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Resumen

Los taninos son el segundo grupo de compuestos fendlicos de las plantas mas abundantes en la naturaleza
y son usados como materia prima en diversos procesos industriales, entre los cuales el mas representativo
es el tenido del cuero animal. El acido tanico, un tanino hidrolizable utilizado en éste proceso, puede
degradarse por via bioldgica, mediante hidrolisis enzimatica por la tanasa (EC 3.1.1.20). Para evaluar
la capacidad degradadora de taninos y sus condiciones optimas utilizando microorganismos aislados del
proceso de curtiembre, se siguieron técnicas de enriquecimiento y siembra directa en placa, logrando el
aislamiento de microorganismos tanino-resistentes, sometidos posteriormente a ensayos de concentracion
minima inhibitoria (CMI) llegando hasta 0,4% v/v de acido tanico. Finalmente, se identific6 molecularmente
a Bacillus licheniformis como la cepa con mayor capacidad degradadoraa pH 7,35 °Cy90r. p. m.
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Abstract

Tannins are the phenolic compounds most abundant in nature, used as raw material in several industrial
processes like tanning leather. Tannic acid is a hydrolyzable tannin used in tannery, which can be degraded
by a biological enzymatic hydrolysis using tannase. To evaluate the capacity and optimal conditions of tannin
degradation using microorganisms isolated from a tannery, we used an enrichment technique and plate
culture. We obtained the isolation of tannin-resistant bacteria, that were subjected to minimum inhibitory
concentration tests (MIC), retaining 0,4% v/v tannic acid. Finally, Bacillus licheniformis was identified as
the bacteria with the major capacity of degradation in growth conditions of pH 7, 35 °Cand 90 r. p. m.
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INTRODUCCION

Las plantas poseen diferentes mecanismos de defensa
contra insectos, entre los que se encuentra la produccion
de compuestos quimicos secundarios de naturaleza fendlica
(Junnian et al. 2007). Entre éstos compuestos se encuentran
los taninos, caracterizados por ser el segundo grupo de
compuestos fenolicos de las plantas mas abundantes en la
naturaleza (Pepi et al. 2010) y por ser también altamente
toxicos (Collazos y Ospina 2007, Orlowski et al. 2016,
Traw y Gift 2010). Segun van-Agteren et al. (2013),

los taninos se clasifican, de acuerdo con su diversidad
estructural basada en sus caracteristicas y propiedades
quimicas, en taninos hidrolizables, condensados y
florotaninos. Los hidrolizables a su vez se dividen en
elagitaninos y galotaninos; éste ultimo grupo incluye el
4cido tanico (C,Hs,0,.), con propiedades astringentes y
antioxidantes y compuesto por glucosa y acidos fendlicos
(NCBI 2017).

El 4acido tanico se obtiene de forma natural o por sintesis
quimica (Escarcega 2001), y se usa en los sectores
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farmacéutico y alimenticio como aditivo, y en la industria
de curtiembres, como intermediario en la tincién del cuero
mediante su union con las proteinas de la piel animal
(Kalyanaraman et al. 2015). Las curtiembres usan grandes
cantidades de taninos, lo que representa un aumento en
la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y los sélidos disueltos totales
(SDT) en sus aguas residuales, que a su vez contienen
alcalis, sales cloradas, sulfitos, solventes y colorantes
(Kumari etal. 2016, Mosca et al. 2017, Shakir et al. 2012).

Los taninos son toéxicos y dificiles de remover por
procesos convencionales de lodos activados (Kumari et
al. 2016, Wang et al. 2014). Se ha demostrado que las
pieles solo absorben el 20% de los compuestos usados
en el proceso de curtiembres, incluyendo los taninos,
mientras lo restante es descartado directamente a los
cuerpos de agua, en muchos casos sin tratamiento previo
(Rabelo et al. 2016). Al concentrarse en el suelo o en
el agua pueden afectar las poblaciones microbianas,
retrasar los procesos bioldgicos de transformacion de la
materia organica y la interaccion entre microorganismos
y plantas. Dado que se concentran en los cuerpos de agua,
su consumo puede provocar alteraciones digestivas en los
humanos (Olivas-Aguirre et al. 2014). A nivel mundial
no existen normas que establezcan los limites permisibles
especificos para los taninos en vertimientos de industrias de
curtiembres, Unicamente se establecen para los compuestos
polifendlicos; en Colombia, la resolucion 0631 de 2015
(MADS 2015) presenta la regulacion para los fenoles,
mas no para los taninos, de forma individual. Mantilla-
Morales (2014) compard la normatividad internacional en
aguas residuales, incluyendo paises como: México, Chile,
Costa Rica, Guatemala, Nicaragua, Venezuela, Estados
Unidos, Taiwan y paises de la Comunidad Europea. En
dicha comparacion se evidencia que unicamente Chile,
Costa Rica, Nicaragua, Venezuela y Taiwan contemplan,
en alguna de sus normas, el criterio denominado “Fenoles
Totales (mg/L)"; el criterio “Fenoles y Cresoles (mg/L)”
solamente es incluido por Costa Rica para vertimientos
al alcantarillado. Aunque los taninos pertenecen a estos
grupos y por sus caracteristicas de toxicidad deberian ser
regulados de manera individual, no obstante, claramente
a nivel mundial, asi como en Colombia, la falencia se
mantiene siendo necesario no sélo la reforma de las
normas sino los controles y vias de degradacion para éstos
compuestos.

Rodriguez et al. (2010), determinaron que uno de los

mecanismos de degradacion de taninos mas importantes
y mas estudiados en Latinoamérica es la degradacion
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por via enzimatica usando tanasa (tanino acilhidrolasa
EC 3.1.1.20). La tanasa es una enzima hidrolasa con dos
actividades: acido galico esterasa (actia sobre los enlaces
éster) y depsidasa (actia sobre los enlaces dépsidos); esto
le permite degradar los taninos hidrolizables como el
acido tanico en acido galico y una molécula de glucosa
(Raghuwanshi et al. 2011). Aunque la tanasa también puede
obtenerse de plantas y animales, la fuente mas importante
es la via microbiana, ya que la enzima producida es mas
estable que la obtenida por vias sintéticas (Govindarajan
et al. 2016).

Dependiendo del microorganismo y las condiciones como
pH y temperatura (las cuales tienen efecto en la actividad
y la estabilidad enzimatica), la tanasa puede expresarse
de forma constitutiva o inducida; la induccién por el
acido tanico promueve la expresion de esta enzima en los
microorganismos considerados taninos-resistentes (Costa
et al. 2008, Rodriguez et al. 2010).

Los géneros de bacterias como Bacillus, Citrobacter,
Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus, Microbacterium,
Pantoea, Pediococcus, Pseudomonas, Selenomonas,
Serratia, Staphylococcus y Weisella, se catalogan como
tanino-resistentes, capaces de usar el 4acido tanico como
fuente de carbono (Aguilar-Zarate et al. 2014, Pepi et al.
2010). Asi mismo, las especies de hongos Aspergillus
flavus, A japonicus, A. niger, A. oryzae. Fusarium sp.y
Penicillum sp., también han presentado esta caracteristica
(Raghuwanshi etal. 2011). Los porcentajes de degradacion
registrados por estos géneros demuestran la capacidad
biodegradadora de taninos en un tiempo de 24 a 48 h,
logrando degradar el acido tanico en mas de un 90%
(Rodriguez et al. 2010).

Considerando que la via enzimatica para la biodegradacion
de taninos es una via rapida y econémica comparada con
otros procesos de sintesis quimica (Raghuwanshi etal. 2011)
y que las curtiembres son industrias muy contaminantes
se establecid, como objetivo, evaluar la capacidad
degradadora de taninos utilizando microorganismos
aislados a partir de un efluente de curtiembre del municipio
de Copacabana-Antioquia.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y caracterizacion de la muestra. Se realiz6 un
muestreo puntual, por duplicado, de las aguas residuales
de los procesos de curtido y tefiido de una empresa de
curtiembres ubicada en el municipio de Copacabana-
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Antioquia, siguiendo los procedimientos APHA (Rice
et al. 2012). Durante el muestreo se determinaron los
parametros fisicoquimicos in situ: pH, temperatura y
oxigeno disuelto, y ex sifu: nitratos, ortofosfatos y DQO.
Para el andlisis microbiologico se tomaron tres muestras
de 200 mL en frascos de vidrio tapa roscas estériles, las
cuales se transportaron a 4 °C hasta el laboratorio para su
procesamiento en menos de 24 h.

Aislamiento de microorganismos heterétrofos a partir
de las muestras de tefiido y curtido. Para comprobar la
presencia de microorganismos heterdtrofos en las muestras
recolectadas se realizd una siembra directa y diluciones
hasta 102 de las muestras de agua, de los procesos de
curtido y tefiido, en medio de cultivo Agar Tripticasa Soya
(TSA) (Merck and CO., Inc., USA). Los cultivos fueron
incubados a 35 °C durante 24 h. Posterior a éste tiempo de
incubacion se verifico su crecimiento y viabilidad celular
mediante repique de colonias en Agar Nutritivo (Merck
and CO., Inc., USA).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de acido
tanico. El ensayo se realizé en medio minimo M9, para
el cual se prepard una solucion de sales estéril (64 g/L de
Na,HPO, (Sharlau S.L), 15 g/L KH,PO, (Sharlau S.L), 2,5
g/L NaCl (Merck and CO., Inc., USA) y 5,0 ¢/L NH,Cl
(Sharlau S.L) en agua destilada); en 700 mL de agua
destilada estéril se adicionaron 200 mL de ésta solucion
de sales, 2 mL de MgSO, IM (Merck and CO., Inc., USA)
y 100 uL de CaCl, IM (Merck and CO., Inc., USA), y se
afor6 hasta 1 L con agua destilada estéril. Este medio fue
suplementado con acido tanico (Sigma Aldrich, USA) al 0,1%
v/v e inoculado con 10% v/v de muestra (tefiido y curtido), en
un volumen final de 200 mL; después de 48 h de incubacion a
35°Cy90r.p.m., sesembro 0,1 uL del cultivo por superficie
en TSA. Para la siguiente concentracion (0,2% v/v) se
tomoé como inodculo el cultivo anterior al 0,1% v/v y se
incubd en las mismas condiciones para finalmente hacer la
siembra en TSA. En cada pase se repitio el procedimiento
descrito anteriormente hasta llegar a 0,4% v/v de acido
tanico (CMI alcanzada). Todos los ensayos se realizaron
por triplicado. Las colonias obtenidas se caracterizaron
macroscopica y microscopicamente por tincion de Gram
y pruebas bioquimicas de citrato, TSI, urea, LIA y SIM.

Las colonias seleccionadas se observaron en todos los pases
a medida que la concentracion de acido tanico aumento,
teniendo en cuenta ademas su presencia en el aislamiento
inicial de la muestra.

Acfualidades

Actual Biol 40 (108): 17-23, 2018 | DOI:10.17533/udea.acbi.v40n108a02

Degradacion de acido tanico por los microorganismos
aislados. Con el fin de evaluar el porcentaje de degradacion
de 4cido tanico por cada una de las cepas seleccionadas,
los aislados se incubaron a 35 °C y 90 r. p. m. durante
48 h, en medio M9 suplementado con 0,4% v/v de acido
tanico, con pH final de 7. La concentracion del in6culo
en el cultivo se ajusté a 1 de densidad Optica en un
espectrofotometro (Thermo UV Vis Evolution 300, USA)
a 600 nm. Un tratamiento sin inocular sirvié como control
de la degradacion no bioldgica. La concentracion residual de
acido tanico se determind por espectrofotometria a 276 nm,
con previa realizacion de la curva de calibracion.

Degradaciéon de dcido tanico y variacion de las
condiciones fisicoquimicas de cultivo. Para evaluar el
porcentaje de degradacion de acido tanico bajo diferentes
condiciones de incubacion, la cepa mas eficiente se incubd
en el medio de cultivo anteriormente descrito, variando las
condiciones fisicoquimicas de temperatura, agitacion y pH.
Una temperatura de 35 °C, pH 7 y agitacion de 90 r. p. m.
fueron consideradas como condiciones estandar por ser las
mantenidas durante el proceso industrial. Asi, s6lo se evalud
el efecto del cambio de una variable a la vez, manteniendo
las otras dos variables constantes (tabla 1). Finalmente,
el acido tanico residual se cuantific6 nuevamente por
espectrofotometria a 276 nm.

Tabla 1. Tratamientos aplicados con variacion de las
condiciones fisicoquimicas definidas: pH, temperatura y
agitacion. Ensayo realizado con el microorganismo mas
eficiente en la degradacion de acido tanico

Condiciones fisicoquimicas

Tratamiento pH Temperatura Agitacion
(unidades de pH) (°C) (rpm)
1 7 25 90
2 7 35 90
3 7 45 90
4 4 35 90
5 7 35 40
6 7 35 0

Identificacion molecular del microorganismo mas
eficiente en la degradacion de acido tanico. La extraccion
de ADN bacteriano se realizo con el kit comercial GeneJET
Tissue DNA (Thermo Scientific, USA) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. El ADN se cuantificé en un
NanoDrop™ 2000 UV — Vis (Thermo Scientific, USA).
La amplificacion del gen 16S rRNA se realizé con los
primers 271y 1492r. El kit Taq DNA polymerase (Thermo,
Scientific #£P0402) fue usado para la PCR (TM100 Bio-
Rad, USA). Cada reaccion, con un volumen final de 25 pL,
contenia: 2,5 uL de Taq Buffer 10X, 1,5 pL de MgCl, 25
mM, 0,5 pL de dNTPs (concentracion final 1,25 mM), 0,5
pL de cada primer (concentracion final 0,2 uM), 0,1 pL
de Taq polimerasa (0,5 U/25 uL de reaccion), 2 uL de
ADN (~150 ng). Las condiciones de la PCR fueron: una
desnaturalizacion inicial 3 min a 94 °C, 35 ciclosde 30 s a
94°C, 1 mina49,5°Cy I mina 72 °C, y una extension final
de 5 min a 72 °C. El tamafio del fragmento se observo en
gel de agarosa al 1,2% en buffer TBE (90 mM Tris-borato, 1
mM EDTA, pH 8,0), tefiido con EZ-vision® in gel solution
(Amresco®, USA) y visualizado en un fotodocumentador
(Labnet, Enduro TM GDS).

Los productos de PCR se enviaron para su secuenciacion
a Macrogen (Corea del Sur). El resultado se edit6 en el
programa libre BioEdit v7.2.5, y la secuencia consenso se
compar6 con otras secuencias en GenBank usando BLAST.

Analisis estadistico. Para conocer el tratamiento que
mas favorecio la degradacion de acido tanico por
parte de la cepa seleccionada se realizo un ANOVA,
dado el cumplimiento de los supuestos de normalidad,
independencia y homogeneidad de varianzas. El analisis
se hizo en el programa estadistico Statistical Package for
the Social Sciences para Windows, software SPSS-IBM
version 24 ®. En todos los andlisis se consideré una
significancia estadistica de 0,05.

RESULTADOS

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de
curtido y teflido se muestra en la tabla 2. Se observo que la
muestra proveniente del proceso de tefiido presentd mayor
concentracion de nitratos, fosfatos y DQO, indicando
que contiene una mayor concentracion de materia
organica respecto a la muestra del proceso de curtido.
Para los parametros in situ el valor de pH estuvo muy
cercano entre ambas muestras, 3,55 y 3,69 para curtido
y teflido respectivamente; mientras que para las variables
temperatura y oxigeno disuelto los valores fueron iguales
en ambas muestras.

El ensayo de CMI y siembra directa en placa de las
muestras de curtido y tefiido fueron la base para la seleccion
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras
recolectadas del proceso de curtido y tehido

Muestra

Parametro

Curtido Tefiido
Nitratos (mg NO,/L) 9,95 23,6
Fosfatos (mg PO,/L) 0,25 7,900
DQO (mg O,/L) 8,88x10°  2,03x10?
pH (unidades de pH) 3,55 3,69
Temperatura (°C) 40,0 40,0
Oxigeno disuelto (mg 0,/L) 5,79 5,79

de tres cepas de trabajo nombradas inicialmente como AT1,
AT2 y AT3. La CMI de AT1, AT2 y AT3 fue 0,4% v/v de
acido tanico. A concentraciones de 4acido tdnico mayores
no se observo crecimiento.

En la evaluacion de los porcentajes de degradacion de
las cepas se comprobo que AT1 fue capaz de degradar el
48,19% del acido tanico presente en el cultivo, mientras
que AT2 y AT3 degradaron el 37,16% y el 47,70%
respectivamente.

Como mecanismos de verificacion de la degradacion se
considerd que ésta puede ser por vias bioldgicas o no
bioldgicas. Por lo tanto, durante toda la fase experimental
se mantuvieron controles positivos y negativos, a los cuales
se les midid siempre la absorbancia al principio y al final
de cada ensayo, con el fin de obtener un valor neto de
degradacion posterior a la comparacion y restarlo del valor
de la absorbancia obtenida con los cultivos inoculados.

Al evaluar las diferentes condiciones de incubacidn
para AT1, mediante los seis tratamientos, se evidencid
que en cuatro de estos se obtuvieron porcentajes de
biodegradacion superiores al 30%, mientras que dos
estuvieron por debajo de éste valor. Los tratamientos 1,
2, 3 y 5 arrojaron medidas de tendencia central de acido
tanico residual en porcentajes de 33,61%, 44,93%, 35,10%
y 35,12% respectivamente, mientras que el tratamiento 4,
un 27,09% y el tratamiento 6 un 26,29%. En la figura 1 se
observa el grafico de error obtenido a partir del calculo de
las medias y de la desviacion estandar, con un intervalo
de confianza del 95%.

La cepa AT1 fue identificada con un 97% de identidad
como Bacillus licheniformis, 1o cual también coincide con
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Figura 1. Grafico de error para la determinacién de
diferencias significativas entre los tratamientos de pH,
temperatura y agitacion. (VP Levene: 0,545; VP prueba
de independencia: 0,08; VP ANOVA: 0,00002).

la caracterizacion morfoldgica, bioquimica y microscopica
realizada antes de la secuenciacion, en donde se determind
que es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa,
con forma de bacilo y catalasa positiva. El crecimiento de
B. licheniformis en TSA se observa en la figura 2.

Figura 2. Crecimiento de Bacillus licheniformis en TSA.

DISCUSION

La caracterizacion fisicoquimica mostré que el proceso de
tenido presenta mayor concentracion de materia organica,
nitratos y fosfatos respecto al proceso de curtido de donde
fue aislado B. licheniformis. De acuerdo con Das Mohapatra
etal. (2009), la produccion de tanasa por B. licheniformis es
influenciada por la presencia de carbono, nitrogeno, fosfato
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e iones, y condiciones como temperatura y pH. Ambas
muestras presentaron las caracteristicas fisicoquimicas
Optimas para el crecimiento de B. licheniformis.

Bacillus licheniformis posee una tanasa extracelular,
inducida, que permite que el acido tanico actie no sélo
como fuente de carbono sino también como inductor.
Esta bacteria ha sido registrada como una cepa con alto
potencial para la degradacion de acido tanico y resistente
por su capacidad de esporular (Mondal et al. 2000). En
la hidrdlisis del 4cido tanico por la tanasa producida por
B. licheniformis, se libera una molécula de acido galico y
glucosa, ésta ultima posiblemente favorece su crecimiento
en el medio M9 con acido tanico al 0,4% v/v.

El 4cido tanico no presenta comportamiento recalcitrante,
por lo que puede degradarse por fuentes tanto bioldgicas
como quimicas; se han realizado estudios que demuestran
una fotooxidacion leve a las 43 h, pero ain son escasas
las investigaciones donde se demuestre la vida media del
compuesto y su eliminacién completa del entorno natural.
A partir de los resultados obtenidos en los controles y
segun registros previos, puede atribuirse la eliminacion
del compuesto principalmente a la degradacion microbiana
(van Agteren et al. 2013).

Aunque en la literatura hay registros que demuestran la
existencia de cepas como Klebsiella pneumoniae con una
CMI de 6,4% p/v de acido tanico (Tahmourespour et al.
2016) se debe tener en cuenta que las condiciones de las
matrices de las cuales se han aislado (heces de cabra) son
muy diferentes a las del efluente de curtiembre, incluyendo
rangos extremos de pH y temperatura. Un pH neutro, 35 °C
y 90 1. p. m. no son condiciones extremas, lo que explica las
diferencias en la CMI alcanzada (0,4% v/v), pero concuerda
con los rangos de pH y temperatura 6ptimos registrados
para la produccion de tanasa por parte de B. licheniformis.
Sin embargo, a la fecha son pocos los registros de la
actividad tanasa en ésta cepa; el primer registro publicado
por Mondal et al. (2000) informa que la mayor actividad
enzimatica de B. licheniformis ocurre entre 0,5% y
1,5% p/v de acido tanico evaluado a 40 °Cy pH de 5. A
pesar de haber alcanzado crecimiento sélo hasta la CMI
mencionada, también se ha comprobado que la actividad
enzimatica esta ligada a las condiciones de incubacion,
las cuales difieren entre los tratamientos evaluados, lo que
puede explicar una CMI por debajo del rango mencionado
(Das Mohapatra et al. 2009).

El tratamiento 2 resultdé ser optimo para la actividad
enzimatica y presenta coincidencias en las condiciones
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de incubacion y la naturaleza de la matriz; el pH del M9
con el acido tanico a 0,4% v/v es neutro, y la temperatura
optima del proceso de curtido es 35 °C (del cual fue aislado
B. licheniformis).

El aislamiento de B. licheniformis de esta matriz puede
ser un hallazgo importante debido a que son pocos los
registros sobre ésta cepa y su actividad tanasa comparada
con las investigaciones de otras cepas mas comunes. Las
publicaciones existentes demuestran que B. licheniformis
ha sido aislada del suelo y no de una matriz ambientalmente
critica en términos de contaminacion como los efluentes de
curtiembres, sugiriendo que es una cepa ya adaptada a las
condiciones fisicoquimicas del agua y sus fluctuaciones.
Los resultados de ésta investigacion pueden ser ttiles para
la implementacidn de procesos biologicos alternativos en el
manejo de aguas residuales en éste tipo de industrias, con
un rendimiento superior a otras cepas registradas.
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