a fuente de carbono y produccion de ta enzima tanasa

El consumo de ta fuente de carbono en el caso del medio con sulfato de amonio y acido
tanico (medio 11) se muestran en la Figwra 7.3, donde se observa un consumo del 51 8% de la
fuente de carbono a las 120 horas y bajo estas condiciones a las 96 horas se presenta la maxima
actividad TAF{ (2,45 U.1) y no se detecta la actividad cafein-desmetilasa, debido a que no hay
cafeina en el medio de cultivo
Utiizando una fuente de nitrogeno y una fuente de carbono simple (sulfato de amonio y
sacarosa), el consumo de {a sacarosa en el medio (5 después de 120 horas solo es del 17%, lo
cual se podria atribuir a la posible existencia de un fendmeno de represion del acido tanico
sobre la enzima responsable de degradar la sacarosa, la invertasa; ya que la cepa fue reactivada
por tres resiembras sobre un medio que contenia una infusion de café y acido tanico (medio C,
Tabla 4.2) y posteriormente se inoculd en un medio con sacarosa, por lo cual el
microorganismo tiene que adaptarse nuevamente a ese medio de cultivo (medio G) y por

consiguiente los miveles de consumo de la fuente de carbono se ven modificados.

RestLripos y DISCUSIONES
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FIGURA 7.5. Consumo de fa fuente de carbono y produccion de la actividad tanasa por Penicillium
conmue V33A25 Las figuras rellenas representan o) consumo de la FC
¥ las figuras vacias representan la de 1a actividad enzimatica TAH. Medio con
sulfato de amonio y acido tanico, //, (M): medio con sulfato de amonio v

sacarosa, (5. (#) y medio mixto, H, (O).

En cambio, cuanto se utiliza el medio mixto (medio H) se alcanza el mayor nivel de consumo

J de la fuente de carbono después de 120 horas, 67.6% de la concentracion inicial y a las

2 horas se obtienen 1.36 U.1 de actividad tanasa. Los niveles de produccion de TAH, son

g menores que los obtenidos con el medio 17(2.45 U1 a las 96 horas), pero hay que remarcar

3 meel medio 71, contiene cafeina.

§ Enla Tabla 7.2 se agrupan los valores de los parametros calculados para . commune V33425

wando éste crece en los diferentes medios de cultivo evaluados.
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VIZA25, en los diferentes medios de cultivo utilizados

Tabla 7.2. Paramctros cindticos. relacionados al catabolisma v metabolismo de Percillivm commmune

Pariametyros calculados . .
) >

Medio de cultive

F G

H

Biomasa (g L™y 1.3520.09 12101

: B 0.01840.03  0.015£0.03  0.034£0.07 0.044£0.09 0.013£0.04

E Consumo de cafeina (%) 27.0x0.14  37.0£0.17 NA NA 51.0£0.13
Veafig L' "Y" 015£0.03  0.0720.01 NA NA 0.22£0.01
Consumo de ta FC (%) 263429 162£46 5184171 17.0£5 8 676434
VIC(g L by 30440.03 0 027£0.02 3452003 049£0.01 539108
Adiwidad TAH maxima (U.1) 042 (108 h) ND 24396 h) ND 1.36 {72 h)
Ktwidad CD maxima (U1)  0.04 (721 0.03 (48 h) ND ND 0.10 (108 h)

———

2.85£0.1 1.79£0.13

2.71£0.15

N4: No aplica: NI): No detecrada; ¥ Parametros caleulados a las 120 horas; b Velocidad de
consume de la cafvina. V caf =} g L'h e Velocidad de consumo de fa fuente de carbono,
VICEE)gL'h"

ﬂmcdio de cultivo T (sulfato de amonio y acido tanico) presenta la mayor concentracion de
masa (2.85 ¢ L'') que los demas medios, pero la concentracion de biomasa de 271 ¢ L
ida con el medio 1 (sulfato de amonio, cafeina, acido tanico y sacarosa) no muestra
Bheencia significativa (00=0.05) a Ja concentracion obtenida con el medio I'. Estos resultados
:ptoduccién de biomasa son mayores a los reportados por Bhat er al, (1997), quienes
" ton una cepa de A. niger van Ticghem y reportaron una produccion de biomasa de
tL", wtilizando una concentracion de acido tanico de 20 g L' Para una concentracion de
:C!L" de acido tanico, reportan una produccién de biomasa de 0.25 ¢ L', ambos casos en un
pdo de 7 dias

‘uyor velocidad especifica de crecimiento (0.044 k') se observa utilizando ¢l medio G
_ o de amonio y sacarosa) pero en la Jigura 7.4 se puede observar que a las 96 horas se
vv!a una fase estacionaria en la produccion de biomasa, ademas la concentracion de
s final es de 1.79 ¢ 17" Los niveles de degradacion de la cafeina y de la fucnte de

0, asi como las velocidades de consumo de las mismas, son mayores utilizando ef medio
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de cultivo N cen el cual o 1% del nittogeno total del medio y ¢} §0% del carbono total del

medio son proporcionados por fuentes de nitrogeno y carbono simples (sulfato de amonio y

- ~ - -1
sacarosa). fo cual representa 0137 g L de sulfato de amoma y 3.413 1. de sacarosa. De fos

medios que contiene cafeina (D, E y H), el medio 11, presento una mayor actividad CcDh 0.1

VL) pero hay que recordar que éste medio de cultivo, también contenia acido tanico vy Ia

whividad TAH maxima fue de 1.36 U | (Tabla 7.2)

i

Para una cepa de Rhizopus oryzae, Hadi of al, (1994) reportan una actividad maxima a [as

120 horas (2.9 .1 ) can 30 g L. de acido tanico, mientras que Van de Lagemaat ef al., (1999)

il utilizar una cepa de . commune en un medio de cultivo liquido con una concentracion de

icido tanico de 50 g L-1, reportan una actividag TAH de 09 U1 enun periodo de 150 horas.

Pur otra parte, para una cepa de 4. tamarii Hakil (1999) reporta una actividad CD de 025

UL utitizando un medio de cultivo con 2 g L' de cafeina.

Roussos er af (1994) reportan que 1a adicion  de nitrégeno mineral (sulfato de amonio,

B ., . B -
FS 9 L7y inbibe 1a degradacion de la cafeina cuando . commune 133423 crece sobre pulpa

fecafé en fermentacian en medio sélido

th cambio, Hakil ¢r al., (1999) utilizando una cepa de A. tamarii, observan que al adicionar a

mmedio con caleina anhidra y sacarosa una concentr
» modifica )

acion de 0.4 g L' de sulfato de amonio
a velocidad de degradacion de la cafeina, en ferment

apoco modifica la ve

acion en medio solido y
locidad especifica de crecimiento. Este fengmeno de inhibicion no se

tservo en el presente trabajo, al adicionar 0.137 8 L7 de sulfato de amonio

Ls resultados obtenidos, confirman aquellos obtenidos por Denis en 1996, quien reporta que

Wvelocidad de degradacion de la cafeina por . commune 1733425, es acelerada cuando al

wdio con cafeina anhidea ¥y sacarosa le adiciona sultato de

amonio en una concentracion de
Meg L

Bimportante remarcar que se espevaba que en el wedjo - (cafeina y sacarosa), hubicra una

®yor producceion de biomasa que en el medio 1 (cateina y acido tanico), por consiguiente, un

mor consumo de la fuente de carbono y para e caso del medio 1, se esperaba que se

bedijera la mayor actividad enzimatica ((fnf'cin-(lcsmc!ilnsn), Pero sucedio lo contrario. 1.a

wheacion pucde ser I statiente:
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Para los experimentos del Capitnlo 6, ¢l hongo se habia estado conservando en el medio Ba
finfusion de caté, con sacarosa y agar) al igual que se hizo con las resiembras, donde
tnicamente se inducia la actividad cafein-desmetilasa En los experimentos de este Capitulo,
para poder inducir ambas actividades enzimaticas (CD y TAH), el hongo fue conservado en el
B medio C (infusion de café, con 10 % de acido tanico y agar) y sobre ese mismo medio se
i hicieron las resiembras

Esto nos lleva a pensar que el microorganismo produce enzimas para utilizar el mejor sustrato

pesente (sacarosa, para el medio Ba o dcido tanico, para el medio ()

Por otra parte, en los microorganismos los genes para la produccion de varias enzimas, se
tncuentran normalmente inactivados en la ausencia del sustrato para la enzima. Esto es, que la
moduccion de enzima esta normalmente reprimida. Sin embargo, cuando el sustrato es
dicionado, el gen es encendido y la enzima es producida. A este proceso se denomina
nduccion” o “represion” y la enzima es considerada “inducible” (Wang, 1979)

loanterior puede ser una posible explicacién de los resultados obtenidos. En el Capitnlo 6,
tundo el microorganismo se encontraba en el medio Ba, (nicamente se presentaba la
wresion de fa enzima cafein-desmetilasa (para utilizar la cafeina como fuente de nitrogeno) y
denzima invertasa (para desdoblar la sacarosa como fuente de carbono). Cuando se cambia al
o  (Capitilo7), debido a que no hay sacarosa en este medio de cultivo, el
kioorganismo no produce la enzima necesaria para utilizar esta fuente de carbono, no se
entia inducida, mas sin embargo produce la enzima necesaria para utilizar el acido tanico
beve de carbono del medio ).

iommente, cuando se vuelve a cambiar la fuente de carbono de acido tanico (medio () a
‘s:\ {medio I9), el microorganismo tiene que dejar de producir la enzima TAH, para
Bk lainvertasa, pero esto requiere de un proceso de adaptacion del microorganismo. Es
que la produccion de biomasa y el consumo de la fuente de carbono se ven disminuidas.
sior es soportado por la teoria de Mwesigye y Barford (1996), quienes sugieren la

ia de un sistema de transporte de sacarosa que es inducido cuando las células han sido

das sobive un medio con sacarosa
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Para saber si la produccion de la enzima calein-desmetilasa (CD) esta asociada o no

asoctado al erecimiento, consideramos la ecuacion (8) propuesta por Luedeking y Piret (1959)

para expresar la productividad de fas fermentaciones acido lacticas, este modelo es utilizado

para cualquier fermentacion en sistema agitado (Wang, 1979y

il I7A%
o - -
o dr

i (8)

al dividir 1a ecuacion (%) entre X, quedaria de ta siguiente forma:

I dr 174 )
R ? EEE R 92
X dr X dr p )

Se sabe que
1 dk ' oy
X dr ’ T a

yal sustituir en la ecuacion (9), se obtiene la ecuacion (10)

Gy =au+f (10)

Es importante resaltar que la ecuacion (10) solo es valida en la parte de crecimiento
tsponencial del microorganismo.

Para caleular el valor de 41, se propone el modelo de Gompertz (Draper y Smith, 1966).

o)
pee

X = Xmuax « c( )
dcual permite una relacion algebraica tiempo-producto (Saucedo-Castaiieda y Gomez, 1989).

Paa comparar los datos expetimentales, con las predicciones del modelo, se utilizan datos

wmalizados. Los  procedimientos para obtener los datos normalizado se detallan a

tonlinuacion
Los resultados se normalizaron, dividiendo cada concentracién entre la concentracién maxima

kel observada para cada parametro. Por ejemplo, para normalizar los datos de biomasa

thienidos con el medio /1, las concentraciones de biomasa se dividen entre 2 71 que es la

poduccion de biomasa maxima con el medio 11 De esta manera, sc obtienen cinéticas de
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crecimiento y de formacion de producto cuyos valores estan en el intervalo de 0 a 1 (0<X<T y
I<E<1) Los datos normalizados son adimensionales

Enla Figura 7.6 se observa que los datos experimentales se ajustan muy bien al modelo de
B Gompertz, ya que el cocficiente de correlacion tanto para la formacion biomasa como para la
: pioduccion de la enzima, es de 0.99, lo cual indica que éste modelo, explica el 99% de la

formacion de la biomasa y la produccion de enzima por el microorganismo.

Z 1.0
k. ot
4 k=
v
; s 0.8
E
2 06
S
‘5 04
2
E
S 02
(¥
=
(=]
O 00 =TT R b b e e

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
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NGURA 7.6. Comparacion de la cinética experimental de concentracion adimensional de biomasa (O)

yenzima (A) contra tos datos obtenidos mediante ¢l modelo de Gompertz; biomasa (—) v enzima (*=*),

utilizando ¢} medio con cafcina. sulfato de amonio, acido tanico y sacarosa (medio H)

51 prafica 1a velocidad especifica de crecimiento (), contra fa tasa especifica de formacion
#poducto (¢x). para los datos calcutados con el modelo de Gompertz y posteriormente se

#eene una regresion lineal de los puntos (Figure 7.7), la pendiente de la recta sera la
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contsibucion del crecimiento, mientias ta ordenada al origen proporcionara la contribucion no

asociada al crecimiento
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FIGURA 7.7. Grifica de la velocidad especifica de crecimicnto () contra la velocidad especifica de
formacion de producto (gy), utilizando et medio con cafcina, sulfato de amonio,

4cido tanico v sacarosa. medio H. {O) datos calculados con el modelo de Gompertz, R =0.99.

Como las variables adimensionales son las siguientes:

X E,.
fonde X" = concentracion de biomasa al tiempo f (adimensional)
X = concentracion de biomasa al tiempo 1 (g L™
X = concentracion de biomasa maxima (g L)
1 15" == concentracion de enzima al tiewmpo 7 (adimensional)

7 = concentracion de enzima al tiempo 1 (U 1)

L = concentracion de enzima maxima (U.1)
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lnepo entonces el diferencial adimensional queda

dv = gy y ar = Yoar

S e Cunan

futituyendo en la ecuacion (9)-

Foe  db X, dX°
iy o B 1
XX, d XX, . dif
Dvidiendo entre =
5 [ST/0N X 1 dx” X
] R 2 el i
X dr L. X i .

smplificando, la ecuacion (10) en forma adimensional quedaria asi:

(11

@ inla Tabla 7.3 se resumen los valores para los parametros cinéticos de la ecuacion de

luedeking vy Piret en su forma dimensional (ecuacion 10) y sustituyendo los valores

vimensionales de X'y /< (ecuacion 11), calculados a partir de la Fignra 7.7.

Tabla 7.3. Coeficientes dimensionales v sustituyendo los valores adimensionles de X v E
de la ccuacion de Lucedeking v Piret para la cafein-desmetilasa formada por P commume

V33A25. en ¢l medio de cultivo H

Coeficientes a p a*u
- Sustituyendo X"y I° 1.770840.0233  -0.0058+0.0003 0.0266
Dimensionales 458175 0.1501 0.6827

W= o [FTUL gX B = UL N gXC!

Arealizar una Andlisis de Varianza (ANOV A} utilizando el paquete estadistico Star-graphics®

klos datos de la regresion lineal (gr vs ), obtiene que el valor de f = -0.0058 no es

3 radisticamente significativo (¢t = 0.01).
Btwa el medio H, A estadisticamente no es significativo, por tanto se desprecia, con lo cudl, se

Arede alirmar que ta formacion de producto (CD) por Penicilivm commune V3I3A2S,
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wtilizando el medio 1, esta totalmente asociada al crecimiento. La pendiente de la recta de

regresion, es un estimado del coeficiente de rendimiento de producto con respecto a la

bomasa

7.5, CONCLUSION

El estudio de la influencia de la adicion de fuentes de nitrogeno y carbono simples (sulfato
de amonio y sacarosa, respectivamente) sobre la degradacion de la cafeina en presencia de
icido tanico por Penicillim commune V33A25, ha permitido conocer mejor la fisiologia de
tste hongo filamentoso y establecer la relacion entre la produccion de biomasa y la produccion
de la enzima cafein-desmetilasa.
£l modelo de Gompertz, utilizado para calcular el valor de la velocidad especifica de
trecimiento (z7) presenta un /£'=0.99 para todos los medios evaluado
La velocidad (z1) a la que el microorganismo crece, es muy dependiente de la naturaleza de las
fientes energia.
hicialmente se observo que fa cepa de 2. commune 133425 degrada el 27% de la cafeina
iicial en un medio con acido tanico (medio D), del acido tanico inicial Unicamente consumié el
263%.

Alsustituir el dcido tanico por sacarosa como fuente de carbono simple (medio ) el porcentaje
de degradacién del alcaloide aumento al 37% de la concentracion inicial, pero el consumo de la
fiente de carbono simple (sacarosa) solo fue del 16%.

fn presencia de una fuente de nitrogeno simple (sulfato de amonio) y una fuente de carbono
wompleja (acido tanico), el hongo produce en 120 horas, 2.85 ¢ L' de biomasa y consume el
$18% de la tuente de carbono (medio 1Y), pero al sustituir el dcido tanico por sacarosa (medio
(), se abserva nuevamente que el consumo de ta sacarosa (fuente de carbono simple) solo es

fel 17%, hecho que refuerzo la teoria del fendmeno de represion del acido tanico sobre la

ezima invertasa.
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(uando en el medio de cultivo se encuentran presentes 0 137 ¢ L7 de sulfato de amonio y
R .. . -1

YMide b " de sacarosa (medio 1), la produccion de biomasa (2.71 g L) es mayor que en los

medios D, 12 y I Tambicn presenta el mayor porcentaje de consumo de la fuente de carbono

{h71.6%) y el mavor indice de degradacion de la cafeina (51%). Ademas la maxima actividad
"4 ‘min-acil-hidrolasa es de 1.36 U.1. a las 72 horas y la maxima actividad cafein-desmetilasa es de
010 U1 a las 108 horas. Resultados que confinman fa hipotesis planteada: “la presencia en el

medio de una fuente de nitrogeno simple que aporte el 10% del nitrogeno total del medio vy, la

pesencia de una fuente de carbono y energia simple que aporte el 10% del carbono total de

medio de cultivo, mejoraran los niveles de degradacion de la cafeina en presencia de acido
tinico”. Debido a que los valores para dichos parametros fueron considerablemente mayares
e cuando se adiciona sacarosa al medio de cultivo

(on ef modelo propuesto por Luedeking y Piret se pudo determinar que la produccion de la
mzima cafein-desmetilasa (CD), esta asociada al crecimiento, esto relaciona el crecimiento
whlar a la formacion de producto. Cuando las células o algunos constituyentes que son
poporcionales a la masa celular se producen, entonces la velocidad de formacion de producto

riclaciona directamente con la velocidad de crecimiento.
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C()NCLUSION ES Y PERSPECTIVAS

Uno de los subproductos mas importante en la agroidustria del café, es la pulpa de café. La
valorizacion de éste subproducto para la alimentacion animal constituye una perspectiva
bastante interesante, debido a su alto contenido de azicares, proteinas y fibra Pero la
presencia de la cafeina, junto con los compuestos fenolicos son los responsables de la
toxicidad de la pulpa de café debido a los efectos antifisiologicos y antinutricionales que
producen, razon por la cual la pulpa de café pierde su interés para ser usada como alimento
animal.

El estudio bibliogratico muestra que la atencion principal se ha centrado en la degradacion de
la cafeina presente en pulpa de café y/o en medio liquido, por hongos filamentosos, pero hasta
¢l momento no se ha estudiado la degradacion de éste alcaloide en presencia de acido tanico,
¢l cual es considerado como tanino hidrolizable. Lo cual permitio proponer el presente trabajo.
En una primera etapa, diez cepas de hongos filamentosos fueron utilizadas para evaluar su
velocidad de invasion sobre un sustrato preparado a partir de una infusién de pulpa de café con
agar, utilizando dos métodos: crecimiento radial y crecimiento longitudinal. El género
Rhizopus presentd una mayor velocidad de invasion del sustrato, pero unicamente las cepas de
Aspergillus oryzae 2095, Aspergillus oryzae 2094, Penicillivm roqueforsi y Penicillinm
commune V33A25, también fueron capaces de crecer sobre un medio preparado a partir de
infusion de caté, lo cual se considerd como una posibilidad para que éstas cepas presentaran
capacidad para degradar la cafeina.

El hongo filamentoso que presentd el mayor porcentaje de degradacion de la cateina (96 %)
presente en ¢l medio preparado de infusion de calé (medio B), tue Penicillitm commune
V33A25, mismo que preseno una VCyp y una VC,, promedio de 0.12 a 0.24 mm h' Porlo
cual se considera que la velocidad de invasion del sustrato por el hongo, no esta directamente

relacionada con la capacidad de utilizar la cafeina
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Sila cepa con capacidad de devradar cafeina, . conumnie 133425, se requiere conservar por

periodos cortos (meses). es conveniente utilizar el método de conservacion 1, el cual consiste

en hacer crecer el microorganismo en un medio prepatado a partir de una infusion de café con

sacarosa y agar. e esta manera habra un periodo de retardo corto en Ia degradacion de la

cafeina

Sise quiere conscrvar a la cepa de /2. commme 1733425, por periodos de tiempo prolongados
(afios), es conveniente conservarla a partir del método 1V, el cual consiste en recolectar las

esporas a partir del medio de infusion de café con agar {media Ba) y posteriormente

liofilizar)as.

Cuando se utiliza un medio de cultivo con sacarosa y cateina con una relacion de C/N de 50,

la velocidad de degradacion de cafeina aumenta y a las 48 horas se elimina ¢} 96% de Ja

concentracion inicial del alcaloide, siempre y cuando el hongo sea reactivado en un medio con

cafeina, sacarosa y agar (medio Ba)
ar (medio Ba) a un
almente se inocula un medio

ton sacarosa (medio 1) o (7), se presenta posiblemente, un efecto de represion del acido tanico

.3 sobre la invertasa,

+ Enun medio con cafeina y acido tanico (medio D), P. commune

| niveles de degradacion de 1a cafeina son del 51% y el consumo de |

V33425 es capaz de degradar

5 ¢127% de la cafeina inicial.

Sial medio D, se le adiciona 0.137g L'! de sulfato de amonio y 3.413 g L' de sacarosa, los

a fuente de carbono es del
67.7% en un periodo de 120 horas.

! laactividad enzimatica cafein-desmetilasa, de acuerdo al modelo de Luedeking y Piret, esta
X

W@ mociada al crecimiento, cuando el microorganismo crece en el medio H (cafeina, sulfato de

amonio, dcido tdunico y sacarosa).

Alo largo de este trabajo de investigacion se puede apreciar lo amplio que es el estudio de la

i fsiologia microbiana. Ya que los microorganismos, en especial los hongos, tienen una

apacidad de adaptacion a una gran variedad de condiciones ambientales Esta adaptacion se

 scompana de una reorganizacion de estructuras macromaoleculares, de induccion ylo represion
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; de sistemas enzimaticos. Por tanto, se plantean las siguientes recomendaciones para futuros
] trabajos sobre ef tema

Con las evidencias que se han mostrado en este trabajo sobre ¢l efecto de repyesion del acido
lanico sobre la invertasa, seria importante reforzar estos resultados realizando analisis de la

actividad invertasa.

Con las condiciones de cultivo propuestas, seria interesante probar en un sistema de

fermentacion solida, utilizando espuma de poliuretano como un sistema de fermentacion

inerte, para poder evaluar Jas actividades enzimaticas y la cuantificar de los compuestos y
posteriormente una vez caracterizado el microorganismo bajo estas condiciones, pasar a un
sistema de fermentacion solida utilizando pulpa de café, ya que como se menciono
ateriormente todas las investigaciones han sido enfocadas a la degradacion de la cafeina

inicamente, y no se han considerado los compuestos fenolicos. De esta manera se podria

predecir con mas precision el comportamiento del microorganismo.
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EFFECT OF CONSERVATION METHOD ON CAFFEINE UPTAKE
BY PENICILLIUM COMMUNE V33A25

G. Gutiérrez-Sanchez', 1. Perraud-Gaime®, C. Augur:, .M. Romano-
Machado', G. Saucedo-Castaiieda’

‘Departamento de Biotecnologia, Universidad Autdnoma
Mertropolitana. Unidad ltapalapa (UAMI}, A. P. 35-535, C. P. 09340,
Mévico. D. F.. Mexico: *Institut de Recherche pour le Développement-
México IRD-México). Ciceron 609. Los Morales, C. P. 11530,
Meéxico. D. F.. Mexico

Running title: Caffeine degradation

1. Introduction

Coffee pulp is one of the major by-products obtained during the pulping operation of
coffes cherries. A fraction of this matenal is used for compost production for coffee
plant nurseries and other partis spilt in rivers or piled up near them. For every two tons
of ceffee chemy processed. nearly one ton of pulp is generated. During the 1997-98
period. 10.4 mitlion of sacks (60 kg each) of fresh coffee pulp were produced in Mexico
«Barreiro. 1999}. Coffee pulp is rich in proteins. minerals and fibre that can be used for
antmal feeding. but utilization of coffee pulp for feed is constrained by anti-
physiotogical tcaffeine) and anti-nutritional (polyphenols) compounds (Roussos er al..
1939). These compounds cause adversse effects on the animals that consume coffee pulp.
Cafferne ¢ 1.3, 7-tnimethy Ixanthine. Figure 1) concentration varies according to the coffee
variety (0.9-2.4% dry wt. basis). Tts physiological role is probably to defend coffee
plants from predators and to inhibit growth of other plants. In humans, caffeine is
demethylated  into  three primary metabolites: theophylline, theobromine, and
paraxanthine. At 100 mg.kg ' teophylline is toxic to rats. Theobromine has been related
with headache, insomnia, restiessness. excitement, mild delirium. muscle tremor,
tachyeardia and exuasystoles in man and caffeine has been reported to have many other
activites including mutagenic, teratogenic and carcinogenic capacities (Denis 1996).

447

ezhnology and Quality, Sera T, Soccol C R, Pancey A. Roussos S .(eds) Kluwer,
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INFLUENCIA DEL METODO DE CONSERVACION E INDUCCION, EN LA CAPACIDAD DE
DEGRADACION DE CAFEINA 0'E Penicillium sp. V33

Gerardo Gutiérrez-Sanchez, Gerardo Saucedo-Castafieda, Isabeile Gaime-Perraud®, y Christopher Avgur®
Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa. AP 55-533
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Fax (5)723-63-55, e-mail: ggs@xanum.uam.mx
*IRD-México, Institut de Recherche pour le Développment, FRANCIA

Patabras clave: cafeina, degradacién, induccién

Introduccién, La pulpa de café es un subproducto agricola
abundante en México y América Latina y es rica en
nutrientes. Se obtiene durante la operacion de despulpeo de
las cerezas de café. Sin embargo, su aprovechamiento en la
alimentacion anima! se reduce notablemente debido 2 Ia
preszncia de compuestos toxicos, dificiles de degradar, tales
comao cafzina, fenoles, taninos, acidos clorogénicos. caféico y
tanico t1). Una de las alternativas que se proponen parma la
utihzazion de la pulpa de café, es ensilarta y posteriormente
destoxificarla empleando hongos filamentosos.

El objetivo de este trabajo es conocer si una ver expresada la
capacidad de degradacion de cafeina ésta se encuenua
influenciada por e} método de conservacién de la cepa de
Penicillium sp. V33,

Metodologia. La cepa de Penicillium sp. V33 wiilizada en
est2 estudio pertencce a Ja coleccion JRD-UAM (1) v fue
seleccionada por su capacidad de degradar cafeina. Los
medios de activacion empleados fueron los siguientes:
MPCA, medio infusion de pulpa de café y agar: MPC.
medio infusion de pulpa de café; MCA. medio infusion de
@’ molide v agar: MC, medio infusion de café molido
(2.3).

Resultados y Discusiones. En la Figura 1, se aprecia la
degradacion de caleina obtenida empleando los diferentes
metodos de consernvacion propuestos. Cuando la cepa fue
conservada en MCA, presentd una velocidad de degradacion
de cafeina de 0.0116 g'L"-h"", la cual comenzé a las 12 hr;
cuando se conservé en MPCA,  hubo una degradacién del
39 % g las T2 horas, pero fue necesario hacer un total de 6
resiembras para aleanzar una tasa de degradacion similar
(0.0095 e L"h"') a la presentada cuando se conservé en
MCA. Con esporas obtenidas en MCA y liofilizadas, la
degradacion comienza a las 36 horas y cuando se cosechan a
partir de FDIA se observa que la cepa comienza a degradar
rdiamente la cafeina a fas 60 horas. Hakil (3) rabajé
ampleando el método MCA, obteniendo una degradacion de
cafeina mavor al 90 % después de 80 horas incubacion.

Cabe mencicnar que no existen reportes en el que se indique

“,Uf labémnma responsable de la degradacion de la cafeina sea
inducihle -

Caewa gL

13 74 3k ) & b

Tumpes ihe
Figura 1. Influencia de método de conservacion saobre la
capacidad de degradacion de caf-ina de Penicillium sp. V33. ¢4
Conservada sobre MCA: {O) conservada sobre MPCA s
posieriormente sobre MCA: (A1 esporas coscchadas sohre MCA
v liofilizadas: {4 ) esporas cosechadas sohre PDA v liofilizadas

Conclusiones. Los resultados de este estudio. sugieren que
la actividad enzimatica responsable de l1a degradacion de I
cafeina es inducible ¥ una vez expresada dicha actividad e«
importante conservar la cepa en medio que contenca al
menos una concentracion de 0.5 gL de cafeina.

Agradecimientos. Apoyo financiero a [C 18°CT970185.

Bibliografia.

1. Roussos. S. Aquidhuatl, M. A. Trejo-Hernindes M. R

Perraud-Gaime. 1. Favela. £. Ramakrishna, M. Roimhault

M. Vinicpra-Gonzalez, G, (1995)  hotechnofogics!

management  of cotlee  pulp:  leolation.  screcuing

characterization. selection ol calleine-degrading tungi and

natural microflora present in coflee pulp and husk. dppd

Microbiol. Biotechnol. 42-756-762.

Denis S. (1996} Degradation de la cafcine par dapereitfn

p. et Penicillum sp. Etude physiologique ¢t hiochimiquy

PhD thesis. Umversué de Mompellier 1. France. pp 200

3. Hakil. M. Denis. S. Viniegrs-Gonalez. G. and Augur. (
11998) Degradation and product analysis of calfeine and
related dimethy Ixanthines by filamemous fungi  Lozyvme and
Microbial Technology, 22:158-359.

12

ANEXOS




Ad

VI Congteso Nacional de Biotecnologia y Bicingenieria

P1.73 Memorlaa T2 ~¢

IV Congreso Latinoamaticano de Bictecnologia y Bicinganiaria

COMPARACION DE DOS METODOS PARA LA SELECCION DE CEPAS PARA SU USO EN
FERMENTACIONES EN MEDIO SOLIDO: CRECIMIENTO RADIAL Y LONGITUDINAL

Gerardo Guti¢rrez-Sanchez, Gerardo Saucedo-Castafleda, Isabelle Gaime-Perraud”, y Christopher Augur

¥

P

Depantamento de Biotecnologia, Universidad Autonoma Meuopolitana, lztapalapa. AP 55-535
Av. Michoacin y La Purisima S/N, lztapalapa, México, D.F. MEXICO
Fax (5)723-63-55, e-mail: ggs@xanum.uam.mx
“IRD-México, Institut de Recherche pour le Développment. FRANCIA
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Introduccidn. La medicién de la velocidad de crecimiento
en hongos filamentosos, indica la  capacidad  del
microorganismo para colonizar algin sustrato empleado en
procesos e fermentacion en medio sélido. E) crecimiento
radial y longirudina) son dos métodos propuestos para
evaluar la capacidad de los hongos pars invadir y adaptarse a
los nuirigntes sobre un sustrato (2, 3); en este caso se empled
pulpa de café fresca la cual serd empleada posteriormente
como sustrato para fermentacion.

El objetivo de este wrabajo fue evaluar si habia diferencia
significativa enue ¢l método de crecimiento radial y
longitadinal,

Mc¢todologia, Se evaluaron diez cepas de  hongos
filamentosos tas cuales pertenecian a los géneros Riyzopus,
Aspergillus 'y Peniciliium, y fueron proporcionadas por la
CECT y la coleccién  perteneciente al JRD-UAM. Los
medigs emplesdos fueron Jos siguientes: MPCA: medio
infusion de pulpa de café y agar (1); PDA: agar papa
dextrosa. EY crecimiento radial fue evaluado en cajas de Perri
(2), ¥ para el crecimiento longitudinal se emplearon tubos de
Ralph (3}, en ambos casos se empled MPCA y como lestigo
PDA_ La velocidad de crecimiento se expresé en mmvh.
Cada uno de los ensayos se realizd por triplicado,

Resultados y Discusiones. Se realizé un andlisis estadistico
para una distribucion 1-srudent, con un nivel de significancia
de 0.05. en el cual se compard la velocidad de crecimiento
radial (Vex) y longitudinal (V) de cada una de las cepas. En
'a Figura 1, se muestran los datos obtenidos de 1a Vex y la
Ve, en donde se observa que no hay diferencia significativa
al evaluar Vex y Ve, empleando MPCA. Se repitid el
tnsayo anterior pero empleando en este caso PDA y se
observé que tampoco habia diferencia significativa entre la
Vao ¥ la V. Ambos pardmetros nos dan Ja misma
informacion sobre 12 velocidad de colonizacion del honga
sobe un susiraro. En la_mayoria de los procesos donde se
Quizrs yrilizar algun microorganismo es importante garaatizar
que habrd un crecimiento rapido para evitar la contaminacion
por algun otro microorganismo indeseable v para disminuir
los tizinpos en el proceso.
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Figura 1. Velocidad de crecimiento radial (01 v longitudinal de
fas diez cepas evatvadas empleando MPCA. Crecimienin
longitudinal v (®) crecimicnio radial.

Conclusiones. En la datos obtenidos de crecimiento radial »
longitudinal no hubo diferencia  significativa to=0.0%) por
tanto se sugiere emplear el método de ¢recimiento radial
como un parametro para la seleccion de cepas que se quieran
utilizar posteriormente para fermentaciones en mzdio salido.
debido a que e} crecimiento superficial en medios solidos
(agar en caja de Petri) es un método ademas de bisico.
sencillo y que requiere menos tiempo que Si se pretende
evaluar el crecimicnte longitudinal. También se puede
calcular la densidad del crecimiento de 1a biomasa.
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