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Resumen

Los flavonoides son compuestos polifendlicos producto del metabolismo secundario de las plantas. Se
ha sugerido que su ingesta puede controlar algunos sindromes metabdlicos como la diabetes y la
obesidad, regular la hipertensién y tener un efecto contra el cancer de colon. La quercetina es uno de los
flavonoides més comunes en la naturaleza y de mayor consumo en la dieta humana, y es reconocidapor
presentar una amplia gama de actividades biol6gicas. Estos compuestos polifenélicos no se absorben
adecuadamente en el intestino delgado, por eso, cantidades sustanciales se acumulan en el colon, donde
la microbiota intestinal desempefia un papel fundamental en su biotransformacién a compuestos fendlicos
de bajo peso molecular, que pueden tener una bioactividad diferente y aumentarsu biodisponibilidad
respecto a los compuestos originales. Diferentes estudios en poblaciones de Estados Unidos, Europa y
China han permitido identificar bacterias de la microbiota intestinal humana capaces de biotransformar
distintos tipos de flavonoides. Sin embargo, el estudio de estos microorganismos en la microbiota
intestinal colombiana es practicamente inexistente. Este trabajo permitié aislar bacterias de la microbiota
intestinal humana colombiana, proporcionando nueva informacion sobre las especies involucradas en el
metabolismos de los flavonoides (quercetina, polifenoles presentes en un extracto de cacao rico en
polifenoles), asi como la capacidad de biotransformacion de flavonoides por estas dos cepas
individualmente y en consorcio. Los resultados mostraron que el uso de mdultiples metodologias es
necesario, ya que solo dos cepas, Enterocloster citroniae y Shigella flexneri, de siete aislamientos
evaluados presentaron actividad de biotransformacién de quercetina. Estas cepas aisladas no han sido
reportadas previamente por su capacidad para transformar quercetina. Ademas, el estudio establecié que
el consorcio microbiano artificial no es mas efectivo en la biotransformacion de flavonoides, como la
quercetina, generando acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), &cido protocatéquico y acido benzoico,
en comparacién con la capacidad de las cepas individuales. Finalmente, esta investigacion demostré la
capacidad de estas dos cepas para transformar otros compuestos polifendlicos presentes en un extracto
de cacao rico en polifenoles.



Abstract

Flavonoids are polyphenolic compounds resulting from the secondary metabolism of plants. Their
consumption has been suggested to control certain metabolic syndromes such as diabetes and obesity,
regulate hypertension, and exhibit anticancer effects on colon cancer. Quercetin, one of the most common
flavonoids in nature and widely consumed in the human diet, is recognized for its diverse biological
activities. These polyphenolic compounds are not adequately absorbed in the small intestine; hence,
substantial amounts accumulate in the colon, where the intestinal microbiota plays a fundamental role in
their biotransformation into low molecular weight phenolic compounds. These transformed compounds
may have greater bioavailability and exhibit different bioactivities compared to the original compounds.
While various studies in populations from the United States, Europe, and China have identified human
intestinal microbiota bacteria capable of biotransforming different types of flavonoids, research on these
microorganisms in the Colombian intestinal microbiota is practically nonexistent. This study aimed to
isolate bacteria from the Colombian human intestinal microbiota, providing new insights into the species
involved in flavonoid metabolism (quercetin and polyphenols present in a polyphenol-rich cocoa extract),
as well as information on the transformation capacity of flavonoids by these two strains individually and in
consortia. The results showed that the use of multiple methodologies is necessary, as only two strains,
Enterocloster citroniae, and Shigella flexneri, out of seven evaluated isolates with quercetin
biotransformation activity. These isolated strains have not been previously reported for their ability to
transform quercetin. Additionally, the study established that the artificial microbial consortia is not more
effective in flavonoid biotransformation, such as quercetin, generating 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid
(DOPAC), protocatechuic acid, and benzoic acid, when compared to the capacity of individual strains.
Furthermore, this investigation demonstrated the ability of these two strains to transform other
polyphenolic compounds present in a polyphenol-rich cocoa extract.



1 Introduccién, estado del arte y justificacion

1 Introduccién, estado del arte y justificacion

1.1 Introduccidén

La microbiota intestinal humana consiste en una compleja comunidad de microorganismos que reside
en el intestino e incluye un amplio espectro de especies de bacterias, que influyen en la fisiologia y
metabolismo del huésped mediante diferentes procesos como la activacién y mantenimiento del sistema
inmunitario, colonizacion frente a patdogenos y la metabolizacion de carbohidratos no fermentables (fibra
dietaria) (Braune & Blaut, 2016; Etxeberria et al., 2013; Mithul Aravind et al., 20219). La fibra dietaria
adsorbe compuestos dietéticos como los flavonoides, grupo de compuestos polifendlicos bioactivos
presentes en una gran variedad de alimentos de origen vegetal (Braune & Blaut, 2016; Riva et al., 2020),
estos metabolitos secundarios se biosintetizan por las vias del acetato/malonato, y se almacenan como
glucdsidos en diferentes partes de las plantas como las raices, los tallos, las hojas, las flores y la pulpa
(Shabbir et al., 2021). Los compuestos polifendlicos incluyen alrededor de 8000 moléculas, las cuales
se producen del benceno con uno o mas grupos hidroxilos asociados al anillo fendlico (Cianciosi et al.,
2022). Su clasificacion se basa principalmente en las diferencias de la estructura del anillo fendlico C,
clasificAndose sistematicamente en subgrupos que incluyen flavonoles, isoflavonas, flavonas,
flavanonas, chalconas, antocianinas (Feng et al., 2018) y Flavanoles (Abreu Y Abreu et al., 2021).

Por otro lado, la quercetina 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi cromina-4-ona (D’Andrea, 2015), es uno
de los flavonoides mas abundantes en la naturaleza y en el consumo humano, encontrdndose
principalmente en el té verde, la lechuga, los ardndanos, las manzanas, la cebolla, el cilantro y en el apio
(Sankaranarayanan et al., 2021), y es reconocida por presentar una amplia gama de actividades
biologicas, entre las que se resaltan la actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, antiobesidad y
antidepresiva, ademas de presentar actividad contra el cancer de colon, la diabetes, el asma, la
hipertension y enfermedades cardiovasculares (Fukushima et al., 2002; Sato & Mukai, 2020; Shabbir et
al., 2021).

Se ha demostrado en diferentes estudios preclinicos, tanto de intervencion como epidemioldgicos, que
los compuestos polifendélicos presentan diferentes bioactividades que son responsables de numerosos
efectos sobre la salud humana (Ozdal et al., 2016) ayudando a prevenir algunas enfermedades crénicas
(Mithul Aravind et al., 2021). Asi mismo, se ha establecido que las propiedades funcionales de estos
compuestos polifenélicos dependen en gran medida de su biodisponibilidad y bioaccesibilidad en el
sistema digestivo (Chait et al., 2020), donde los estudios farmacocinéticos han demostrado que la
biodisponibilidad es baja (Feng et al., 2018). Como consecuencia, la gran mayoria de estos compuestos
llegan al colon, donde son liberados de la matriz alimentaria y biotransformados por accién de la
microbiota intestinal, generando metabolitos, que en algunos casos han demostrado ser mas activos
biol6gicamente que sus precursores (L. Zhang et al., 2023).

Recientemente, se han realizado varios estudios que han permitido identificar bacterias de la microbiota
intestinal humana capaces de biotransformar distintos tipos de flavonoides, lo cual no solo amplia la
comprension sobre la interaccion bidireccional entre estas bacterias y los polifenoles, sino que también
abre nuevas perspectivas para explorar su potencial generando impacto beneficioso en la salud humana.
(Pede et al., 2020; Racova et al., 2020; Riva et al., 2020; Rodriguez-Castafio et al., 2019;
Sankaranarayanan et al., 2021; Z. Zhang et al., 2014). Por ejemplo, una investigacion realizada por Kwon
et al., (2018) permiti6 demostrar que cepas bacterianas aisladas de muestras fecales humanas,
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pertenecientes a los géneros Pediococcus y Lactobacillus, tienen la capacidad de transformar
isoflavonas, generando distintos metabolitos como dihidrodiadzeina y equol. Por su parte, Braune et al.,
2001) expusieron la capacidad de Eubacterium ramulus, aislado de una muestra fecal humana, de
producir acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) durante incubacion fecal in vitro con quercetina. Los
estudios citados anteriormente, se han realizado en poblaciones de Estados Unidos, Europa y China.
Sin embargo, en Colombia aun no se conocen estudios sobre microorganismos transformadores de
flavonoides. Por lo tanto, el objetivo general de este estudio fue caracterizar la capacidad de
metabolizacion de flavonoides por parte de comunidades artificiales biotransformadoras, aisladas de la
microbiota intestinal humana colombiana.

1.2 Marco conceptual

1.2.1 Microbiota intestinal humana

La microbiota intestinal humana es un ecosistema heterogéneo y complejo formado por diversos
microorganismos, como bacterias, hongos, levaduras y virus, que comprende alrededor de 3,3 millones
de genes (Wozniak et al., 2021). Los filos dominantes que habitan el intestino humano son los Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacterias, Proteobacterias, Fusobacterias y Verrucomicrobia, siendo los Firmicutes
y Bacteroidetes el 90% de la microbiota humana (Arumugam et al., 2011; Rinninella et al., 2019). El filo
Firmicutes estd compuesto por mas de 200 géneros diferentes, como Lactobacillus, Bacillus, Clostridium,
Enterococcus y Ruminococcus. Los Bacteroidetes estan formados por géneros predominantes como
Bacteroides y Prevotella. El filo Actinobacteria es proporcionalmente menos abundante y esta
representado principalmente por el género Bifidobacterium (Arumugam et al., 2011). Se estima que la
microbiota humana se compone de aproximadamente 102 -10%* células microbianas, con una relacion
de aproximadamente 1:1 entre células microbianas y células humanas. Estas cifras se derivan del total
de células bacterianas en el colon (3,8 x 10*2 bacterias), el érgano en el que se encuentra el mayor
namero de microorganismos (Sender et al.,2016). Como se describié anteriormente, la composicién
microbiana intestinal incluye un amplio espectro de especies de bacterias altamente activas (Mithul
Aravind et al., 2021), las cuales interactian con los sistemas del huésped cumpliendo importantes
funciones como la preparacion y la formacién del sistema inmunitario (Ashaolu,2020), la resistencia a la
colonizacién de patdgenos y la fermentacién de carbohidratos no digeribles, como la fibra dietaria
(Braune & Blaut, 2016).

1.2.2 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos bioactivos presentes en una gran variedad
de alimentos de origen vegetal, como verduras y frutas, ademas de encontrarse en bebidas como el té,
el vino, el café (Braune & Blaut, 2016; Ma & Chen, 2020a; Riva et al., 2020). En la actualidad, se han
descrito mas de 8.000 flavonoides diferentes (Braune & Blaut, 2016; Cianciosi et al., 2022; Feng et al.,
2018) (Braune & Blaut, 2016; Cianciosi et al., 2022; Feng et al., 2018), los cuales se biosintetizan a partir
del metabolismo secundario de las plantas (Chiu et al., 2021; Cianciosi et al., 2022), por las vias del
acetato/malonato, almacenandose como glucdsidos en las raices, los tallos, las hojas, las flores y la
pulpa de las plantas (Shabbir et al., 2021). Los estudios sugieren que la ingestion de polifenoles
vegetales puede ser util para mejorar algunos sindromes metabdlicos que pueden contribuir a la
prevencion de varios trastornos cronicos como la diabetes, la obesidad, la hipertension, el cancer de
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colon (Shabbir et al., 2021), enfermedades cardiacas, infecciones virales, Ulcera estomacal y duodenal
e inflamacién, y otras actividades bioldgicas, en las que se resaltan la actividad antioxidante,
antibacteriana, hepatoprotectora y actividad anticancerigena (Kumar et al., 2013).

Estos compuestos polifendlicos estan formados por dos anillos fendlicos, el anillo A y el anillo B,
conectados por una unidad de tres carbonos que, junto con un atomo de oxigeno, forman el anillo
heterociclico C (Cianciosi et al., 2022; Keranmu et al., 2022; Vazhappilly et al., 2021). Basandose en las
diferencias de la estructura del anillo C al que se une el anillo B, y en funcién del grado de oxidacion e
instauracion del anillo C, se clasifican sistematicamente en siete subgrupos, flavonoles, isoflavonas,
flavonas, flavanonas, chalconas, antocianinas y flavanoles (Cianciosi et al., 2022; Feng et al., 2018;
Martin & Ramos, 2021), como se muestra en la Figura 1-1 Sus caracteristicas generales y
representantes principales se describen en la Tabla 1-1
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Figura 1-1 Estructura bdsica Estructura Bdsica de los flavonoides y su clasificacion en subgrupos

Fuente: adaptado de Cianciosi et al., (2022). A.(Vazhappilly et al., 2021). B.(Martin & Ramos, 2021). C. (Feng et al., 2018)

Estos polifenoles se encuentran en gran variedad de alimentos incluyendo especias y bebidas, entre los
gue se destacan el licopeno, que se encuentra predominantemente en los tomates, el té verde (Camellia
sinensis) el cual contiene catequinas como la EGCG (galato de epigalocatequina), el principal polifenol
del té verde (representa mas del 50% del total de polifenoles), isoflavonas de la soja (Glycine max), la
quercetina, la genisteina, la circuma (Curcuma longa), sulforafano, 3 3™~ diindoliimetano e indol-3-
carbinol del brocoli (Brassica oleracea), la piel de la uva o del centinodia japonés (Polygonum
cuspidatum), extracto de granada (Punica granatum) (POMx), silimarina (cardo mariano, Silybum
marianum) y varios tipos de setas (reishi; Ganoderma lucidum, cola de pavo; Coriolus/Trametes, shiitake;
Lentinula edodes) (Diaz-Gerevini et al., 2016; Nam et al., 2016; Venigalla et al., 2016), asi como en el
cacao y sus derivados (polvo de cacao, licor de cacao y chocolates) que son reconocidos por sus
compuestos polifendlicos, los cuales poseen diferentes niveles de potencial antioxidante (Cadiz-Gurrea
et al., 2014; Lee et al., 2003).
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Tabla 1-1 Clasificacion y representantes de los principales grupos de flavonoides.

DESCRIPCION

PRINCIPALES REPRESENTANTES

Flavonoles

Se caracterizan por tener un grupo cetonico y ser muy diversos, debido a la metilacién, la
hidroxilacion y los diferentes patrones de glicosilacion, formando el subgrupo més comun y
grande de los flavonoides (Verma et al., 2019). Estan presentes en abundancia en una amplia
gama de frutas como cerezas, bayas, uvas, manzanas, mango y platano (Georgiev et al., 2014;
Giindiz, 2015; Hollands et al., 2017; Pan et al., 2018; Passo Tsamo et al., 2015; Pierson et al.,
2014) y en verduras como el brdcoli, los tomates, las cebollas (Albishi et al., 2013; Kwak et al.,
2017; Neugart et al., 2018; Silva-Beltran et al., 2015) (Albishi et al., 2013; Kwak et al., 2017;
Neugart et al., 2018; Silva-Beltran et al., 2015)

oM

Quercetin Kaempferol

Fuente: (Kamiloglu et al., 2020)(Kamiloglu
et al., 2020))

Isoflavonas

son producidas principalmente por los miembros de la familia Fabaceae (Leguminosae) y se
encuentran en la soja y otras plantas leguminosas. La genistina, la diadzina y la glicetina son
conjugados glucésidos de las isoflavonas y sus formas agliconas son la genisteina, la diadzeina

y la glicetina (He & Chen, 2013).

| |
LY,
Crenistein Daidzein
Fuente: (Kamiloglu et al., 2020) (Guzman-
Ortiz et al., 2017; Lazo-Vélez et al., 2018)

Flavonas

En sus formas nativas, se encuentran como 7-O-glicésidos y también pueden tener restos de
acetilo o malonilo; son objeto de un interés creciente debido a sus actividades bioldgicas in vitro
e invivo (Hostetler et al., 2017). Los glucdsidos C de las flavonas se detectan mas cominmente
como glucoésidos 6-C y 8-C. Se diferencian de otros flavonoides en que tienen un doble enlace
entre C2 y C3 en el esqueleto del flavonoide, no hay sustitucién en la posicion C3 y estan
oxidados en la posicion C4 (Martens & Mithofer, 2005). Se encuentran en una gran
variedad de frutas, verduras y bebidas como el kiwi, la espinaca, perejil, apio, alcachofa y
aceitunas negras entre otras (Bhagwat et al., 2013)
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Apigenin Luteolin

Fuente: (Kamiloglu et al., 2020) (Guzman-
Ortiz et al., 2017; Lazo-Vélez et al., 2018)

Flavanonas

También conocidas como dihidroflavonas, hesperetina, naringenina, eriodictiol. Sus
respectivos glucdsidos son las principales flavanonas que se encuentran en las especies
vegetales (Verma et al., 2019) (Verma et al., 2019). Estan presentes en los citricos, como las
naranjas, los limones, los pomelos, las uvas, los tomates (LU et al., 2016; Ninomiya &

Koketsu, 2013; Russo et al., 2014). La hesperetina y la naringenina se encuentran
principalmente en los tomates y los citricos (Patel et al., 2018. La hesperetina y sus derivados
son flavanonas caracteristicas de la naranja dulce, el tangelo, el limén y la lima, mientras que
la naringina esta presente en los pomelos y las naranjas, la neohesperidina en las naranjas
acidas (Khan et al., 2014). Estos compuestos son los responsables del sabor amargo del zumo
y la piel de los citricos (Verma et al., 2019).
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Fuente: (Kamiloglu et al., 2020)
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Chalaconas

Las chalconas son 1,3-difenil-2-propeno-1-ona en las que dos anillos aromaticos estan unidos
por un sistema carbonilo insaturado de tres carbonos. Esta subclase de flavonoides se
caracteriza por la ausencia del "anillo C" en la estructura basica del esqueleto del flavonoide,
por lo que se denominan flavonoides de cadena abierta (Verma et al., 2019). Algunos ejemplos
de chalconas son la floretina, arbutina, equinatina, licocalcén A, y liquiritigenina, se encuentran
en cantidades significativas en tomates, peras, manzanas y fresas principalmente (Han et al.,
2017; L. Wang et al., 2015; B. Yang et al., 2018)

o g i

Floretina
Fuente: nfextract.com.
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Arbutina

Fuente: https://uniiquim.iguimica.unam.m

Flavanoles

El anillo C se encuentra saturado y un grupo hidroxilo en el carbono Cs. Pueden aparecer como
monomeros o como polimeros con distintos grados de polimerizacion. Los flavanoles mas
representativos en los alimentos son de tipo flavan-3-ol, y estos pueden aparecer como
mondémeros: Catequinas, como dimeros condensados entre si y como oligbmeros
procianidinas. Pueden presentarse también como polimeros: proantocianidinas o taninos
condensados (Arts et al., 2000).Siendo la Epicatequina y catequina los compuestos
mayoritarios en frutas y en los polifenoles del cacao (Allgrove & Davison, 2018).

OH

Catequina Epicatequina

Fuente: .(Cinar et al., 2021)

Antiocianinas

Las antocianinas son los pigmentos coloreados solubles en agua ampliamente distribuidos en
las plantas terrestres. Son responsables de la coloracién roja, azul y purpura de muchas flores,
hojas, verduras y frutas (Burton-Freeman et al., 2016). El color y la estabilidad de estos
pigmentos se ven influenciado por el pH, la luz, la temperatura y el tiempo. En condiciones
acidas, las antocianinas aparecen como rojas, pero se tornan azules cuando el pH aumenta
(Santos-Buelga & Gonza Lez-Parama, 2018). Las bayas, las grosellas, las uvas, las verduras
de hoja de color rojo a azul violaceo, las cebollas, los cereales, las raices y los tubérculos tienen
un alto nivel de antocianinas (Corell et al., 2018; Kammerer, 2016; Neugart et al., 2018; M. Shi
et al.,, 2017). La cianidina-3-glucésido es la principal antocianina que se encuentra en la
mayoria de las plantas (Khoo et al., 2017).

oM

oH

Dl phinidin
Fuente: (Kamiloglu et al., 2020)

Cyanidin
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1.2.3 Polifenoles del cacao

Theobroma cacao L., conocido como cacao, es una planta nativa de los bosques tropicales de
Sudamérica (Motamayor et al., 2008), en Colombia, la superficie cultivada reportada en 2014 fue de
160,276 hectéareas produciendo alrededor de 47,732 toneladas de granos de cacao al afio; ubicAndose
como el décimo pais productor y superficie cosechada a nivel mundial; asi como el tercero en
Sudameérica por debajo de Brasil y Ecuador (Osorio-Guarin et al., 2017). Sus granos, se componen de
lipidos, fibras, minerales, carbohidratos, proteinas y compuestos bioactivos en los que se incluyen las
metilxantinas y los polifenoles (Katz et al., 2011), ricos especialmente en flavonoides y suponen
alrededor del 12-18% del peso seco del grano entero. Estan constituidos predominantemente por
flavanoles, también conocidos como flavan-3-oles, incluyendo: (-)- epicatequina con hasta un 35%, (+)-
catequinay sus oligdmeros reconocidos como procianidinas (Allgrove & Davison, 2018; Katz et al., 2011,
Sanchez-Rabaneda et al., 2003). Adicionalmente a estos se han detectado otros polifenoles presentes
en el cacao como la procianidina B2, el acido protocatéquico, y la quercetina que han sido evaluados
por sus efectos beneficiosos sobre la salud humana (Cinar et al.,, 2021). Adicionalmente, se ha
considerado que el chocolate, es estable frente al deterioro oxidativo debido a la presencia de
compuestos polifendlicos como la epicatequina y la quercetina (Sanbongi et al., 1998).

1.2.4 Quercetina

La quercetina 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi cromina-4-ona (D’Andrea, 2015) es uno de los
flavonoides mas abundantes en la naturaleza y de mayor consumo en la dieta humana, se encuentra
principalmente en el té verde, la lechuga, las nueces, las aceitunas, los arandanos, las manzanas, la
cebolla, el cilantro y en el apio (Dhanya, 2022; Sankaranarayanan et al., 2021; Ulusoy & Sanlier, 2020),
y suele encontrarse en las plantas, en forma de éteres, acidos fendlicos o glicosidos/agliconas, con o sin
azucares enlazados (Luca et al., 2020), como glicésido de quercetina, glucurénido de quercetina y
rutinésido de quercetina principalmente (Dhanya, 2022). Como se muestra en la Figura 1-2.

La quercetina es reconocida por presentar una amplia gama de actividades bioldgicas, entre las que se
resaltan la actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiobesidad, antidepresiva, antiviral, en la que se
destaca su accion frente al Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SAR-S-CoV-2)
(Colunga Biancatelli et al., 2020), ademas de presentar actividad contra el cancer de colon, la diabetes,
el asma, la hipertensién y enfermedades cardiovasculares (Keranmu et al., 2022; Sato & Mukai, 2020;
Shabbir et al., 2021; T. Shi et al., 2020). Sin embargo, una limitante asociada al consumo de quercetina
es su escasa biodisponibilidad oral, debido a su baja solubilidad acuosa, su escasa estabilidad quimica
y metabdlica, y presentar permeabilidad restringida en las membranas (Luca et al., 2020).

Estos compuestos polifendlicos pueden ser biotransformados por algunas especies bacterianas de la
microbiota intestinal humana, en compuestos fendlicos de bajo peso molecular que pueden tener una
actividad diferente y ser potencialmente mas activos y mejor absorbidos que sus compuestos parentales
(Cardona et al., 2013; Murota et al., 2018).
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Figura 1-2 Estructura quimica de la quercetina en sus formas aglicona, quercetina glicdsido y rutindsido.

1.2.4.1 Metabolismo de la quercetina
1.24.1.1 Transformaciones en el Intestino delgado

En general, la absorcién de los polifenoles en el tracto digestivo comienza en el ileon, donde las
estructuras mas complejas (ésteres glicésidos o polimeros) que no pueden ser absorbidos en su forma
nativa son hidrolizadas por las enzimas intestinales y posteriormente por la microbiota colénica (Manach
et al., 2004). En el cuerpo humano los flavonoides ingeridos se someten a transformaciones de fase |y
fase Il. Las transformaciones de fase | consisten en la oxidacion, reduccion e hidrdlisis, que se producen
con menor frecuencia. Las biotransformaciones de fase Il que tienen lugar en el higado y en el intestino
se forman con mayor intensidad (Kamiloglu et al., 2020). Estas transformaciones de fase |l comprenden
reacciones de conjugacién en las que se forman diferentes metabolitos, derivados metilicos,
glucurénicos y sulfatos (Grootaert et al., 2015). No solo metabolitos de la fase | y Il, sino también los
productos derivados del metabolismo microbiano se encuentran en el plasma, mientras que las
moléculas parentales suelen estar ausentes o alcanzan niveles muy bajos que no pueden proporcionar
concentraciones celulares efectivas (Luca et al., 2020). Como se describe en la primera parte (1) de la
Figura 1-3. Los compuestos que no se hidrolizan llegan al colon, y son metabolizados por la microbiota
intestinal.

1.24.1.2 Transformaciones en el colon por la microbiota intestinal humana

Si se consume rutina, ésta es hidrolizada por la b-glucosidasa derivada de la microbiota intestinal a
guercetina que puede ser absorbida posteriormente. La quercetina que no fue absorbida intestinalmente
sera metabolizada por la microbiota del colon. La quercetina actia como sustrato para varias bacterias
intestinales como: E. ramulus, Clostridium orbiscindens, Eubacterium oxidoreducens, Butyrovibrio spp.
gue pueden producir fisiones del anillo C y deshidroxilaciones, dando lugar a compuestos fendlicos de
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bajo peso molecular que pueden ser facilmente absorbidos (Chiou et al., 2014). Se han reportado
sustancias como el 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), el &cido 3-hidroxifenilacético (3-OPAC) y el
acido 3,4-dihidroxibenzoico (PCA) que se generan por la escisiéon del anillo B. Mientras que el acido
1,3,5-trihidroxibenceno (floroglucinol), el &cido 3-(3,4-dihidroxifenil) propidnico y el &cido 3(3-hidroxifenil)
propidnico se forman a partir de la escisién del anillo A. Otros metabolitos fendlicos como el 3- metoxi-
4-hidroxibenzoico (4cido vanilico), el acido 2,4,6-trihidroxibenzoico, el 3,4-dihidroxitolueno (DHT), el
acido 4-hidroxifenilacético (4-OPAC), el &cido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético (4cido homovanilico, HVA),
también han sido reportados (Luca et al., 2020). El proceso de metabolizacién de la quercetina por parte
de estas bacterias se describe en la segunda parte (2) de la Figura 1-3.

Se estima que del 5-10% de la ingesta total de flavonoides, sobre todo los de estructura monomeérica y
dimérica, pueden ser absorbidos en el intestino delgado, a menudo después de reacciones de
desconjugacion como la deglicosilacion. Los restantes llegan al colon, donde se metabolizan en
compuestos con diferente bioactividad por la accion enzimética del microbiota intestinal (Grootaert et al.,
2015; Mithul Aravind et al., 2021; Valdés et al., 2015) como se describié anteriormente.

1.2.5 Bioactividad de los metabolitos derivados de la biotransformacién de flavonoides por
accion de la microbiota intestinal

La interaccion de los polifenoles con la microbiota intestinal da lugar a una interaccién bidireccional en
la que los polifenoles modulan la composicion de la microbiota intestinal, y a su vez la microbiota
intestinal metaboliza los polifenoles ingeridos. El tipo y la cantidad de los metabolitos de polifenoles que
se generan en el tracto gastrointestinal de los seres humanos dependen de la composicion y la funcion
de la microbiota intestinal (Espin et al., 2017). En la Tabla 1-2 se muestran algunos de los estudios de
bioactividad de los metabolitos de los flavonoides derivados de la microbiota intestinal humana.
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Figura 1-3 Vias metabdlicas de biotransformacion de quercetina en el intestino delgado y posteriormente por accion de la microbiota intestinal

humana.(SULT - sulfotransferasa, UGT - uridina 5'-difosfo-glucuroniltransferasa, COMT - catecol-O-metiltransferasa). Fuente: adaptado de Luca et

al., (2020)



Tabla 1-2 Estudios de bioactividad de los metabolitos de los flavonoides derivados de la microbiota intestinal humana. Fuente:
adaptado de (Feng et al., 2018)

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

ANTIOXIDANTE

MODELO
EXPERIMENTAL
Ensayo in vitro de captacién

de radicales DPPH

METABOLITOS
COLONICOS
Rutina, quercetina,

3,4-DHPAA, 3,4-DHT,
4-HPAA,  3-HPAA,
acido hipurico y HVA

RESULTADOS

Todos los compuestos ensayados ejercieron
actividad antioxidante

REFERENCIAS

(GlaRer GE. et al.,
2002).

Ensayo de MDA producido
por hepatocitos de rata
cultivados expuestos a t-BHP

Rutina, quercetina,
3,4-DHPAA, 3,4-DHT,
4-HPAA, 3-HPAA,
acido hipurico y HVA

La quercetina y el 3,4-DHT inhibieron la
produccion de MDA mientras que otros
metabolitos fueron ineficaces

(GlaRer GE. et al.,
2002).

Produccion de radicales de
oxigeno por PMN humanos
estimulados por: FMLP o
zymosan opsonizado

Quercetina, 3,4-
DHPAA, 3-HPAA y
acido 3-(4-
hidroxifenil)-propionico

Todos los compuestos ensayados mostraron
una actividad secuestradora de radicales al
inhibir la produccién de radicales de oxigeno y
el 3,4-DHPAA fue el mas potente.

(Merfort et al.,
1996)

Ensayo de capacidad de
absorcion de radicales de

Dihidrodaidzeina,

La dihidrodaidzeinay la O-DMA mostraron una
potencia antioxidante igual o ligeramente

(Rifer & Kulling,

oxigeno in vitro y oxidacion inferior, mientras que el Equol mostré una 2006)
de lipoproteinas de baja EQuol mayor actividad antioxidante en comparacion

densidad O-DMA con la daidzeina y el genisteina

Actividad 'y expresion de (Choi & Kim,
enzimas antioxidantes Todos los compuestos estimularon la actividad 2014)
(catalasa y  superoxido O-DMA, equol,  ge |3 catalasa y de la SOD total, asi como la

dismutasa SOD total) en

daidzeina y daidzina

expresion del ARNm y de las proteinas

ANTIINFLAMATORIO

células tejido hepético
HepG2
Produccion de  citocinas El 3,4-DHPPA y el 3,4-DHPAA redujeron

proinflamatorias, es decir,
TNF-a, IL-1b e IL-6, en PBMC
(Células mononucleares de

sangre periférica)
estimuladas por LPS
(Lipopolisacarido) de

humanos sanos

3,4-DHPPA, 3-HPPA,
3,4-DHPAA, 3-HPAA,
acido 4-

hidroxibenzoico

significativamente la secrecion de TNF. El 3,4-
DHPPA vy el 3,4-DHPAA inhibieron

significativamente la secrecién de IL-1 e IL-6

(Monagas et al.,
2009)

Linea celular de macréfagos

murinos RAW 264.7
estimulada por LPS
(Lipopolisacérido) modo

El 3,4-DHT mostr6  una  actividad
antiinflamatoria al afectar a la sefializacion 1jB-
NF-jB en los macréfagos.

Ademas, el 3,4-DHT suprimié

significativamente la produccion de éxidonitrico

(Su et al.,, 2014)

inflamatorio 3,4-DHT (NO), INOS y COX-2 inducida por el LPSen una
forma dependiente de la dosis y también redujo
la generacion de TNF-a
Torsion en ratones inducida
por acido acético y pruebas El nimero de retorcimientos se redujo en un
de presion en las patas de las 27, 35 'y 40% con el acido hidroferulico, 3,4- (Larrosa et al.,
ratas DHPPA  respectivamente. Todos los 2009)
L 3.4-DHPPA, compuestos de prueba aumentaron

Acido hidroferulico

significativamente la tolerancia a la presion
aplicada en la pata inflamada

Modelo de colitis en ratas
inducido por sulfato sédico de

El tratamiento con 3,4-DHPPA disminuy6 la
expresion de las citocinas IL-1b, IL-8 y TNF-a,
redujo los niveles de MDA vy el dafio oxidativo

(Larrosa et al.,
2009)

. dextrano (DSS) 3,4-DHPPA del ADN en la mucosa del colon distal.
ANTIDIABETICA
. 3 El 3,4-DHPAA y el 3-HPPA potenciaron la ) .

Una linea de células beta secrecion de insulina estimulada por la glucosa ~ (Fernandez-Millan

pancreaticas (celulas INS- en las células INS-1IE y en los islotes etal,2014)

1E) e islotes de rata aislados ~ 3,4-DHPAA, pancredticos de rata, y mejoraron la
2,3-DHBA supervivencia y la funcién de las células
3-HPPA

pancreaticas. Estos efectos beneficiosos sobre
las células beta parecen estar mediados por su
capacidad para activar las ERK y la via PKC.
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Células beta pancreéticas
Min6

3,4-DHPAA

El 3,4-DHPAA aument6 la translocacion de
Nrf2 al ndcleo y protegi6 a las células
pancreaticas contra el deterioro de la secrecion
de insulina inducido por el colesterol al prevenir
el estrés oxidativo, la apoptosis y la disfuncién
mitocondrial.

(Carrasco-Pozo et
al., 2015)

NEUROPROTECTORA

Modelos de estrés oxidativo
in vitro en células PC12
diferenciadas inducidas por
tres estresores diferentes (t-

BHP, H,0,y FeS0,)

Luteolina,
Quercetina,

32BHFAA

Todos los compuestos probados muestran
efectos neuroprotectores significativos. El 3,4-
DHT fue mas potente que el 3,4-DHPAA

(Pavlica &
Gebhardt, 2010)

Neurotoxicidad inducida porel
modo MPTP en ratones

Acido protocatéquico

El &cido protocatéquico inhibi6 la reduccién de
los periodos de latencia en una prueba rotarod,

el contenido de dopamina y sus metabolitos en
el estriado. También amelé la patologia en el
SN y la disminucién de la expresiéon de la
tirosina-hidroxilasa en el SN de ratones
C57BL/6J inducida por el MPTP

(H. N. Zhang et
al., 2010)

CONTRA EL CANCER

DE COLON

Proliferacién, citotoxicidad y
apoptosis de las células
Caco-2

El &cido galico, el
acido 3-O-metilgélico,
el acido siringico, el
acido protocatéquico,
el acido vanilico y el
2,4,6-

trihidroxibenzaldehido.

El &acido gélico, el acido 3-O-metilgalico y el
2,4,6-trihidroxibenzaldehido  redujeron la
proliferacion celular en las células Caco-2 de
forma mas significativa

(Forester et al.,
2014; Forester &
Waterhouse,
2010)

Células de cancer de colon

HT-29 Prueba de Annexin
V/PI (apoptosis)

Acido siringico, acido
vanilico, acido

hidroxifenilacetico,
tirosol, 4-HPAA, &cido
4 hidroxibenzoico.

El &cido 4-HPAA mostré efectos apoptéticos en

las células de colon HT-29

(Lopez De Las
Hazas et al., 2017)

Carcinogénesis de colon en
ratones inducida por 1, 2-
dimetilhidrazina

Taxifolina.

La Taxifolina indujo la via de respuesta
antioxidante e inhibi6 la sefializacion NF-kB y
Whnt mediante la regulacion a los bajos niveles
de metabolitos reguladores como el TNF-a, la
COX-2, la b-cateninay la cyc-lin-D1.

(Manigandan et
al., 2015)
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Abreviaciones: DPPH: radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. 3,4-DHPAA: acido 3,4-dihidroxifenilacético. 3,4-DHT:3,4 dihidroxituoleno . 4-HPAA:
acido 4-hidroxifenilacetico. 3-HPAA: acido 3-hidroxifenilacetico. HVA: acido homovanilico. MDA: malondialdehido (biomarcador deestrés oxidativo). T-

1.2.6

BHP: Hidroperoxido de terc-butilo. PMN: neutréfilos polimorfonucleares. FMLP: el péptido quimiotactico N-formil-leucil-
metionil fenilalanina.O-DMA: O-Desmetilangolensina. Equol: (7-hidroxi-3-(4"-hidroxifenil)-cromo). 2,3-DHBA: &cido 2,3-dihidroxibenzoico.
H,O,: Peréxido de hidrogeno. FeSO,: Sulfato de hierro. MPTP: (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina). SN: Sistema Nervioso.

Adicionalmente, a las bioactividades mencionadas anteriormente, también se ha informado de otros
efectos de los metabolitos de flavonoides de origen microbiano, como el efecto protector contra la lesion
hepatica inducida por el acetaminofén (Xue et al., 2016), la inhibicién de la actividad de la histona
deacetilasa, que podria ser utilizada para el tratamiento del cancer (Waldecker et al., 2008), la inhibicién
de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina | para reducir la presion arterial (Takagaki &
Nanjo, 2015) y propiedades antitrombaticas (Rechner et al., 2004).

Microorganismos degradadores de flavonoides de la microbiota intestinal humana

La comunidad microbiana del colon es compleja, pueden hacer parte de ella alrededor de 1800 géneros
y entre 15.000 a 36.000 especies bacterianas (Thursby & Juge, 2017), y algunas especies se han
identificado son las responsables de la extensa descomposicién de las estructuras originales de los
flavonoides. En la Tabla 1-3 se muestran algunas bacterias intestinales que han sido aisladas del tracto
digestivo o heces fecales humanas y estan asociadas al metabolismo de diferentes flavonoides.

Tabla 1-3 Estudios de bioactividad de los metabolitos Bacterias asociadas al metabolismo de distintos flavonoides, aisladas
de los tejidos del tracto digestivo o de las heces humanas. Fuente: adaptado de (Feng et al., 2018)

MICROORGANISMOS

FUENTE SUBSTRATOS OBSERVACIONES REFERENCIAS

INTESTINALES
Clostridium orbiscindens sp . Metaboliza Quercetina a 3,4-DHPAA y floroglucinol (Winter et al., 1991)
hov. Quercetina
Eubacterium ramulus Quercetina-3- Eubacterium ramulus: metaboliza la Quercetina en (Schneider Heiko et

glucosido (Q3G) butirato, acetato, 3,4-DHPAA y etanol. al., 1999)

Lactobacillus sp. Niu-16 Lactobacillus sp. Niu-16: metaboliza la Daidzeina a DHD (X. L. Wang et al.,
Eggerthella sp. Julong 732 Humano Daidzeina Eggerthella sp. Julong 732 metaboliza la DHD a Equol 2007)
Slackia sp HE8 Daidzeina Equol (Matthies et al., 2009)
Clostridium perfringens.
Bacteroides fragilis Quercetina DOPAC (X. Peng et al., 2014)

Enterococcus avium EFEL009 Rutina

La Rutina metaboliza en Isoquercetinay la Isoquercetina
en Quercetina (Shin et al., 2016)

Se ha demostrado que diferentes bacterias aisladas e identificadas de la microbiota intestinal humana,
presentan la capacidad de biotransformar distintos compuesto polifenélicos debido a que tienen
estructuras muy similares (G. Yang et al.,, 2021). Por ejemplo, E. ramulus tiene la capacidad de
biotransformar distintos compuestos polifendlicos pertenecientes a los flavones, como la quercetina y
las flavonas como la luteolina, subclases de los flavonoides que presentan estructuras similares, en
DOPAC y &cido 3-(3,4-dihidroxifenil) propionico, respectivamente. (Braune et al., 2001). Por otra parte,
se ha demostrado que Flavonifractor plautii, originalmente asignado como Clostridium orbiscindens,

7



1.2.7

1 Introduccién, estado del arte y justificacion

posee la enzima FLR (flavona reductasa) que cataliza especificamente la hidrogenacion del doble enlace
C2-C3 de dos de losgrupos que abarcan el mayor nimero de flavonoides (flavonas y flavonoles),
permitiendo iniciar la metabolizacion de estos compuestos (G. Yang et al., 2021). Asi mismo, se ha
descrito la capacidad de esta bacteria para transformar varios flavonoides como la quercetina, taxifolina,
luteolina, eriodictiol, apigenina, nargeninay floretina (Schoefer et al., 2003).

Para realizar el seguimiento de estos microrganismos presentes en la microbiota intestinal humana, se
usan técnicas como las fermentaciones fecales in vitro (Thuenemann et al., 2015).

Fermentaciones fecales in vitro

Las fermentaciones fecales in vitro son una herramienta que permiten realizar el monitoreo de diferentes
microorganismos y evaluar cdmo son alterados los diferentes entornos gastrointestinales, asi como
también las poblaciones de la microbiota intestinal humana (Thuenemann et al., 2015). Estos modelos,
pueden variar desde incubaciones bajo condiciones anaerdbicas de una microbiota fecal densa hasta
modelos continuos mas complejos representando diferentes partes del colon humano (Venema & van
den Abbeele, 2013) 2013). En la Tabla 1-4 se describen los modelos de fermentacion fecal mas
representativos.

Tabla 1-4 Modelos de fermentacion fecal mas representativos. Fuente: adaptado de Kleiveland et al., (2015)

MODELO CARACTERISTICAS

Fermentacién

Son modelos que van desde botellas cerradas utilizadas para cultivar cepas bacterianas definidas (simples o mixtas) hasta reactores
controlados inoculados con suspensiones de microbiota fecal. Estos modelos suelen funcionar en condiciones anaerébicas y se
desarrollan en periodos de corta duracion. Se utilizan para estudiar los efectos de los sustratos en la fisiologia y la biodiversidad de
los microorganismos intestinales y viceversa. El impacto en la microbiota se evalia mediante técnicas moleculares cuantitativas y
cualitativas y el impacto en la actividad metabdlica se evalia mediante la formacion de acidos grasos de cadena corta u otros
metabolitos de interés. Estos modelos son adecuados para comprobar la variabilidad interindividual en la respuesta a un bioactivo o
agente concreto o para comparar las consecuencias de la exposicion a diferentes fuentes o dosis de compuestos. Ademas,
por lotes proporcionan una primera evaluacion de los tipos de metabolismo microbianos que se generan y ayudan a dilucidar vias implicadas.

La mayor desventaja que presentan estos modelos es el agotamiento del sustrato y la acumulaciéon de productos finales del

metabolismo microbiano que alteran las condiciones alejandose del punto de partida, afectando asi a la relevancia in vivo en

simulaciones mas largas y complejas (Kleiveland et al., 2015)

Los modelos de fermentacién dindmica tienen como propdsito establecer in vitro un ecosistema microbiano relativamente estable en

condiciones de colon fisiolégicamente relevantes.

Dinamicos de

fermentacién

(Kleiveland et al., 2015)

Modelos de fermentacién continua de una sola etapa: tienen como objetivo simular las condiciones del colon proximal y reproducir
su actividad metabélica. El modelo dinamico mas sofisticado esta representado por el sistema continuo de componentes multiples
TIM-2 (Minekus et al., 1999), el cual reproduce la mezcla peristéltica del contenido luminal del colon proximal, asi como la absorcion
del agua y productos de fermentacién. Los desarrollos recientes estan en busca de la construccion de modelos de una sola etapa que

simulen la microbiota del ileon (Venema & van den Abbeele, 2013).

Modelos continuos de fermentacién multiple y Gnica: son Utiles para experimentos a largo plazo necesarios para evaluar la
adaptacion espacial y temporal de la microbiota colénica a los compuestos de la dieta y el metabolismo microbiano de los ingredientes
alimentarios. Se basan en el modelo descrito por (Gibson et al., 1988) el cual consiste en tres recipientes de tamafio creciente,
alineados en serie en la cual se genera una alimentacién secuencial del medio de crecimiento, imitando las condiciones del colon
proximal, transversal y distal. El primero recipiente tiene una alta disponibilidad de sustrato, lo que representa una rapida tasa de
crecimiento bacteriano con un pH &cido, similar a lo que ocurre en el colon proximal. Mientras que en el Gltimo recipiente la tasa de
proliferacion bacteriana es lenta, el pH neutro, y una baja concentracién de sustrato que es caracteristico de las regiones mas distales
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Inoculacion de
fermentacion

intestinal

En estos modelos, los fermentadores suelen inocularse con una suspension fecal liquida de un individuo o con una mezcla. En este
Ultimo caso, las muestras fecales se utilizan para inocular un fermentador de lote alimentado para producir un inéculo estandarizado
que es almacenado en congelacion (Kleiveland et al., 2015a). Por ejemplo, un proceso desarrollado por (Cinquin et al., 2004) consistio
en la inmovilizacién en perlas de gel para atrapar microbiota fecal con una alta densidad celular manteniendo la diversidad de la
microbiota durante fermentaciones colénicas continuas de larga duracién. Por otro lado, esta el modelo PolyFermS, en el que es
posible cultivar de forma estable y reproducible comunidades intestinales complejas en diferentes reactores, lo que permite estudiar
en paralelo el impacto de distintos tratamientos teniendo un reactor de control (Payne et al., 2012)

Fermentacion

intestinal

Estos modelos permiten estudiar la interaccion entre el huésped y la microbiota intestinal. La combinacién de modelos de fermentacion
y cultivos de células intestinales representa un enfoque comun para reproducir in vitro las respuestas del huésped. Estos estudios se
realizan normalmente con cultivos de células epiteliales de colon y/o células inmunitarias para evaluar la adherencia, la produccién de
citoquinas y la expresion génica, entre otros (Venema & van den Abbeele, 2013). Otras herramientas adicionales que han mejorado
el modelado de las condiciones fisiol6gicas del colon son la incorporacion en los reactores de un entorno mucoso capaz de diferenciar
entre la microbiota luminal y las biopeliculas microbianas adheridas al epitelio col6nico (Macfarlane et al., 2005).

1.2.8

El objetivo comun de estos modelos de fermentacion intestinal in vitro es cultivar una microbiota intestinal
compleja en condiciones ambientales controladas que permitan realizar diferentes estudios de
modulaciéon microbiana y metabolismo (Thuenemann et al., 2015). Una vez cultivadas las comunidades
fecales, se pueden estudiar y caracterizar mediante diferentes técnicas moleculares.

Técnicas de caracterizacién de microorganismos aislados de heces fecales humanas

A continuacién, en la Tabla 1-5 se describen las caracteristicas de algunas de las técnicas usadas para
la identificacién de bacterias presentes en heces fecales humanas.
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Tabla 1-5 Técnicas de caracterizacion de microorganismos presentes en heces fecales humas.

TECNICA

CARACTERISTICAS

Secuenciacion Gen
ADNr 16s

El RNA ribosémico (rRNA) 16s es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de filogenia y
taxonomia bacterianas. Es un polirribonucleétido codificado por el gen rrs, también denominado DNA ribosomal
16S (rDNA 16S), a partir de cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxonémica. (Del et al.,
2004)

El gen 16S rRNA est4 compuesto por regiones altamente conservadas intercaladas con regiones mas variables,
lo que permite disefiar primero con la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) complementarios a
las regiones universalmente conservadas que flanquean las regiones variables. La amplificacién, la
secuenciacion y la comparacién con las bases de datos permiten identificar los linajes bacterianos y sus
proporciones en una comunidad determinada (Ludwig et al., 2004; Q. Wang et al., 2007). Esta es una de las
técnicas mas usadas para determinar la diversidad y abundancia del microbioma, ademas al ser explorada con
otras técnicas como la PCR y secuenciacién metagendémica se pueden lograr caracterizar diferentes cepas
bacterianas (Nelson et al., 2010).

TECNOLOGIAS
OMICAS

Los nuevos métodos globales de medir familias de moléculas celulares, como el ARN, las proteinas y los
metabolitos intermedios son conocidas como tecnologias dmicas, por su capacidad de caracterizar a todos, 0 a
la mayoria de los miembros de una familia de moléculas en un Unico andlisis. Estas nuevas técnicas, permiten
obtener evaluaciones completas de la actividad funcional de las vias bioquimicas, y de las diferencias
estructurales genéticas (secuencia) entre individuos y especies. Dentro de ellas se incluyen la gendémica, la
transcriptémica (perfil de expresion génica), la proteémica y la metabolémica (Debnath et al., 2005).

CULTUROMICA: método que permite identificar especies bacterianas mediante el uso de cultivos de alto
rendimiento y la espectrometria de masas MALDI-TOF. Existen méas de un 80% de especies bacterianas del
intestino humano que no se pueden identificar con herramientas y técnicas moleculares, ya que estas no son
capaces de detectar poblaciones minoritarias de bacterias. Este método permite realizar cultivos de estas
bacterias no cultivables, identificando nuevas especies bacterianas (Kaeberlein et al., 2002). La identificacion de
bacterias en la culturémica se realiza mediante MALDI-TOF-MS, es una técnica de ionizacion, en la cual se
utiliza una matriz para la identificacion de las colonias bacterianas, lo cual permite un rapido screening de un
gran numero de colonias. Los datos espectrales producidos por MALDI-TOF se comparan con los datos
presentes en distintas bases de datos disponibles (Clark et al., 2013. Para la identificaciéon de una bacteria a nivel
de especie, la puntuacion de identificacién debe ser >2, y si la puntuacion de identificacion es <1,7, entonces no
es posible identificar la bacteria, en este caso se debe realizar secuenciacion del DNAr 16S para su identificacion
(Dalal et al., 2020).

GENOMICA: ciencia multidisciplinar que permite comprender la estructura, la funcion y la evolucion de los genes
y sus interacciones mediante la identificacion, caracterizaciéon molecular y clonacién de genomas completos con
el objetivo final de comprender la fenémica de los organismos. Incluye la secuenciacion de genomas, la
determinacion del conjunto completo de genes, el analisis de los transcritos y proteinas codificadas por un
organismo, sus interacciones y la comprension de las vias metabdlicas. Se puede dividir en: Gendmica
estructural: tiene como objetivo, la construccion de un mapa genético y fisico de alta resolucion y determinacion
de la secuencia completa del genoma o del conjunto completo de transcripciones producidas por un organismo.
Gendmica funcional: caracteriza todos los genes presentes en el genoma de una sola vez. La genémica
funcional a nivel de expresion de los genes se denomina transcriptomica y a nivel de caracterizacion de las
proteinas se denomina proteémica. Incluye, ademas, las interacciones entre los genes, proteinas y otras
moléculas (Solanke et al., 2015).

METAGENOMICA: es el estudio de una comunidad microbiana. Los estudios metagendémicos ponderan el
material genético de una comunidad de organismos. Se trata de una caracterizacion a nivel del genoma,
independiente del cultivo, de comunidades microbianas. Permite descubrir las comunidades microbianas en
entornos naturales complejos como la microbiota intestinal, mediante la secuenciacion del metagenoma tipo
shotgun, los taxones bacterianos se identifican a nivel de especie. La identificacion de especies depende del uso
de bases de datos de referencia que tienen un gran nimero de secuencias genéticas conocidas (Dalal et al.,
2020).

Usando una combinacion de andlisis bioinformaticos, bioquimicos y genéticos, se ha podido obtener
mas informacion sobre las rutas metabdlicas de la degradacion de flavonoides a partir de la microbiota
intestinal humana. Por ejemplo, se describié y caracterizdé funcionalmente a partir de F. plautii, una
flavona reductasa (FLR), la cual cataliza especificamente la hidrogenacion del doble enlace C2-C3 en
dos grupos de flavonoides, las flavonas y flavonoles, como paso clave para la metabolizacién de estos
compuestos polifendlicos (G. Yang et al., 2021).
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1.2.9

1 Introduccién, estado del arte y justificacion

Si es posible el aislamiento de las bacterias degradadoras de flavonoides de la microbiota intestinal
humana, se puede estudiar el comportamiento de la interaccidbn microbiana entre éstas y disefiar un
consorcio artificial que permita una mayor capacidad de degradacion de los compuestos polifendlicos.

Consorcios microbianos

Los consorcios microbianos son sistemas biolégicos que se crean artificialmente mediante el co-cultivo
de especies microbianas seleccionadas (dos o muchas) las cuales coexisten y crecen con cierto grado
de contacto entre ellas dentro de un medio de cultivo bien definido (Grandel et al., 2021; GrofZkopf &
Soyer, 2014; Padmaperuma et al., 2018).

e Clasificacion consorcios microbianos
Los consorcios microbianos pueden clasificarse en cuatro grupos como se describe a continuacion en
la Tabla 1-6.

Tabla 1-6 clasificacion tipo de consorcios microbianos.

Tipo de Consorcio Descripcién Fuente
Se generan a partir del co-cultivo de microorganismos aislados de entornos  (Eng & Borenstein, 2019;
Naturales naturales, como el suelo, el agua o los lodos y se caracterizan porque los miembros Ibrahim et al., 2021)
de dicha comunidad no se encuentran caracterizados.
Se generan a partir del co-cultivo de microorganismos aislados que no (Ibrahim et al.,
Artificiales necesariamente coexisten en el mismo entorno natural, basandose en una 2021lbrahim et al., 2021
capacidad o actividad especifica, sin ser modificados mediante ingenieria genética.
Semi- sintético Se genera a partir del co-cultivo de microorganismos silvestres y microorganismos (Bhatia et al., 2018)
que han sido modificados mediante ingenieria genética para lograr un objetivo en
comun
Se generan a partir del co-cultivo de microorganismos modificados mediante (Brahim et al., 2021)
Sintéticos ingenieria genética haciendo que los microorganismos de esta comunidad

evolucionen logrando aumentar el rendimiento y la eficacia del proceso.

e Interacciones ecolbgicas

Dentro de las comunidades microbianas se presentan diferentes interacciones ecolégicas que
determinan la estabilidad y la funcién de los consorcios como se describe en laTabla 1-7.

Tabla 1-7 Interacciones ecoldgicas dentro de consorcios microbianos. Fuente: adaptado de Che & Men, (2019, Ibrahim et al., (2021)

MODELO EFECTO INTERACCION DESCRIPCION GRAFICA
- Bidireccional: amabas

. Positivo — . .

Mutualismo " especies se ven A
Positivo S AL
beneficiadas. o -

. Positivo — Unidireccional: solo una "
Comensalismo . . ANy A
Neutral especie se ve beneficiada. i:},}‘f :

11



1 Introduccién, estado del arte y justificacion

Bidireccional: una especie
se ve beneficiada y la otra
especie es afectada.

Parasitismo o Positivo —
depredacion Negativo

Negativo — Bidireccional: amabas

Competicion Negativo  especies se ven afectadas.

. Negativo- Unidireccional: solo una
Amensalismo ;
Neutral especie se ve afectada
Neutralismo Neutral- No hay efecto
Neutral

Descripcion grafica: Las flechas rojas indican un efecto negativo. Las flechas azules indican efecto positivo.

A partir de estas comunidades microbianas se han realizado diferentes estudios in vitro que han
permitido solucionar diferentes problematicas, en diferentes campos, como, por ejemplo: el tratamiento
de aguas residuales, el desarrollo de nuevos medicamentos, la biorremediacion en suelos y la
produccion de biocombustibles, entre otros (Goers et al., 2014; Magdouli et al., 2016; Rasouli et al.,
2018; Zaccaria et al., 2020).

En el caso de los flavonoides, es posible que el disefio de un consorcio de microorganismos pueda
biotransformar una gama de flavonoides mas amplia y con mayor eficiencia. Por ejemplo, se ha
observadoque F. plautii es capaz de romper el anillo C de la quercetina, transformando la estructura
aglicona de este flavonoide, sin embargo no es capaz de transformar los compuestos monoconjugados
(quercetina-34-di-O-glucésido y la quercetina-4-O-monoglucdsido), por lo cual, depende de otras
bacterias transformadoras de flavonoides como E. ramulus que si transforma este flavonoide en sus
estados glucosidos, aprovechando los restos de azlcar, dejando libre la aglicona y de esta forma F. plautti
puedafinalizar la biotransformacion de la quercetina en su forma aglicona a compuestos fendlicos de
bajo peso molecular como el DOPAC y floroglucinol (Ulbrich et al., 2015).

1.3 Descripcion de problema — Estado del Arte — Pregunta de Investigacién

Como se menciond anteriormente, existe una asociacion beneficiosa entre el consumo de flavonoides y
la salud humana, sin embargo también se ha demostrado que la biodisponibilidad de los flavonoides en
el intestino delgado es baja (Feng et al., 2018), por lo cual cantidades sustanciales llegan al colon donde
la microbiota intestinal desempefia un papel fundamental en la biotransformacién de estos compuestos
polifendlicos en metabolitos fendlicos de bajo peso molecular (Cardona et al., 2013; Grootaert et al.,
2015; Valdés et al., 2015), que pueden presentar una bioactividad diferente, propiedades mejoradas y
ser potencialmente mas activos que sus compuestos parentales (Chiou et al., 2014; Murota et al., 2018;
L. Zhang et al., 2023)( 2023). Debido a lo anterior, recientemente se han realizado diversos estudios de
biotransformaciéon de flavonoides en modelos de fermentaciones fecales in vitro (Murota et al., 2018; X.

Peng et al.,, 2014; Rodriguez-Castafio et al., 2020), los cuales tienen como objetivo cultivar una
12



1 Introduccién, estado del arte y justificacion

microbiota intestinal compleja en condiciones ambientales controladas que permita realizar diferentes
estudios de modulacién microbiana y monitoreo de su metabolismo (Thuenemann et al.,
2015). La mayoria de estos estudios, se han realizado evaluando las cepas de forma individual o con
materia fecal. Recientemente, se han realizado varios estudios que han permitido identificar bacterias
de la microbiota intestinal humana capaces de transformar distintos tipos de flavonoides en
monocultivos, provenientes de individuos de diferentes poblaciones del mundo.

Por ejemplo, un estudio realizado por Z. Zhang et al., (2014) en China, permitié aislar e identificar dos
bacterias a partir de heces fecales humanas:, Clostridium perfringens y Bacteroides fragilis, con
capacidad de transformar quercetina, encontrando ademas que existen diferencias en la metabolizacion
de este flavonoide, Posteriormente, Peng et al., (2014), a partir de las cepas identificadas anteriormente
por Z. Zhang et al., (2014), determinaron que C. perfringens y B. fragilis transformaron la quercetina
produciendo el mismo metabolito: DOPAC

Por otro lado, Racova et al., (2020) en Republica Checa, realizaron un estudio que tenia como objetivo
investigar el metabolismo intestinal de polifenoles (quercetina) y polifenolglicésidos dietéticos (cianidina-
3-O-glucésido, cianidina-3-O-galactésido y delfinidina-3-O-galactdsido), en éste identificaron cinco
cepas de bacterias anaerobias facultativas: Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli y Klebsiella pneumonia. Encontrando que las vias de formacion de metabolitos
se dan por diferentes procesos metabdlicos, ya que a partir de la quercetina se lograron identificar siete
metabolitos diferentes: el acido (E)5-oxohex-2-enedioico, el acido (Z)5-oxohex-2-enedioico, el acido 4-
hidroxibenzoico y otros dos metabolitos desconocidos por procesos de descomposicion; el 3-O-
metildihidroquercetina se obtuvo por procesos de hidrogenacion y metilacién, y finalmente por procesos
de desaturacion el 2-(3-hidroxi-4-oxofenilo)-5-hidro xicromo-3,4,7-triona.

Finalmente, en un estudio realizado por Sankaranarayanan et al., (2021) en Estados Unidos, en el cual
se analizaron 94 especies bacterianas aisladas del intestino humano con el fin de comprobar la
capacidad de biotransformar la quercetina en diferentes metabolitos, encontraron que, de las bacterias
estudiadas, cinco cepas eran capaces de degradar la quercetina: Bacillus glycinifermentans,
Flavonifractor plautii, Bacteroides eggerthii, Olsenella scatoligenes y Eubacterium eligens. Demostrando
gue B. glycinifermentans podia generar 2,4,6-THBA (acido 2,4,6-trihidroxibenzoico) y 3,4-DHBA (acido
3,4-dihidroxibenzoico), mientras que F. plautii genera DOPAC. Ademas de las diferencias en los
metabolitos producidos, también concluyeron que la cinética de degradacion de la quercetina era
diferente entre B. glycinifermentans y F. plautii, lo que sugiere que las vias de degradacién son
probablemente diferentes entre estas cepas.

Sin embargo, poco se ha estudiado el potencial de disefiar consorcios de microorganismos a partir de
cepas con capacidad de biotransformacién de flavonoides (Sankaranarayanan et al., 2021). Los
consorcios microbianos presentan varias ventajas frente a los monocultivos, entre las cuales se incluye
mejorar la eficiencia metabdlica a partir de la complementacion del trabajo metabdlico o la posibilidad de
alimentacion cruzada de sustratos que permite mejorar la eficiencia de las vias metabdlicas (P. Xu et al.,
2020), asi como también presentar mayor resistencia a cambios ambientales en comparacién con los
monocultivos (Che & Men, 2019).

Por ejemplo, un estudio realizado por Ulbrich et al., (2015), en Alemania, aunque no se realizé en co-
cultivo, tenia como objetivo investigar la transformacion de los principales glucésidos de quercetina en
la cebolla, usando un modelo de fermentacion in vitro, de dos especies bacterianas aisladas de la
microbiota intestinal humana: E. ramulus y F. plautii. Demostro que F. plautii depende de otras bacterias
transformadoras de flavonoides como E. ramulus, para la deglucosilacion de la quercetina-4'-O-
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1 Introduccién, estado del arte y justificacion

glucésido y quercetina-3,4'-di-O-glucosido., aprovechando los grupos de azucar liberando el aglicén, que
gueda disponible parara F. plautii y finalmente se genere DOPAC vy floroglucinol. Sugiriendo que los
mecanismos de alimentacién cruzada pueden respaldar la diversificacion de la microbiota intestinal.

Por otro lado, el estudio realizado por Rodriguez-Castafio et al., (2019), que permitié6 demostrar que el
co-cultivo de transformadores de fibra dietaria como Bacteroides thetaiotaomicron y transformadores
de flavonoides como Eubacterium ramulus permite modular la biotransformacion de esto compuestos
polifendlicos como la quercetina generando DOPAC vy la produccién de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) a partir del almidén, lo que puede determinar su biodisponibilidad y bioactividad, generando
posibles efectos beneficiosos en la salud humana.

En Colombia aln no se conocen estudios sobre microorganismos transformadores de flavonoides, lo
cual hace que la microbiota intestinal de esta poblacién sea de gran interés, ya que ademas se ha
determinado que la microbiota intestinal de esta poblacion es significativamente diferente a la de los
estadounidenses, europeos y asiaticos (Escobar et al.,, 2015). Por lo cual, el estudio de estas
poblaciones microbianas en individuos de esta regién permitiria ampliar la informacion sobre las
especies/cepas que pueden participar en el metabolismo de los flavonoides. Por lo tanto, este trabajo
pretende caracterizar por primera vez microorganismos transformadores de flavonoides aislados de la
microbiota intestinal humana colombiana, y disefiar un consorcio artificial, que pueda potencialmente
presentar una mayor capacidad de degradaciéon de flavonoides.

Debido a lo anterior, este trabajo busca responde las siguientes preguntas de investigacion:

¢, Cual es la capacidad de metabolizar flavonoides y la produccién de metabolitos en cepas nativas aisladas de
la microbiota intestinal humana colombiana? y ¢Cémo es el desempefio de estas cepas para biotransformar
flavonoides en un consorcio artificial?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General
Caracterizar la capacidad de metabolizacién de flavonoides por parte de comunidades artificiales
transformadoras, aisladas de la microbiota intestinal humana colombiana.

1.4.2 Objetivos Especificos

1.4.2.1 Evaluar la efectividad de diferentes estrategias de cultivo en el aislamiento de microorganismos
transformadores de flavonoides de la microbiota intestinal humana colombiana.

1.4.2.2 Determinar la eficiencia de un consorcio artificial microbiano para la transformar flavonoidescomparado
con la capacidad de las cepas de forma individual.

14



2 Capitulo 1: Evaluacién estrategias de cultivo microorganismos transformadores de quercetina

2 Capitulo I: Evaluacion estrategias de cultivo microorganismos
transformadores de quercetina

2.1 Metodologia

2.1.1 Recoleccion de muestras de heces fecales

Se recogieron muestras fecales frescas de cinco personas sanas (C, G, J, M, T), que no presentaban
sintomas de alguna enfermedad gastrointestinal, y que no hubieran consumido antibiéticos en los ultimos
seis meses(Riva et al., 2020). Los participantes seguian una dieta vegana, que permitiera aumentar la
probabilidadde aislar microorganismos biotransformadores de flavonoides. Los participantes recogieron
las muestras de heces directamente en recipientes estériles, las cuales se mantuvieron a 4°C
aproximadamente, hasta su llegada al laboratorio, donde fueron procesadas dentro de las 24 horas
siguientes a la recogida. Se solicit6 la firma de un consentimiento informado por escrito de todos los
participantes. El estudio se llevd a cabo segun las pautas de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado
por el Comité Etico de la Universidad de La Sabana bajo el proyecto de investigacion “Disefio de un
consorcio probidtico a partir de microbiota intestinal colombiana con capacidad de reduccion de factores
de riesgo de enfermedades cronicas no transmisibles”. La recopilacion y el estudio utilizados en esta
investigacion fueron autorizados por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia a la
Universidad de La Sabana, a través del contrato para el acceso a recursos genéticos "Contrato Marco
de Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos Derivados” N° 325-2021 (RGE0382).

2.1.2 Enriquecimiento de microorganismos de la microbiota intestinal humana

Para aislar los microorganismos transformadores de quercetina presentes en las heces fecales humanas
se re suspendieron entre 50 mg y 150 mg aproximadamente de cada una de las muestras de forma
independiente, en 10 mL de solucién salina tamponada (PBS) (OXOID, Reino Unido) anaerobia en tubos
Hungate. Posteriormente, se transfirio 1 mL de la suspension fecal a un frasco que contenia 10 mL de
medio minimo 7N anaerobio, descrito por Rodriguez-Castafio et al., (2019) (Anexo A). El medio se
esterilizo con filtro 0,22 ym (Millipore) y finalmente se adicioné quercetina 97% p/p (AlfaAesar, EE. UU)
estéril a una concentracion final de 0,25 mg/mL. Las suspensiones fecales se incubarona 37°C y se
realizé seguimiento visual de la desaparicion de la quercetina (perdida del color amarillo) enel fondo del
frasco, durante siete dias.

2.1.3 Estrategias de aislamiento de microorganismos con potencial de biotransformaciéon de
quercetina

Se realizaron cuatro estrategias de cultivo para aislar bacterias con potencial de biotransformacion de

guercetina a partir de las suspensiones fecales in vitro de las cinco muestras de heces fecales

identificadascomo: C, G, J, M y T. La deteccion de la biotransformacion de quercetina se baso en la

desaparicion del color amarillo insoluble en el fondo del frasco.

2.1.3.1 Estrategia I: cultivos en medios sdlidos con quercetina

Se sembré un 1 mL de cada una de las suspensiones fecales (C y J), en tres medios de cultivo diferentes:
Agar MRS (OXOID, Reino Unido), Agar tripticasa soya (Becton Dickinson, EE. UU) y medio 11 (Anexo
A). A todos los medios de cultivo preparados anteriormente se les adiciono 0,25 mg/mL de quercetina 'y
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L-Cisteina 5%. Se prepararon 15 mL de cada medio en frascos schott de 100 mL con tapas anaerobicas,
se gasearon y se esterilizaron en autoclave. El medio 11 se esterilizdé por separado, Yy, el extracto de
levadura (OXOID,Reino Unido), extracto de carne (HiMedia, India) y triptona (OXOID, Reino Unido),
se adicionaron posteriormente en condiciones de esterilidad al resto de los componentes del medio
previamente filtrados con membrana de 0.22 um. Tras esterilizacion, los medios se mantuvieron a 55°C
para evitar solidificacion. Se utilizé la técnica de cultivo so6lido modificada de roll tube de Hungate
(Hungate, 1969),agregando 1 mL de las suspensiones fecales seleccionadas a cada medio preparado,
distribuyendo el agar en una fina capa sobre la superficie interna de los frascos en condiciones
anaerobicas. Todos los medios inoculados se incubaron a 37°C durante 7 dias en condiciones de
anaerobiosis.

Se seleccionaron colonias de los medios sélidos con o sin halo de biotransformacion de quercetina y se
inocularon en medio liquido del que provenian con quercetina. Tras la incubacion a 37°C en condiciones
anaerdbicas durante 7 dias. Las muestras donde se observé la desaparicion de quercetina se purificaron
mediante dos siembras por agotamiento en el mismo medio. Las colonias purificadas se evaluaron
nuevamente para determinar la biotransformacion de quercetina en medio 11. Para esto, se prepararon
tubos Hungate con 2 mL de medio liquido anaerdbico 11 con quercetina y se inocul6 con una colonia
aislada. Se incluy6 un control abiético con quercetina sin inoculacién bacteriana. Tras la incubacién a
37°C en condiciones anaerbbicas durante 7 dias, se monitored visualmente la desaparicion de la
guercetina (color amarillo) en el fondo del tubo.

2.1.3.2 Estrategia Il: Cultivos en medios liquidos con diferentes azGcares y quercetina

Se transfirieron 500 pL de cada una de las suspensiones fecales (C y G), en 5mL de diferentes medios
liquidos de cultivo: 7N, medio 11 y medio de azlcares, compuestos por: fructosa, galactosa, lactosa,
maltosa y sacarosa 10mM. A todos los medios liquidos preparados anteriormente se les adiciono
guercetina (0,25 mg/mL) y 5% de L-Cisteina. Posteriormente se incubaron a 37°C en condiciones de
anaerobiosis, y se realiz6 seguimiento visual de desaparicién de la quercetina en el fondo del tubo,
durante 7 dias. Adicionalmente, se prepararon controles abibticos de quercetina en los tres medios
evaluados, los cuales contenian 5 mL de medio liquido: 7N, 11 y azlcares, con quercetina (0,25 mg/mL)
sin inoculacion bacteriana.

Las muestras en las que se observé la desaparicion de la quercetina se sembraron en medio sélido,
adicionandole agar bacteriolégico (OXOID, Reino Unido) 1,5% p/v (3X). Se realizaron dilucionesseriadas
en base 10, hasta 10, en PBS anaerébico. Posteriormente los medios de cultivo se incubarona 37°C
por 72 horas en condiciones de anaerobiosis y se seleccionaron las colonias que presentaran halos de
biotransformacién de quercetina.

2.1.3.3 Estrategia lll: Diluciones sucesivas en medio liquido 7N con quercetina.

Se transfirieron 1mL a 10 mL de medio liquido anaerobio 7N con quercetina (0,25 mg/mL) (7NQ), a partir
de las dos suspensiones fecales (C y G), y se prepararon dos sets de muestras, ajustando elpHa 7.2y
6.7. Las nuevas suspensiones fecales se incubaron a 37°C y se realizé seguimiento visual de
biotransformacion de la quercetina, durante 7 dias. Una vez se visualizé la desaparicion de la quercetina
de las suspensiones fecales a diferente pH, se realizaron diluciones sucesivas transfiriendo 10% de la
suspension fecal anterior (500 uL) a 5 mL de medio liquido anaerobio nuevo 7NQ. Se Incubaron a 37°C,
y se realiz6 seguimiento visual durante 48 y 96 horas, para evidenciar la desaparicion del color amarillo.
Este procedimiento se repitié hasta que alguno de los pases sucesivos realizados no present6 el cambio
de color amarillo a transparente. El pase anterior que si presenté desaparicion del color amarillo
caracteristico de la quercetina se utiliz6 como inéculo para evaluar el crecimiento en diferentes medios
de cultivo y verificar la biotransformacion de forma visual de la quercetina. Adicionalmente se prepard
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un control abidtico de quercetina que contenia 5 mL de medio liquido anaerobio 7NQinoculacion
bacteriana.

21331 Crecimiento en medios de cultivo sdlido y estudio preliminar visual de la
biotransformacién de quercetina

Se realizaron siembras en gota de cada una de las suspensiones seleccionadas por muestra usando
jeringas de 1 mL en la cAmara de anaerobiosis, en 2 mL de diferentes medios de cultivo (por duplicado):
agar Plate Count (PC) (Becton Dickinson, EE. UU ), Nutritivo (N) (Becton Dickinson, EE. UU), Tripticasa
Soya (TS) (Becton Dickinson, EE. UU ), Infusion Cerebro Corazén (BHI) (PanReac, Espafia), OatMeal
(OM) (Merck, Alemania), Extracto de Malta (EM) (Merck, Alemania) y Luria-Bertani (LB) (Merck,
Alemania), diluidos 1/10, usando como medio base 7NQ . Un pozo de medio de cultivo de cada tipo por
medio como control (placas de 24 pozos). Las placas se incubaron a 37°C en condiciones de
anaerobiosis por 7 dias. Posteriormente, se preparé medio liquido anaerobio 7NQ a pH 6.7 y 7.2
dispensando 500 uL en una placa de 24 pozos, se prepard control abiético en pH 6.7 y 7.2. Se sembraron
aguellos pozos que presentaron crecimiento de colonias anteriormente en medio sélido-sélido y se incubo
a 37°C por 7 diasen condiciones de anaerobiosis. Donde se evidencié biotransformacion de la
guercetina, se pasaron a medio liquido-liquido anaerobio 7NQ y se incubaron a 37°C por 7 dias. Los tubos
de crecimiento positivose usaron como indculo para realizar una segunda verificacion visual de la
biotransformacién de quercetina.

2.1.3.3.2 Aislamiento de microorganismos en medio solido

Se prepararon medios de cultivo sélido usando el mismo medio de cultivo del cual provenian las
bacterias donde se observd biotransformacion de quercetina, usando como medio base 7NQ anaerobio
(1X), L-Cisteina liquida al 5% y agar (3X). Se seleccionaron los morfotipos que presentaran o no halos
de biotransformacion de quercetina, posteriormente se realizaron dos purificaciones mediante la técnica
desiembra por agotamiento, se realizo descripcién microscopia a partir de coloracion de Gram.

2.1.3.3.3 Confirmacién de la biotransformacién quercetina

De los aislados seleccionados anteriormente por presentar capacidad de biotransformacion de
guercetina se tomaron los tubos conservados en glicerol anaerébico al 20% y se reactivaron en medio
liquido anaerobio del que provenian, se incubaron a 37°C por 72 horas en condiciones anaerobicas.
Posteriormente se confirmd la biotransformacion de quercetina, en tubos Hungate con 2 mL medio
liquidoanaerobio 7NQ y en condiciones de anaerobiosis se inocularon con 200 uL de cada uno de los
aisladosreactivados anteriormente. Adicionalmente se preparé un control abiético de quercetina. Los
tubos se incubaron a 37°C por 7 dia en condiciones de anaerobiosis. Tras incubacién, se seleccionaron
las cepasde los tubos en los cuales se observé la desaparicion de la quercetina. Este ensayo se realiz
dos vecesde forma independiente.

2.1.3.4 Estrategia IV: cultivos en medio liquido 11y 11 modificado

A partir de cuatro suspensiones fecales: C, G, My T se evalu6 el crecimiento en medio de cultivo liquido
11 y 11 modificado (11M), (Anexo A) con dos niveles de pH 6.7 y 7.2, para posteriormente verificar de
forma visual la capacidad de biotransformacién de quercetina.

21341 Crecimiento en medio de cultivo liquido 11y 11M

Se preparé medio liquido anaerobio 11 y 11M a dos pH diferentes: 6.7 y 7.2., en tubos Hungate.
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en base 10, desde 10* hasta 10?2, de las cuatro
muestras a evaluar, en los dos medios preparados a los pH establecidos y se incub6 a 37°C por 48 horas
en condiciones de anaerobiosis para determinar su crecimiento por turbidez.
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2.1.34.2 Estudio preliminar visual de la biotransformacion de quercetina

Posteriormente, se prepararon tubos con 2 mL medio minimo 7NQ liquido anaerobio a pH 6.7 y pH 7.2
y se inocularon con 200 uL de las ultimas dos diluciones donde se observé crecimiento por triplicado,
para cada una de las muestras evaluadas. Adicionalmente se prepar6 un control abiético de quercetina.
Se incubo a 37°C por 72 horas. Los tubos en los que se evidencidé biotransformacion de quercetina se
seleccionaron para realizar dos purificaciones en medio liquido.

2.1.34.3 Purificacion parcial de microorganismos en medio liquido 11, 11 modificado y
estudio preliminar visual de la biotransformacion de quercetina

Se realiz6 purificacion parcial mediante diluciones sucesivas en medio liquido 11 y 11M. Para esto, se
tomaron las muestras seleccionadas anteriormente por presentar capacidad para biotransformar
guercetina, y serealizaron diluciones seriadas en base 10, desde 10 hasta 102 en el respectivo medio
anaerobio 11 y11 M, en pH 6.7 y 7.2 del que provenian. Se incub6 a 37°C por 48 horas, se seleccionaron
las ultimas dos diluciones donde se observd crecimiento por turbidez. Posteriormente, se realizé el
estudio preliminar visual de la biotransformacion de la quercetina, preparando tubos Hungate con 2 mL
medio minimo 7NQ liquido anaerobio con el pH con el cual provenian las muestras seleccionadas y se
inocularon con 200 uL de las dltimas dos diluciones donde se observo crecimiento por turbidez, por
triplicado. Adicionalmente se prepard un control abiético de quercetina, y se incubo a 37°C por 72 horas
en condiciones de anaerobiosis. Se seleccionaron aquellos tubos donde se evidencio la biotransformacion
visual de la quercetinay se realiz6 una segunda purificacion en medio liquido 11y 11M de la misma forma
en la que se describi6é anteriormente. A partir de las Ultimas dos diluciones donde se observé crecimiento
por turbidez, se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente para la confirmaciéon preliminar
de la biotransformacion de quercetina, donde se evidencié biotransformacién de quercetina se realizaron
aislamiento de colonias mediante la técnica roll tube y en medio sélido.

2.1.34.4 Aislamiento de microorganismos mediante técnica Roll Tube y medio sélido

Las ultimas muestras purificadas en las que se comprobd visualmente la biotransformacién de quercetina
se usaron como indculo para realizar aislamiento mediante la técnica roll tube, preparando tubos de agar
anaerobio con medio de cultivo 11y 11M con quercetina (0,25 mg/mL), los cuales fueron inoculados con
1 mL de cada una de las muestras seleccionadas e incubados a 37 °C por 72 horas. Tras incubacion se
realiz6 aislamiento en medio sélido para los diferentes morfotipos de colonias seleccionadas en el medio
de cultivo del cual provenian. Posteriormente, se prepararon tubos con 2 mL de medio minimo 7NQ y se
inocularon con 200 uL de las ultimas dos diluciones donde se observo biotransformacién de quercetina.
Adicionalmente se prepar6 un control abiotico de quercetina. Se incub6 a 37°C por 7 dias, hasta observar
la desapariciéon de la quercetina en el fondo del tubo.

Las colonias seleccionadas con potencial de biotransformacién de quercetina de las cuatro estrategias
de aislamiento evaluadas se purificaron mediante técnica de siembra por agotamiento (Z. Zhang et al.,
2014) y posteriormente se conservaron en glicerol anaerébico al 20% -20°C y se crioconservaron a
- 80°C (Rodriguez, 2011) hasta su posterior uso.

2.1.4 Estudio de la biotransformacion visual de quercetina.

Para confirmar la biotransformacién de quercetina, de las cepas seleccionadas anteriormente, se
tomaronlos viales que se encontraban conservados en glicerol anaerébico al 20% y se reactivaron en
medio liquido anaerobio del que provenian con quercetina (0,25mg/mL), se incubaron a 37°C por 72
horas encondiciones de anaerobiosis. Posteriormente, se prepararon tubos Hungate con 2 mL medio
liquido anaerobio 7NQ. En condiciones de anaerobiosis se inocularon con 200 uL de cada uno de los
aislados
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reactivados anteriormente. Adicionalmente se prepar6 un control abiotico de quercetina. Los tubos se
incubaron a 37°C por 7 dia en condiciones de anaerobiosis. Tras incubacion, se seleccionaron las cepas
de los tubos en los cuales se observo la desaparicion de la quercetina. Este ensayo se realizé dos veces
de forma independiente por triplicado, para confirmar la capacidad de biotransformacién de quercetina
por accion bacteriana.

2.1.5 Cinéticade crecimiento de las cepas seleccionadas

Se realizaron las cinéticas de crecimiento de cada una de las cepas seleccionadas anteriormente por su
capacidad de biotransformacion de quercetina para determinar en qué periodo de tiempo se alcanzaba una
alta densidad celular (fase exponencial): 3x107 - 3x108 UFC/mL )(Jiménez et al., 2014), y de esta forma,
poder realizar las posteriores metodologias de cuantificacion y comparacion de biotransformacién de
guercetina y produccién de metabolitos, por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-
PDA).

2.1.5.1 Condiciones de cultivo paralas cinéticas de crecimiento

Para obtener el pre-indculo de las cepas, se tomd una colonia de cada aislado, previamente reactivado,
las cuales se inocularon en 5 mL de caldo del que provenian, se incubaron a 37° C a 200 rpm durante
16 horas aproximadamente en condiciones de anaerobiosis en tubos Hungate. Tras incubacién se
determind la absorbancia del pre-indculo y se prepar6 un indculo de concentracion final 0,1% en 5 mL
de caldo, para un periodo de 24 horas (0 — 24 horas). Durante este periodo se determiné concentracion
bacteriana a partir de la densidad Optica (DO) y recuento de UFC/mL. Se realizaron dos ensayos
independientes para la determinacion de DO y UFC/mL.

2.1.5.2 Determinacion cinética de crecimiento

2.1.5.2.1 Densidad 6ptica (DO)

Para la determinacion de DO, se realizaron mediciones por triplicado de los in6culos preparados al0.1%
para cada una de las cepas, los cuales se mantuvieron a 37°C a 200 rpm durante 24 horas. Como blanco
se usaron el medio liquido anaerobio del cual provenia cada cepa. se tomaron mediciones durante 24
horas. Las lecturas se realizaron en espectrofotdmetro (Thermo Scientific Genesys 20) a una densidad
optica de 600 nm (DO s0nm). Las gréficas de la cinéticas se elaboraron con en el software OriginPro
2023b (learning edition).

2.1.5.2.2 Recuento UFC/mL

Para la determinacioén de UFC/mL, se realizaron diluciones seriadas en base 10 en PBS anaerobio hasta
la dilucién 3x108. Realizando siembra en agar anaerébico de las diluciones 3x107°, 3x10° y 3x107, por
duplicado, para las primeras 6 horas, y posteriormente 3x10¢, 3x10 y 3x10® por duplicado hasta la hora
24. Se incub6 a 37°C en condiciones de anaerobiosis por 48 horas. Posterior a la incubacioén se realizé
el recuento de UFC/mL de cada una de las diluciones sembradas enplaca. El recuento de UFC/mL,
durante 24 horas. El ensayo se realizé6 en camara anaerdébica. Las graficas de las cinéticas se elaboraron
con en el software OriginPro 2023b (learning edition).
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2.1.6 Identificacién molecular de cepas con capacidad de biotransformacion de quercetina.
2.1.6.1 Extraccion de ADN gendémico

Se realizé la extraccibn de ADN gendémico de las cepas seleccionadas por presentar capacidad de
biotransformacién de quercetina. Para esto se tomaron los respectivos viales que se encontraban
conservados a -20°C en glicerol anaerébico al 20% de cada una de las cepas transfiriendo 500 uL a5 mL
de medio liquido BHI anaerdébico y se incubaron durante toda la noche a 37°C en agitacionconstante a 200
rpm. Posteriormente se llevd a cabo el procedimiento descrito por Acosta-Gonzalez etal., (2013). Se
centrifugaron las muestras durante 5 min a 13000 rpm y se descarté el sobrenadante. El pellet fue
resuspendido en 1mL de solucién salina EDTA mas 3,3pL de lisozima (300mg/mL) (AMRESCO, EE.
UU), 10uL de proteinasa K (10mg/mL) (BIOLINE, Inglaterra) y se mezcld con vortex. Se incubé entre 15
a 45 minutos a 37°C hasta que la muestras presentaron un aspecto viscoso, se les afiadio 80 uL de SDS
y se mezclaron con vortex. Se Incubé por 10 min a 65°C en bafio seco y posteriormente se adicion6 250
pL de NaCL 5M y mezclaron por inversion. Cada una de las muestras se dividié en dos, distribuyendo el
volumen en partes iguales (600uL por tubo aproximadamente). Posteriormente se adiciono un volumen
de 600 pL de una solucién fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se invirtieron los tubos varias
veces para mezclar. Se centrifug6 durante 6 minutos a 13000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes
de las muestras evitando aspirar el fenol-cloroformo. Se repitié este lavado con una solucién de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Posteriormente se realizé la precipitacion del ADN, afiadiendo una
relacion 1/9 del volumen de acetato de sodio 3M (pH 7.0) y 0.6 de isopropanol. Se mezclaron y se
incubaron durante 15 minutos a -20°C para completar el proceso deprecipitacién de ADN. Finalmente se
centrifugaron los microtubos con el ADN precipitado por 30 minutos a 13000 rpm desechando el
sobrenadante. Se lavo con etanol al 70%, afiadiendo 500 uL de esta solucién, agitando suavemente y
centrifugando durante 10 minutos a 13000 rpm, se dejaron secar los pellets y se re suspendieron en agua
ultrapura Milli-Q (AMRESCO, EE. UU) almacenando los microtuboscon ADN a -20°C hasta su uso para
posterior amplificacién y secuenciacion.

2.1.6.2 Amplificacion de ADNr 16S

El fragmento de ADNr 16s de cada aislamiento se amplific6 mediante PCR (Polimerasa Chain Reaction),
para ello se utlizaron los primers universales 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT). Se realizé la amplificacibn usando, OneTag® 2X Master Mix with
Standard Buffer (NEB. EE. UU). El programa utilizado para la PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial
a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos: desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a 50°C
durante 30 segundos, una extension inicial a 72°C durante 1:30 minutos. Se realizé una extension final
a 72°C durante 5 min. La visualizacién de los productos de PCR se realizé6 mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1.0% (p/v), tefiidos con SYBR safe (Sigma Aldrich, Alemania). Los productos de PCR
se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0% (p/v), tefiidos con SYBR safe (Sigma
Aldrich, Alemania) durante 45 minutos y 90 voltios. Se usé Buffer de carga 6X DNA (Thermo Scientific,
EE. UU) y como marcador de peso molecular 100 bp Ladder (Invitrogen, EE. UU). La visualizacion del
gel se realiz6 en foto documentador (BIO-RAD). Los productos de PCR fueron purificados utilizando las
perlas magnéticas Agencourt® Ampure® XP siguiendo las instrucciones del fabricante (Beckman
Coulter, EE. UU). Se utilizé como control negativo de la reaccion agua grado molecular, como control
positivo ADN gendmico de Azospirillum sp.
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2.1.6.3 Secuenciacion de ADNr 16S

Los productos de PCR de cada cepa fueron secuenciados por metodologia Sanger, realizado por el
servicio de secuenciacion del Laboratorio Azenta (EE. UU). Las secuencias obtenidas en formato abl
fueron procesadas en el programa Bioedit para ensamblar las secuencias forward y reverse. Se
generaron nuevos archivos en formato FASTA y a partir de las secuencias forward y reverse se realiz6
un alineamiento y se generd una secuencia consenso, realizando un alineamiento por muestra en la
base de datos del NCBI y EzBioCloud, para determinar la identidad de las bacterias aisladas.

En la Figurase describe en forma resumida las diferentes estrategias evaluadas, para el aislamientode
bacterias de la microbiota intestinal humana colombiana con capacidad de transformar flavonoides.
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Condiciones generales: Todos los experimentos se realizaron y se mantuvieron
bajo condiciones de anaerobiosis. Las condiciones de incubacion fueron a 37°C, el
tiempo de incubacién se determiné segun el tipo de ensayo realizado. Como control
abidtico en todos los ensayos se usé medio minimo liquido anaerobio 7NQ sin
inoculacién bacteriana. La concentracién de quercetina usada en los medios de
cultivo tanto liquido como sélido fue de 0,25 mg/mL. La Evaluaciéon de la
biotransformacion de la quercetina fue determinado por: (I) formacién de halos
alrededor de las colonias en medio sélido con quercetina. (ll) seguimiento visual de la
desaparicion de la quercetina (color amarillo) insoluble en el fondo del tubo, en medio
liquido 7NQ. Purificacion en medio liquido: a partir de diluciones sucesivas 10 -'-
10-2, seleccionando las Ultimas dos diluciones donde se observé crecimiento por
turbidez. Medios de cultivo: (7NQ) 7N con quercetina. (PC) Plate Count, (N)
Nutritivo, (TSA) Triptona-Soja, (BHI) infusién cerebro corazén, (OM) avena, (EM)
Extracto de Malta. (11M) 11 Modificado.

Figura 39. Estrategias utilizadas para aislar bacterias anaerobias de la microbiota
intestinal humana, a partir de 5 muestras fecales identificadas como: C, G, J, My T.
Previo al aislamiento, todas las muestras fecales fueron enriquecidas utilizando
medio liquido 7NQ anaerébico durante 7 dias, posteriormente las muestras fueron
usadas como indculo para ensayar diferentes estrategias de aislamiento Estrategias
evaluadas: (A) cultivos en medios solidos definidos suplementados con quercetina:
Se sembraron las muestras C y J en los medios solidos definidos TSA, MRS, y 11
suplementados con quercetina, mediante roll tube modificado. Las colonias obtenidas
fueron evaluadas en su capacidad de biotransformacién inicialmente en medio sélido
y finalmente en medio liquido. (B) Cultivos en medios liquidos con quercetina. Se
sembraron las muestras C y J en medio liquido 7NQ, 11Q y Medio que contenia
distintos azucares (fructosa, galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa 10mM), los tubos
que presentaron biotransformacion de quercetina fueron evaluados posteriormente
en medio sélido. (C) Diluciones sucesivas en medio liquido 7NQ: Las muestras Cy G
fueron sometidas a pases sucesivos utilizando medio liquido 7NQ con dos pH. 7.2 y
6.7, en cada caso se seleccioné el ultimo pase donde se evidencidé la
biotransformacién de quercetina. Posteriormente, se realizaron siembras utilizando
una placa de 24 pozos con medios definidos suplementados con quercetina. PC, N,
TSA, BHI, OM y EM diluidos 1/10 usando como medio base 7N, aquellos pozos en
los que se obtuvo crecimiento fueron verificados en medio liquido. Aquellas muestras
que presentaron capacidad de transformar quercetina se aislaron por agotamiento en
el medio rico del que provenian con quercetina y se evalué el potencial de
transformar quercetina en medio sélido y posteriormente en medio liquido.(D) Cultivo
en medio liquido 11 y 11M: se sembraron las muestras C, G, M y T en medio liquido
11y 11M en pH 6.7 y 7.2 y se realizaron diluciones sucesivas 10-1 — 10-12,
seleccionando las Ultimas dos diluciones donde se observé crecimiento por turbidez,
y se realizé un estudio preliminar de la biotransformacién de la quercetina en medio
liquido. Aquellas muestras que mostraron potencial para transformar quercetina se
sometieron a un primer y segundo proceso de purificacion en medio liquido, en cada
paso se verifico su capacidad de biotransformar quercetina en medio liquido. Las
muestras seleccionadas se aislaron mediante las técnicas de roll tube y por
agotamiento en medio sélido 11 y 11M. Todos los aislados seleccionados se
conservaron en glicerol anaerébico al 40% a -20°C y se crioconservacion en
nitrégeno liquido, posterior a su conservacion se realizé curaduria de las cepas
verificando su viabilidad y capacidad de biotransformacion de quercetina.
Adicionalmente, las cepas fueron identificadas mediante secuenciacién del gen
ADNr 16s

Figura 2-1 . Estrategias utilizadas para aislar bacterias anaerobias de la microbiota intestinal humana colombiana, con capacidad de transformar quercetina.
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2.1 Resultados

2.1.1 Seleccion de microorganismos transformadores de quercetina

Se realiz6 el seguimiento visual de las fermentaciones in vitro de las cinco muestras de heces fecales,
provenientes de individuos colombianos que seguian una dieta vegana, identificadas con las letras C,
G, J, My T., hasta que se evidencio la biotransformacion de la quercetina, por el cambio de color en el
frasco de amarillo a transparente como se muestra en la Figura 2-2. Las cuales fueron usadas como
inoculos para evaluar las diferentes estrategias de aislamiento.

Figura 2-2 Fermentaciones in vitro en medio minimo liquido anaerobio 7N con quercetina (0,25 mg/mL). A. Muestra C. B. Muestra J. D.
Muestra G. E. Muestra M. E. Muestra T. F. Control abidtico: medio 7NQ. Incubado a 37°C por 7 dias

2.1.2 Evaluacion de estrategias de aislamiento de microorganismos de la microbiota
intestinal humana con potencial de biotransformacion de quercetina

Se evaluaron cuatro técnicas diferentes: cultivos en medio sélido con quercetina (2.2.2.1), cultivos en
medio liquido 7N con diferentes azlcares y quercetina (2.2.2.2), diluciones sucesivas en medio liquido
7N con quercetina (2.2.2.3.) y diluciones sucesivas en medio liquido 11y 11M (2.2.2.4).

2.1.2.1 Estrategia I: cultivos en medio solido con quercetina
Para el aislamiento de microorganismos anaerobios con potencial de biotransformacion de quercetina
en esta primera estrategia se us6 el método de tubos de ensayo de Hungate (Hungate, 1969) modificado
en frascos schott de 100 mL con diferentes medios de cultivo con quercetina Figura 2-3., en la Tabla
2-1., se muestran los resultados obtenidos tras incubacion, para las dos suspensiones fecales
evaluadas.
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Figura 2-3 Cultivo sélido modificado técnica roll tube (Hungate, 1969). Muestra suspension fecal J en tres medios de cultivo: A. 11. B.
Tripticasa soya C. MRS. Muestra suspension fecal con biotransformacion de quercetina C en tres medios de cultivo: D. 11. E. Tripticasa
soya. C MRS. Incubado a 37°C por 7 dias en condiciones de anaerobiosis.

Tabla 2-1 Crecimiento de la microbiota intestinal humana en diferentes medios de cultivo sélido método de tubos Hungate modificado.

Muestras Medio Sélido con guercetina (0,25%)
MRS Halo* TS Halo* 11 Halo*
J () () () () () ()
c (+) () () () (+) ()

Halo*: Se refiere a un halo visible alrededor de las colonias que presentan capacidad de biotransformacion de la quercetina.
(+):Presencia de colonias. (-): Ausencia de colonias. MRS: desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe. TS: Tripticasa de soya.

Para la muestra J, no se obtuvo crecimiento de bacterias con potencial de biotransformacion de
guercetinaen ninguno de los tres medios evaluados. Para la muestra C, se observé crecimiento en MRS
y medio 11, con diferentes morfotipos. En el agar MRS, se aislaron colonias blancas uniformes y
cremosas, mientras que en el medio 11 se aislaron colonias blancas puntiformes mas pequefias.
Adicionalmente, No se observaron halos alrededor de las colonias en ninguno de los dos casos,
indicando la ausencia de biotransformacion de quercetina, al comparar los aislados con el halo descrito
en el Anexo B.

Las colonias aisladas en ambos medios se inocularon en medios liquidos MRS y 11 con quercetina,
observando de manera visual la biotransformacion de quercetina solo en el medio liquido 11.
Posteriormente, se realizaron dos pases de purificacion, lo que permitio aislar la cepa #1 con colonias
blancas cremosas grandes y la cepa #2 con colonias pequefias puntiformes. Sin embargo, las pruebas
de biotransformacion de quercetina demostraron que ninguna de las dos cepas transformé quercetina
como se observa Figura 2-4 (B) y (C), donde se observé la precipitacion de quercetina en el fondo de
los tubos, por lo cual se descartaron.

Figura 2-4 Evaluacidn de la biotransformacion de quercetina en medio liquido 11 con quercetina 0,25%. 7 dias de incubacién a 37°C en
condiciones de anaerobiosis. A. Control abidtico de quercetina. B. Cepa #1. C. Cepa #2.
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2.1.2.2 Estrategia ll: cultivos en medios liquidos con diferentes azlcares y quercetina

Como segunda estrategia, para el aislamiento de microorganismos anaerobios con potencial de
biotransformacion de quercetina a partir de las muestras C y J se probaron diferentes medios liquidos
anaerobios con quercetina: medio minimo 7N, medio 11, y un medio con diferentes azucares (fructosa,
galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa 10mM).

Para el medio liquido 7NQ, se seleccionaron los tubos de la suspension fecal inoculados con la muestra
Jy C, en donde se evidencio el potencial de biotransformacion de la quercetina,Figura 2-5 I. (B.) y (C.).
Para el medio 11 con quercetina, las muestras J y C, no presentaron capacidad de transformar
quercetina, Figura 2-5 1I. (B.) y (C.). Para el medio con diferentes azlcares solo se seleccioné el tubo de
la suspensién fecal inoculado con la muestra C, en donde se evidencio el potencial de biotransformacion
de la quercetina, Figura 2-5 llI. (C.) Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en base 10, 10°y
10%, en los medios de cultivo de donde provenian las muestras, sin embargo, las colonias que se aislaron
no mostraron halos asociados a la biotransformacién de quercetina por lo cual fueron descartados

° B' c‘
A. B. C.
Al B. c.

Figura 2-5 Evaluacion de la biotransformacion de quercetina en diferentes medios liquidos anaerobios con quercetina por las muestras J y C.
I. Medio liquido 7NQ. II. Medio liquido 11 quercetina. Ill. Medio liquido azucares: fructosa, galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa (10mM)
con quercetina. A. Controles abidticos de los distintos medios. B. hace referencia a las muestras inoculadas con la suspension fecal de J.

C. hace referencia a las muestras inoculadas con la suspension fecal de C.

2.1.2.3 Estrategia lll: diluciones sucesivas en medio liqguido 7N con quercetina
Como tercera estrategia, para el aislamiento de microorganismos anaerobios con potencial de
biotransformacion de quercetina se realizaron diluciones sucesivas en medio liquido anaerobio 7NQ a
pH 7.2y 6.7 a partir de dos muestras C y G. Los resultados obtenidos se describen en la Figura 2-6.
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Figura 2-6 Diluciones sucesivas entre 48 y 96 horas de 2 muestras fecales humanas: C. y G. en dos niveles de pH: 7.2 y 6.7 tras
fermentacion por la microbiota intestinal humana. C. Control abidtico de quercetina. Frasco gris: Perdida de color = Biotransformacion de
quercetina. Frasco amarillo: sin Perdida de color = sin biotransformacion de quercetina

Para la muestra C se seleccionaron las suspensiones fecales del frasco 5 con pH 7.2 y el frasco 8 con
pH 6.7. Para la muestra G se seleccionaron el frasco 4 con pH 7.2 y el frasco 8 con pH 6.7, por ser los
ultimos pases sucesivos en los que se obtuvo biotransformacion de quercetina como se describe en la
Figura 2-6. Los frascos seleccionados por cada muestra fueron usados como inéculos para evaluar el
crecimiento en diferentes medios de cultivo.

21231 Crecimiento en medios de cultivo soélido y estudio preliminar visual de la
biotransformacion de quercetina

A partir de las suspensiones fecales seleccionadas anteriormente se realizaron cultivos en diferentes
medios sdlidos diluidos 1/10, usando como medio base 7NQ. Se obtuvo crecimiento en todos los aislados
de la muestra G y C como se describe en la Tabla 2-2 y Figura 2-7(A). El estudio preliminar visual de la
biotransformacion de la quercetina Figura 2-7 (B) permitié seleccionar para la muestra C a pH

6.7 los medios Nutritivo, Oat MEal, Extracto Malta y Luria Bertani. Para la muestra G, se evidencio
biotransformacion a pH 7,2 en los medios Infusidn cerebro corazén y Oat Meal, y a pH 6,7 en los medios
Nutritivo, Infusién cerebro corazén, Oat Meal y Luria Bertani Tabla 2-2 y Figura 2-7. Se llevd a cabo un
segundo ensayo preliminar visual para verificar la capacidad de biotransformacién de quercetina, para
la muestra C, se determiné la capacidad de biotransformacion en el medio Luria Bertani a pH 6.7. y para
la muestra G, en los medios Infusién cerebro corazén a pH 6.7 y 7.2. Posteriormente se realizaron
aislamientos en medio sélido.

Tabla 2-2 Crecimiento de la microbiota intestinal humana muestra Cy G con potencial de biotransformacion de quercetina en
diferentesmedios de cultivos sélidos (1/10) * a diferente pH (7.2 y 6.7) y verificacion visual de biotransformacion de quercetina en
medio liquido minimo anaerobio 7NQ, a diferente pH (7.2 'y 6.7).

Medio Solido Medio
liquido
Muestra . C C BioQ BioQ
cutvor  BH BH pHpH
7.2 6.7 7.2 6.7
Plate Count + + - -
C
Nutritivo + + R +
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Tripticasa
Soya + + - -
BHI . n 3 3
Oatmeal + + R +
Extracto
Malta + + - +
LB + + - +
Plate Count + + - -
Nutritivo + + - +
Tripticasa
Soya + + - -
G
BHI + + + +
Oatmeal + + + +
Extracto
Malta + + - -
LB + + - +

Abreviaciones: C: Crecimiento BioQ: Biotransformacion de Quercetina. (+): Biotransformacion. (-): Sin Biotransformacion.
Q: Quercetina. (*) Medio cultivo diluido 1/10.

Figura 2-7 A. Enriquecimiento Medios sélidos 1/10 base 7NQ, a partir de Muestras: C. y G. en dos niveles de pH: 7.2 y 6.7 Incubados a 37°C
por 7 dias en condiciones de anaerobiosis. B. Estudio preliminar de la biotransformacion de quercetina a partir de colonias aisladas en
medios solidos de las fermentaciones de las muestras C. y G. en dos niveles de pH: 7.2y 6.7.
circulo amarillo: Perdida de color = Biotransformacion de quercetina. Circulo azul: control abictico de quercetina en pH 7.2y 6.7

2.1.23.2 Aislamiento de microorganismos en medio sélido
Se realizaron aislamientos en los medios de cultivo sélido con quercetina, del cual provenian las
muestras con potencial de biotransformacion de quercetina. So6lo el que provenia de la muestra G en
pH 6.7 en medio Infusion cerebro corazon con quercetina presentd halos asociados a la
biotransformacion (Figura 2-8). De los demas aislamientos realizados se lograron recuperar 11
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morfotipos diferentes a loscuales se les realizé coloracion de Gram, las caracteristicas microscopicas se
encuentran descritas en el Anexo C. Los aislados se conservaron en glicerol anaerébico al 20% en
-20°C. Adicionalmente se crioconservaron en nitrégeno liquido. Se realizdé una segunda comprobacion
de biotransformacion de quercetina. Para la muestra C, se determiné la capacidad de biotransformacion
de la muestra en el medio Luria Bertani a pH 6.7. Para la muestra G se determiné la capacidad de
biotransformacion en el medio Infusién cerebro corazén en pH 6.7.

Figura 2-8 Aislamiento muestra G Medio Sélido 1/10 BHI medio base 7NQ.

2.1.2.3.3 Estudio de la biotransformacion visual de quercetina
Para comprobar la capacidad de biotransformacién de quercetina de las diferentes cepas aisladas se
realizaron dos ensayos independientes de biotransformacion visual de quercetina. En el primero se
seleccionaron las cepas BTQO6IIl y BTQO7III(Figura 2-9) por su capacidad de transformar quercetina, lo
cual se corroboro en el segundo ensayo, donde la cepa BTQO6IIl y BTQO7I1Il, mostraron capacidad de
biotransformacion de quercetina (Figura 2-10), no se observo el precipitado amarillo caracteristico de la
quercetina en el fondo del tubo.

Figura 2-9 Primera verificacion de biotransformacion visual de quercetina a partir de las 11 cepas aisladas con potencial de
biotransformacion de quercetina. 1. cepa #1. 2 cepa #2. 3.cepa #3. 4. cepa #4. 5. cepa #5. 6. BTQO6IIl. 7. BTQO7IIIl. 8. cepa #8. 9. Cepa#9.
10.Cepa #10. 11. Cepa #11. C. control abictico de quercetina. Medio liquido anaerobio 7NQ, incubadas a 37°C por 72 horas.
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Figura 2-10 verificacion visual de biotransformacion de quercetina de las 11 cepas aisladas con potencial de biotransformacion de
quercetina.A y C. Controles abidticos medio 7N con quercetina. B. BTQO6IIl. D. BTQO7Ill. Fermentaciones fecales en medio liquido
anaerobio 7N con quercetina, incubado a 37°C por 7 dias.

2.1.2.4 Estrategia IV: cultivos en medio liquido 11y 11 modificado con quercetina
Como Ultima estrategia, para el aislamiento de microorganismos anaerobios con potencial de
biotransformar quercetina se usé medio liquido anaerobio 11y 11M a pH 7.2 y 6.7 que permitieran aislar
bacterias anaerobias con capacidad de biotransformar quercetina a partir de cuatro muestras fecales
identificadas como: C, G, My T.

2.1.2.4.1 Crecimiento en medios de cultivo liquido 11y 11M
Como resultado del crecimiento en el medio liquido 11y 11M, se seleccionaron las ultimas dos diluciones
consecutivas, donde se observd crecimiento bacteriano por turbidez para cada una de las muestras
evaluadas, como se describe en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-3 Determinacion del crecimiento bacteriano de las muestras evaluadas: C, G, My T, por turbidez en medio liquido 11y 11M a pH
7.2y 6.7. Incubado a 37°C por 72 horas.

. Id CRECIMIENTO BACTERIANO TURBIDEZ MEDIO DE CULTIVO
Medio Muestr pH
Liquido a 100 102 108 104 105 106 107 108 109 1040 101 1012
6.7 + + + + + + + + - - - -
C
7.2 + + + + + + - - - - - -
6.7 + + + + + + + + - - - -
G
7.2 + + + + + - - - - - - -
11
6.7 + + + + + + - - - - - -
M
7.2 + + + + + + - - - - - -
6.7 + + + + + + + - - - - -
T
7.2 + + + + + + - - - - - -
6.7 + + + + + + + - - - - -
C
7.2 + + + + + + - - - - - -
6.7 + + + + + + - - - - - -
G
11 7.2 + + + + + - - - - - - -
MODIFICADO 6.7 + + + + + + + + + - - -
M
7.2 + + + + + + + - - - - -
6.7 + + + + + + - - - - - -
T
7.2 + + + + + + + + - - - -

Abreviaciones. Id: Identificacion de la muestra. (+): Turbidez = crecimiento. (-) Sin turbidez = sin crecimiento.

2.1.2.4.2 Estudio preliminar visual de la biotransformacién de quercetina
De las ultimas dos diluciones seleccionadas para cada una de las muestras evaluadas se realiz6 un
estudio preliminar visual de la biotransformacion de la quercetina, que permitié seleccionar de la muestra
G en medio 11M la dilucién 10 con pH 7.2, y de la muestra T en medio 11 para la dilucién 10 con pH
7.2, como se muestra en la Tabla 2-4, debido a que fueron las Unicas muestras en las que se logro
evidenciar visualmente la desaparicion de la quercetina (Figura 2-11).
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Tabla 2-4 Verificacion visual de la biotransformacion de quercetina. Diluciones en medio liquido anaerobio 7NQ de las muestras
evaluadas: C, G, My T por triplicado en los medios: 11y 11IM a pH 6.7y 7.2. Incubado a 37°C por 72 horas.

Medio Id

VERIFICACION VISUAL DE LA

BIOTRANSFORMACION DE QUERCETINA MEDIO

liquido Muestra  PH LIQUIDO 7NQ
104 10°  10° 107 109 10°
6.7 oo -
¢ 72 A T
6.7 oo -
G 72 . . . . .
1 6.7 — —
M 72 T T
6.7 FF oo
T 72 A T
6.7 oo ¢
¢ 72 T T
6.7 B p—
¢ [
11 MODIFICADO - _—
M 72 A
6.7 B p—
T 72 A

Abreviaciones: Id: identificacion de la muestra. (+): Biotransformacion de quercetina. (-):

Sin Biotransformacién quercetina.

Figura 2-11 Muestras seleccionadas con capacidad de biotransformar quercetina en medio liquido anaerobio 7NQ. A. Muestra G en medio
11M diluciéon 10-4 con pH 7.2. por triplicado. B. Muestra T en medio 11 dilucion 10-6 con pH 7.2. por triplicado. C. Control abidtico medio

liquido anaerobio 7NQ, incubado a 37°C por 72 horas en condiciones de anaerobiosis.
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2.1.2.4.3 Purificacion parcial de microorganismos en medio liquido 11y 11 modificado
Como resultado de la primera purificaciéon de microorganismos en medio liquido 11y 11MapH 7.2y 6,7
se seleccionaron las dos ultimas diluciones donde se obtuvo crecimiento bacteriano por turbidez. Para
la muestra T en medio 11 con pH 6.7 se seleccionaron las diluciones 10y 107 y para la muestra G en
medio 11M en pH 7.2 las diluciones 10"y 108, A estas diluciones seleccionadas, se les realizé un estudio
preliminar visual de la biotransformacién de la quercetina, que permitié seleccionar para la muestra T las
diluciones 10 Y 107 y para la muestra G, se seleccioné Unicamente la diluciéon 1077. Posteriormente se
realizé una segunda purificacion de las muestras seleccionadas anteriormente en medio liquido 11 y
11M a pH 7.2 y 6,7 seleccionando las dos ultimas diluciones donde se obtuvo crecimiento bacteriano
por turbidez. Para la muestra T en medio 11 con pH 6.7 y para la muestra G en medio 11M en pH 7.2 se
seleccionaron las diluciones 107 y 10%. Estas diluciones seleccionadas se les realiz6 un estudio
preliminar visual de la biotransformacion de la quercetina, que permitié seleccionar tanto para la muestra
T (Figura 2-12) como G (Figura 2-13) las diluciones 10"y 108 por su capacidad detransformar quercetina.

-000.
000 "

Figura 2-12 Estudio preliminar visual de la biotransformacion de quercetina a partir de la segunda purificacion en medio liquido 7NQ para
la Muestra T. Dilucién 10-7 con pH 6.7 por triplicado. Dilucion 10-8 con pH 6.7 por triplicado. A. Control abidtico de medio 7NQ. Incubado
a 37°C por 24 horas en condiciones de anaerobiosis.

00.
-000®

Figura 2-13 Estudio preliminar visual de la biotransformacion de quercetina a partir de la segunda purificacion en medio liquido 7NQ para
la Muestra G. Dilucion 10-7 con pH 6.7 por triplicado. Dilucion 10-8 con pH 6.7 por triplicado. A. Control abidtico de medio 7NQ. Incubado
a 37°C por 24 horas en condiciones de anaerobiosis.
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2.1.2.4.4 Aislamiento de microorganismos mediante técnica Roll Tube.
De las ultimas dos diluciones seleccionadas para las dos muestras evaluadas, se realizo aislamiento en
medio sélido, mediante la técnica roll tube. Para la muestra G en dilucién 10® se pudieron diferenciar 3
morfotipos diferentes, los cuales se aislaron por siembra por agotamiento en medio 11M con quercetina,
hasta que se obtuvieron dos tipos de colonias aisladas identificadas como: 11M G 8.1.1 Figura 2-14 (A),
y 11M G 8.1.2 Figura 2-14 (B), a las cuales se les realizo coloracién de Gram, observando bacilos Gram
positivos Figura 2-14 (C) y bacilos Gram negativos Figura 2-14 (D) respectivamente.

Figura 2-14 Aislamiento de microorganismos con potencial capacidad de transformar quercetina. Muestra G en medio 11M sélido con
quercetina para la dilucion 10-8. A. Colonia aislada 11M G 8.1.1. B. Colonia aislada 11M G 8.1.2. Microscopia (100x) tincion de Gram: C.
Aislado 11MG 8.1.1: Bacilos Gram positivos. D. 11M G 8.1.2: Bacilos Gram Negativos. Incubado a 37°C por 72 horas en anaerobiosis.

Para la muestra T no sé observaron colonias ni turbidez en ninguna de las dos diluciones evaluadas, por
lo cual se tomé con jeringa estéril de 1 mL muestra de la Gltima dilucion obtenida del estudio preliminar
visual de la biotransformacién de quercetina (segunda purificacién en medio liquido dilucién 108 ) y se
sembré por agotamiento en medio sélido 11 con quercetina, se realizaron siembras por agotamiento en
medio 11M con quercetina, hasta que se obtuvo una colonia aislada identificada como:T11BTQ Figura
2-15 (A) a la cual se le realizé coloracion de Gram, observando bacilos Gram negativosFigura 2-15 (B)

Figura 2-15 Aislamiento de microorganismos con potencial capacidad de transformar quercetina. Muestra T en medio 11 sélido con
quercetina para la dilucion 10-8. A. Colonia aislada T11BTQ. Microscopia (100x) tincion de Gram. B. Aislado T11TBTQ: Bacilos Gram
negativos Incubado a 37°C por 72 horas en anaerobiosis.
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2.1.2.4.5 Estudio preliminar visual de la biotransformacién de quercetina

A partir de las cepas seleccionadas anteriormente, se tomé una colonia aislada de cada una y se inoculo
en medio liquido 11 para los morfotipos de la muestra T, y medio liquido 11M para los diferentes
morfotipos aislados de la cepa G. Se incubaron a 37°C por 48 horas, posteriormente se realizaron
laminas en fresco observando Bacilos con diferentes morfologias como se muestra en la Figura 2-16.
Para la cepa aisladas a partir de la muestra T: T11BTQ Figura 2-16 (A) Bacilos cortos y pequefios. Para
las cepas aisladas de la muestra G. 8.1.1: Bacilos cortos delgados Figura 2-16 (B). 8.1.2: Bacilos cortos
gruesos Figura 2-16 (C).

Figura 2-16 Laminas en fresco Microscopia de contraste (100X). Muestra T: A. T11BQT: Bacilos cortos y pequefios.
Muestra G. B. 8.1.1: Bacilos cortos delgados. C. 8.1.2: Bacilos cortos gruesos

Posterior a la incubacion, se tomaron 200 uL de cada una de las cepas crecidas de forma individual y se
realiz6 un estudio preliminar visual de la biotransformacién de quercetina para las tres cepas
seleccionadas anteriormente. Se prepararon tubos Hungate con 2 mL de medio minimo liquido
anaerobico 7NQ y se prepar6 un control abiético de quercetina. Se incubo a 37°C por 72 horas y como
se observa en la Figura 2-17, se logré determinar la capacidad de biotransformacién de quercetina para
BTQ11IV Figura 2-17 (A) y BTQ8.1.2IV Figura 2-17 (C), al observar la desaparicion del coloramarillo,
caracteristico de la quercetina, insoluble en el fondo de los tubos, comparado con el control abiotico del
medio 7NQ (Figura 2-17 B y D)

Figura 2-17 Estudio preliminar visual de la biotransformacion de quercetina en medio liquido 7NQ. A. Cepa T11BQl B. Control abidtico
medio 7NQ. C. Cepa 8.1.2. D. Control abidtico medio 7NQ. Incubado a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis
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2.1.3 Estudio de la biotransformacién visual de quercetina
De las diferentes estrategias evaluadas fue posible aislar y seleccionar cuatro cepas por presentar
potencial capacidad de transformar quercetina, la cepas: BTQO6I11l, BTQO7III, BTQ11lV y BTQ8.1.2.1V.
Se conservaron 5 vialesde cada una en glicerol anaerobio al 20% a -20°C, y en nitrégeno liquido. Las
cepas se salvaguardaronen el laboratorio de investigacion del Biocentro de la Universidad de la Sabana.
A partir de los dos ensayos realizados para determinar la capacidad de biotransformacién de quercetina,

se seleccionaron la BTQ11IV y BTQ8.1.2.1V por su capacidad de biotransformacion de quercetina (Tabla
2-5).

Tabla 2-5 Verificacion visual de la biotransformacion de quercetina de las cepas seleccionadas: #6, #7, cepa A, cepa B | en medio liquido
anaerobio 7NQ. Incubado a 37°C por 72 horas en condiciones de anaerobiosis.

Verificaciéon visual
Biotransformacion de

Id Cepa quercetina medio liquido
7NQ

Ensayo | Ensayo Il

BTQO6III - - - - . -

BTQO7II - - - - - .

BTQILIV R S S

BTQ8.1.2IV R S S

Abreviaciones: Id: identificacion de la muestra. (+): Biotransformacién de quercetina. (-): Sin Biotransformacién quercetina.
Debido a los resultados obtenidos en las diferentes estrategias evaluadas, las cepas BTQ11IV y

BTQ8.1.2.1V fueron seleccionadas para determinar parametros cinéticos e identificacion molecular
mediante gen ADNr 16S.
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Tabla 2-6 Comparacion de las diferentes estrategias usadas en el aislamiento de bacterias de la microbiota intestinal humana con capacidad de transformar quercetina.

Estrategias aislamiento bacterias anaerobias microbiotaintestinal humana

| 1l ] \Y
Cultivos
. Cultivo en medios enmedio L . o Crecimiento en medio
Metodologia sélidos Diluciones sucesivas hasta extincion rico liquido
liquido
MRSQ 7NQ 11
Medios de cultivo 11Q 11Q 7NQ 11 M
Si - diluidos 1/10 7NQ Plate
count, Nutritivo, Tripticasa
Soya, Infusion Cerebro Corazén, OatMeal, Si liquido con pH 6.7y
Crecimiento en medios ricos No No Extracto de Malta, Luria- 7.2
Bertani
Verificacion de transformacién quercetina en medio sélido SipH 7.2 SipH 7.2 SiconpH 6.7y 7.2 SiconpH 6.7y 7.2
Numero de Aislados 0 0 10 2
Aislamiento en medio sélido No Aplica No Aplica 1 No Aplica
Verificacion preliminar de biotransformacién quercetina enmedio ) ) .
liquido No Aplica Sl SiconpH 6.7y 7.2 No Aplica
Numero de Aislados No Aplica 2 3 2
Purificacion medio liquido | No Aplica No Aplica No Aplica SiconpH 6.7y 7.2
Verificacion preliminar de biotransformacién quercetina enmedio ) ) ) .
liquido No Aplica No Aplica No Aplica siconpH 6.7y 7.2
Numero de Aislados No Aplica No Aplica No Aplica 3
Purificacion medio liquido Il No Aplica No Aplica No Aplica SiconpH 6.7y 7.2
Verificacion preliminar de biotransformacion quercetina enmedio ) ) ) .
liquido No Aplica No Aplica No Aplica SiconpH 6.7y 7.2
Numero de Aislados No Aplica No Aplica No Aplica 4
Aislamiento Roll Tube No Aplica No Aplica No Aplica si
No de Aislados No Aplica No Aplica No Aplica 3 Roll Tube
Verificacion biotransformacién quercetina en medio liquido No Aplica 0 2 2
Total, Cepas transformadoras quercetina aislados 0 0 0 2
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2.1.4Cinéticade crecimiento de las cepas seleccionadas

Segun los datos obtenidos de OD y UFC/mL, se determinaron las cinéticas crecimiento para la cepa
BTQ11IV Figura 2-18 y cepa BTQ8.1.2.1V Figura 2-19., a partir de las cuales se seleccioné el tiempo
requerido para alcanzarla fase exponencial para cada una de las cepas. Posteriormente se estimaron
los parametros de crecimiento microbiano y se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento (M), segun
la ecuacion 1 (Muloiwa et al., 2020), donde X1y X2 son concentracion de biomasa, y tz - tiintervalo de
tiempo utilizado para medir la biomasa. Una vez determinada la velocidad de crecimiento especifica se
estimo el tiempo de generacion (g), el cual se puede definir como el tiempo que tarda en duplicarse la
poblacién calculado a partir de la ecuacion 2. (Begot et al., 1996).

in(5)

Ecuacion 1. Velocidad especifica de crecimiento (u). Ecuacidn 2. tiempo de generacion

Determinando, una velocidad especifica de crecimiento, y = 0,51 h** con un tiempo de generacién de
1,36 h'! para la cepa BTQ11IV y una velocidad especifica de crecimiento y = 0,20 h con un tiempo de
generacion de 4,62 h' para la cepa BTQ8.1.2.1V.
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Figura 2-18 Cinéticas de crecimiento. A. Cepa BTQ111V fase exponencial (2-8 horas). Fase estacionaria (8 -24 horas). Cada punto corresponde a
lamedia de tres mediciones del dato y las barras de error * desviacién estdandar.
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Figura 2-19 Cinéticas de crecimiento. BTQ8.1.2.1V., fase exponencial (7-21 horas). Fase estacionaria (21 -24 horas). Cada punto corresponde ala
media de tres mediciones del dato y las barras de error + desviacion estandar.

2.1.5Ildentificacion Molecular

Se realiz6 la extraccion de ADN genomico de las cepas BTQ11IV y BTQ8.1.2.IV y posteriormente se
realizé la amplificacion mediante PCR. Obteniendo fragmentos de ADN de aproximadamente 1400 pb.
Figura 2-20 Los productos de amplificacién se enviaron a secuenciar en el servicio de secuenciacion del
Laboratorio Azenta (EE.UU), y posteriormente se verifico la identidad de las secuencias obtenidas
utilizando NCBI Blastn (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y EzBioCloud
(https:/lwww.ezbiocloud.net/identify), con un 100% de identidadcon Shigella flexneri para la cepa A., y
con un 99% de identidad con Enterocloster citroniae para la cepaB.
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Figura 2-20 Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de amplificacion para el gen ADNr 16s. Carril #1: cepa T11BQll.Carril
#2: cepa 8.1.2. Carril #3: Control positivo — ADN Azospirillum sp. Carril #4: control negativo.

2.2 Discusién

Este estudio utilizé muestras fecales de individuos colombianos que seguian una dieta vegana para
aumentar las probabilidades de aislar microorganismos capaces de transformar flavonoides.
Investigaciones previas han demostrado que la dieta desempefia un papel fundamental en la
configuracion de la composicion de la microbiota intestinal (Rinninella et al., 2019; Singh et al., 2017).
Las dietas basadas en plantas, como las veganas y vegetarianas, modifican la microbiota intestinal
humana debido a su alto contenido de fibra (carbohidratos no digeribles de origen vegetal) y compuestos
polifendlicos, que se encuentran en abundancia en una amplia variedad de frutas y verduras (Al-Ishaq
et al., 2021; Braune & Blaut, 2016; Duda-Chodak et al., 2015; Riva et al., 2020; Sankaranarayanan et
al., 2021), y sirven como sustratos para la microbiota intestinal. Adicionalmente, La quercetina fue
elegida para este estudio debido a su prevalencia en la dieta humana como uno de los flavonoides mas
consumidos (Dhanya, 2022). Ademas, su forma aglicona es amarilla, lo que facilita la verificacion visual
durante la fermentacion in vitro, el metabolismo bacteriano provoca la desaparicion de su color amarillo
caracteristico en el fondo del tubo (Rodriguez-Castafio et al., 2019). Asi mismo, la forma aglicona de la
guercetina elimina la posibilidad de enriquecer la microbiota acompafiante a través de la escision de
enlaces glucosidicos y la utilizacion de azlcares, evitando asi el enriquecimiento de microbiota no
deseada.

Uno de los desafios en el aislamiento de bacterias anaerébicas capaces de biotransformar flavonoides
es que estos compuestos polifendlicos no pueden ser utilizados como la Unica fuente de carbono o
nitrégeno, lo que dificulta la aplicacion de presion selectiva al usarlos como Unicos componentes en el
medio de cultivo. Por lo tanto, se debieron disefiar diversas estrategias de cultivo para aislar bacterias
anaerobicas de la microbiota intestinal humana capaces de biotransformar quercetina. (Tabla 2-6).
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Inicialmente, se evalu6 una modificacién de la técnica de roll tube de Hungate, la cual es reconocida por
ser una de las técnicas mas utilizadas para obtener cultivos puros de microorganismos anaerobios. Esta
técnica se fundamenta en la formacién de una fina capa de agar inoculado, el cual se adhiere a las
paredes del tubo, donde la fase gaseosa es anaerobia y durante el crecimiento, las colonias se hacen
visibles en el agar, y posteriormente se colectan y se cultivan (Hungate, 1969). Para este estudio en
particular, el procedimiento permitié recuperar diferentes tipos de colonias de bacterias anaerobias, sin
embargo, al probar su capacidad de biotransformar este flavonoide en medio sélido, no se evidenciaron
halos asociados a la biotransformacion. Debido a este resultado, se exploraron otras alternativas.

La segunda estrategia consistié en usar un medio liquido minimo con quercetina y diferentes azucares
en baja concentracién (10 mM), que inicialmente permitieran el desarrollo de las bacterias presentes en
la muestra y posteriormente exponer la capacidad de biotransformacion de estas frente a la quercetina.
Para esta estrategia se evalud la biotransformacion de este flavonoide de la misma manera que se
realiz6 parala primera estrategia (Tabla 2-6), usando medio sélido con quercetina, pero tampoco se
observaron halos asociados a la biotransformacion. La aparente ausencia de halos asociados a la
biotransformacion podria atribuirse al desafio inherente del uso de medios sélidos para aislar y evaluar
procesos metabdlicos de microorganismos estrictamente anaerobios. Una de las dificultades principales
radica en la lenta tasa de crecimiento de estos microorganismos y la complejidad de mantener una
atmaosfera anaerdbica adecuada, ya que las placas no son lo suficientemente herméticas y el agar puede
secarserapidamente afectando el crecimiento éptimo de los microorganismos (HaniSakova et al., 2022).

Por lo anterior, para la tercera y cuarta estrategia, se optd por realizar los cultivos en medios liquidos
(Tabla 2-6). Estos por un lado facilitan el acceso de los microorganismos a los nutrientes en comparacion
a los medios sélidos (Bonnet et al., 2020). Ademas, permiten el uso de recipientes de cultivo con sellado
hermético, asegurando una atmosfera libre de oxigeno. Esta eleccidén se respalda en estudios previos
gue han demostrado que estas condiciones son propicias para aislar microorganismos anaerobios
estrictos (Wagner et al., 2019). Este cambio estratégico buscaba superar las limitaciones observadas en
las estrategias anteriores.

Para la estrategia Il se realizd el método de dilucion hasta extincion en medio liquido minimo 7NQ, lo
gue permitié la eliminacién selectiva de la microbiota acompafiante en la muestra, hasta que los
microorganismos deseados fueran los unicos presentes (HaniSakova et al., 2022), como lo expusieron
Kita et al., (2016), quienes usaron un método de diluciones sucesivas, hasta cuatro pases, que les
permitié aislar y caracterizar un metandgeno acetoclastico halotolerante. En contraste, para la estrategia
IV se realizaron diluciones en medios ricos 11y 11M, sin realizar pases sucesivos, lo que pudo contribuir
a la proliferacion y por ende abundancia de bacterias con la capacidad deseada de transformar
guercetina en la muestra.

Adicionalmente, a la aplicacion del método de dilucidn hasta extincién en medios liquidos, y diluciones
en medio rico sin pases sucesivos, se empleé el pH como otro criterio de seleccidn en estas estrategias.
Dos niveles de pH, 6.7 y 7.2, fueron utilizados con el objetivo de simular las condiciones luminales y de
la mucosa del colon, cuyos valores en personas sanas han sido establecidos entre 5.5 — 7.5 (Nugent et
al., 2001) Ademas, se reconoce el papel critico del pH del colon segun los resultados de estudios como
los de Firrman et al., (2022); y Yamamura et al., (2023), que destacan su influencia selectiva sobre la
microbiota intestinal.
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Las dos ultimas estrategias evaluadas permitieron aislar bacterias con potencial de biotransformacion
de quercetina. Sin embargo, tras el proceso de conservacion, y posterior verificacion de la capacidad de
biotransformar quercetina, las cepas aisladas en la estrategia Ill no presentaron esta capacidad, lo cual
podria atribuirse a condiciones especificas durante el proceso de conservacion, donde la baja cantidad
inicial de microorganismos podrian haber afectado la viabilidad y por ende la capacidad de recuperacién
de las cepas. En contraste, en la IV estrategia, los microorganismos biotransformadores fueron mas
abundantes, al provenir de medios ricos, lo que les pudo permitir una mayor capacidad de recuperacion
después del proceso de conservacion (Tedeschi & De Paoli, 2011). Esta observacion destaca la
importancia de realizar un enriquecimiento inicial antes de la conservacion de estas bacterias
anaerobias.

La combinacion de estos criterios de seleccion usados en la estrategia IV, permitié el aislamiento de dos
bacterias capaces de biotransformar quercetina, a las cuales inicialmente, se le determinoé las cinéticas
decrecimiento y posteriormente se realizé la comparacion de la secuencias del gen ADNr 16s de cada
una de las cepas, demostrando que la cepa BTQ11IV pertenece a Shigella flexneri (100% de similitud
con la cepa S. flexneri ATCC 29903), y la cepa BTQ8.1.2.1V a Enterocloster citroniae (99% de similitud
con la cepa E. citroniae RMA 16102).

E. citroniae se encuentra clasificado en el filo Firmicutes dentro de la familia Lachnospiraceae, antes
conocida como el grupo Clostridium coccoides o Clostridium cluster XIVa, el cual fue clasificado
recientemente como Enterocloster gen. nov., y la especie, como Enterocloster citroniae comb. nov (Haas
& Blanchard, 2020). Aunque no se encontraron reportes en la literatura sobre su capacidad para
biotransformar quercetina, un estudio realizado por Iglesias-Aguirre et al., (2023) aislé con éxito una
nueva bacteria de las heces de una mujer, identificada como Enterocloster bolteae. Este estudio
demostro la capacidad de esta nueva cepa y sus parientes mas cercanos, Enterocloster asparagiformis
DSM 15670T y E. citroniae DSM 19261T, para producir metabolitos bioactivos urolitina A y urolitina B.
Estos compuestos se derivan del metabolismo de un intermediario, urolitina M5, de Acido elagico: un
compuesto polifendlico que se encuentra en una variedad de frutas y nueces, como fresas, arandanos,
nueces y pistachos. Estas observaciones, combinadas con informacién conocida sobre algunas
especies de la familia Lachnospiraceae, como Butyrivibrio spp., capaces de transformar la quercetina
escindiendo el anillo C de este flavonoide (Cortés-Martin et al., 2020; Luca et al., 2020) , y Blautia spp.,
gue pueden metabolizar flavonoides del grupo de los flavonol mediante reacciones de desmetilacion,
produciendo compuestos fendlicos de bajo peso molecular (Cortés-Martin et al., 2020; Zhao et al., 2022),
sugieren la capacidad potencial de E . citroniae para biotransformar distintos flavonoides.

Shigella flexneri se encuentra clasificada en el filo Proteobacteria dentro de la familia Enterobacteriaceae
(Ortega-Maduefio et al., 2022)., aunque los reportes sobre el potencial de S. flexneri para metabolizar
quercetina u otros tipos de flavonoides es limitada, un estudio de Riva et al. (2020) proporcioné evidencia
de que la familia Enterobacteriaceae puede biotransformar la rutina (quercetina-3-O-rutinésido), la forma
glicosilada de la quercetina, en quercetina-3- glucosido. Ademas, un estudio de Z. Zhang et al., (2014)
aislo bacterias de heces humanas capaces de transformar la quercetina; una cepa de E. coli transformé
el 6,19% de quercetina presente en el medio evaluado. Dado que E. coli y Shigella spp. son especies
bacterianas estrechamente relacionadas (Fukushima et al., 2002), S. flexneri puede compartir esta
capacidad de biotransformacion.

El aislamiento e identificacibn de estas dos cepas bacterianas sugiere que el proceso de
biotransformacion de quercetina por la microbiota intestinal humana no se limita exclusivamente a las
especies clasicas reportadas en la literatura, como E. ramulus y F. plautii (Blaut et al., 2003; Braune et
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al., 2001; Ulbrich et al., 2015) sino que existen otros microorganismos importantes, que adn no han sido
estudiados.

2.3 Conclusiones

Este estudio evidencié la complejidad de aislar bacterias anaerobias capaces de biotransformar
flavonoides. A pesar de implementar cuatro estrategias de aislamiento distintas, solo se logré obtener
dos cepas con actividad biotransformadora de flavonoides. Ademas, estas estrategias permitieron aislar
por primera vez especies bacterianas con capacidad de biotransformar quercetina, capacidad que no
habia sido reportada hasta la fecha y segun nuestro conocimiento. Estos hallazgos aportan nueva
informacién sobre la diversidad de las bacterias de la microbiota intestinal humana colombiana y su
metabolismo, abriendo nuevas posibilidades para futuras investigaciones en el campo de la
biotransformacion de compuestos polifendlicos.
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3 Capitulo 2: Disefio de un consorcio artificial de microorganismos con
capacidad de biotransformacion de flavonoides.

3.1 Metodologia

3.1.1 Pruebade antagonismo de las cepas seleccionadas para el disefio del consorcio artificial
con capacidad de biotransformacién de quercetina y otros flavonoides

Para el disefio del consorcio microbiano con capacidad de biotransformacion de quercetina, se
establecieron inicialmente pruebas de actividad biolégica para evaluar que no existiera inhibicién entre
las cepas mediante prueba de antagonismo. Para ello, se tomé un vial de cada una de las cepas a
evaluar, que se encontraban conservadas en glicerol anaerobio 20% a -20°C, y con una jeringa estéril
se tomaron 300 uL de cada una de las cepas, se inocularon en 3 mL de medio liquido 11M para E.
citroniae y 11 para S. flexneri, se incub6 a 37°C por 48 horas en condiciones anaerobiosis.

Los cultivos de 48 horas preparados anteriormente de la cepa E. citroniae y S. flexneri se centrifugaron
a 14.000 g por 15 minutos, posteriormente se descarté el sobrenadante y se recogieron las células, las
cuales se lavaron dos veces con 3 mL de PBS anaerébico estéril y posteriormente se ajusto al tubo 0.5
de la escala de McFarland, a una concentracién aproximada de 1.5 x 108 UFC/mL (Balouiri et al., 2016;
Lertcanawanichakul & Sawangnop, 2008). Este proceso se realizd para cada una de las cepas, y fue
usado como indculo en cada uno de los ensayos realizados para determinar: I) la actividad antagonista
entre E. citroniae y S. flexneri, y 1) la actividad antimicrobiana de un extracto de cacao rico en polifenoles
frente a E.citroniae y S. flexneri.

3.1.1.1 Pruebas de actividad antagonismo

Se realizé el método de difusion de disco de agar propuesto por Balouiri et al., 2016, como prueba de
antagonismo entre E. citroniae y S. flexneri. Para esto se tomoé el in6culo de cada una de las cepas
preparado anteriormente, adicionando 50 uL en medio sélido 11M y 11 para E. citroniae y S. flexneri
respectivamente, y con un hisopo estéril se homogeniz6 la muestra, para obtener un crecimiento masivo
de cada una de las cepas a evaluar, se incub6 a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis.
Tras incubacién, en condiciones de anaerobiosis y asépticamente, se cortaron discos de agar de 4 mm
de diametro, tanto para E. citroniae como para S. flexneri. Los discos de agar de E. citroniae se
depositaron sobre la superficie de una caja con agar 11 inoculada previamente con 50 uL del in6culo de
S. flexneri. Y los discos de agar de la cepa S. flexneri se depositaron sobre la superficie de una caja con
agar 11M inoculada previamente con 50 uL del in6culo de la cepa E. citroniae. Todas las cajas se
incubaron a 37°C por 48 horas bajo condiciones de anaerobiosis. La actividad antagénica de las cepas
se evalud por la aparicién de una zona de inhibicién alrededor del disco de agar (Bnfaga et al., 2023;
Pagliarulo et al., 2016; Sierra-Zapata et al., 2020). Se realizaron dos ensayos independientes cada uno
por triplicado.

3.1.1.2 Pruebas de actividad antimicrobiana del extracto de cacao rico en polifenoles
Para evaluar el efecto inhibidor del extracto de cacao rico en polifenoles, se llevé a cabo el método de
difusion en agar, propuesto por Bauer et al., (1966).A partir de un liofilizado de un extracto de cacao
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rico en polifenoles (250 mg/g), donado por Samuel Quiroz et al., (2024 sometido), en el cual se
identificaron diferentes polifenoles entre los que se incluyen quercetina en su forma aglicona y formas
glucosadas (isoquercetina, quercetina 3-galactosido, quercetina-3-O-pentosilo, quercetina-3-O-xilosa),
(-)-epicatequina, (+)-catequina, asi como sus formas oligoméricas y poliméricas, las procianidina B1 y
C1 (Anexo D). Para esto se peso 1,0 g extracto de cacao rico en polifenoles y se llevé a un volumen
final de 20 mL con agua destilada estéril en balén aforado, para obtener una concentracion final de 50
mg/mL. Se dejo en agitacion constante en frasco ambar Hasta su homogenizacion, se esterilizé por
autoclave a 121°C por 20 minutos y se dejé en agitacion constante hasta enfriar. Posteriormente se
prepararon diferentes concentraciones: 5,10,15y 20 mg/mL, y se impregnaron 20 uL de cada una de las
concentraciones preparadas del extracto de cacao rico en polifenoles en discos de 6 mm de diametro
de papel filtro Whatman estéril (Vambe et al., 2018), obteniendo concentraciones de 5,10,15 y 20
mg/disco, los cuales se dejaron secar durante 24 horas a 28°C en condiciones estériles antes de su uso.

Posteriormente, se tomo el indculo de cada una de las cepas preparado anteriormente, adicionando 50
uL en medio sélido 11M y 11 para E. citroniae y S. flexneri respectivamente, y con hisopo estéril se
homogenizo la muestra, para obtener un crecimiento masivo de cada una de las cepas a evaluar. En
condiciones de anaerobiosis y asépticamente, usando pinzas estériles, se extendieron sobre la
superficie de agar 11 y 11M inoculados con E. citroniae y S. flexneri respectivamente, los discos
impregnados con 20 uL de cada una de las concentraciones del extracto de cacao rico en polifenoles
preparadas anteriormente, para evaluar la actividad antimicrobiana del extracto sobre las cepas. Se
utilizé agua destilada estéril (20 uL/disco) como control negativo. Las cajas se incubaron a 37°C por 48
- 72 horas bajo condiciones de anaerobiosis. La actividad antimicrobiana de las diferentes
concentraciones del extracto de cacao rico en polifenoles se evalué por la aparicion de una zona de
inhibicion alrededor del papel filtro (Pagliarulo et al., 2016). Se realizaron dos ensayos independientes
cada uno por triplicado.

3.1.2 Disefio de un consorcio artificial microbiano con capacidad de biotransformaciéon de
flavonoides

Para el disefio del consorcio artificial microbiano con capacidad de biotransformacion de flavonoides, se
tuvieron en cuenta las condiciones de cinética de crecimiento determinadas anteriormente, que no
existiera interaccion antagonica entre E. citroniae y S. flexneri, ni presentaran inhibicion frente al extracto
de cacao rico en polifenoles y se realizaron dos ensayos independientes: |.) Se us6 medio liquido
anaerobio 7NQ (0.25 mg/mL) para determinar la biotransformacion de quercetina y la produccion de
metabolitos. Il.) Se usé medio liquido 7N con extracto de cacao rico en polifenoles (7NECRP) (0,5
mg/mL) para evaluar la biotransformacion de otros flavonoides presentes en el extracto de cacao rico en
polifenoles, el cual se realizé de forma cualitativa.

Para esto, se prepar6 un consorcio variando la proporcién del indculo inicial, de E. citroniae y S. flexneri
a partir de indculos preparados al 0,1% (DOeoo NmM) aproximadamente 7 Logio UFC/mL, para cada cepa.
Las mezclas se realizaron en tubos Hungate con 2 mL de medio liquido anaerobio 7NQ para el ensayo
I) y 7NERPC para el ensayo Il.), como se describe en la Tabla 3-1. Todo el proceso se llevé a cabo en
camara de anaerobiosis. Las muestras se incubaron a 37°C por 72 horas en condiciones de
anaerobiosis. Tras incubacion se homogenizaron las muestras con agitador vortex por aproximadamente
10 segundos y se tomaron 500 uL de cada una de las muestras a las 72 horas. En cada tiempo de
medicién se fueron descartando los tubos de forma independiente para cada mezcla del consorcio
evaluado y las cepas individuales. Adicionalmente, se prepararon diferentes controles para los ensayos.
Control abiético: medio anaerobio 7NQ sin inoculacion bacteriana para el ensayo |) y medio anaerobio
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7NERPC sin inoculacion bacteriana para el ensayo Il); control del medio de cultivo: medio anaerobio 7N
sin quercetina ni extracto de cacao rico en polifenoles y adicionalmente se prepar6 medio 7N sin
guercetina ni extracto de cacao rico en polifenoles inoculado con cada una de las cepas evaluadas (E.
citroniae y S. flexneri). Estos controles fueron incubados bajo las mismas condiciones, y tras incubacion,
se tomaron 500 uL a las 0 y 72 horas. En cada tiempo de medicion se fueron descartando los tubos de
forma independiente para cada control.

Las muestras obtenidas después de la fermentacion in vitro, y las muestras de los controles para los dos
ensayos, se sometieron a un proceso previo de extraccion como se describe en el numeral 3.1.4. para
su posterior analisis por HPLC-PDA.

Tabla 3-1 Consorcio artificial preparado variando la proporcion del indculo inicial de las cepas E. citroniae y S. flexneri
(7 Log10 UFC/mL). En 2 mL de medio liquido anaerobio 7NQ (0,25mg/mL) y 2 mL de medio

Proporcién inicial de in6culo Volumen Inoculado (pL)
Consorcio artificial Identificacion
S. flexneri E. citroniae
S. flexneri 100% S. flexneri 200 0
E. citroniae 100% E. citroniae 200 0
S. flexneri 25% - E. citroniae 75% Consorcio 1 50 150
S. flexneri 75% - E. citroniae 25% Consorcio 2 150 50
S. flexneri 50%- E. citroniae 50% Consorcio 3 100 100

3.1.3 Fermentaciones in vitro del consorcio paralaevaluacién de biotransformacion de
guercetinay produccidon de metabolitos

Se tomé un vial de cada una de las cepas bacterianas, E. citroniae y S. flexneri, conservadas en glicerol
anaerobio al 20%, y con una jeringa estéril se tomaron 300 uL de cada una de las cepas y se inocularon
en 3 mL de medio liquido 11M y 11 en tubos Hungate para E. citroniae y S. flexneri respectivamente. Se
incub6é a 37°C por 16 horas en condiciones de anaerobiosis. Tras incubacion se determind la
absorbancia por triplicado del pre-in6culo y se prepar6 un inéculo con una concentracién final de 0,1%
en un volumen de 5 mL en medio liquido 11M y 11 para E. citroniae y S. flexneri respectivamente,
obteniendo una concentracién inicial aproximada de 7 logio (UFC/mL) para cada una de las cepas. Se
inocularon 200 uL con jeringa estéril de cada uno de los inGculos preparados anteriormente en tubos
Hungate con 2 mL de medio liquido anaerobio 7NQ. Se incub6 a 37°C por 72 horas en condiciones de
anaerobiosis. Tras incubacion se homogeniz6 la muestra con agitador vortex por aproximadamente 10
segundos y con jeringa estéril se tomaron 500 uL del sobrenadante de los tubos Hungate preparados
anteriormente de manera independiente, a las 0, 12, 24, 48 y 72 horas para cada una de las cepas.
Como controles del ensayo se preparé un control abidtico: medio anaerobio 7NQ sin inoculacién
bacteriana, control del medio de cultivo: medio anaerobio 7N sin quercetina y adicionalmente se prepar6
medio 7N sin quercetina inoculado con cada una de las cepas evaluadas. Se incubaron en las mismas
condiciones, y se tomaron 500 uL con jeringa estéril en tubos independientes a las 0 y 72 horas para
cada control. Se realizaron dos ensayos independientes cada uno por triplicado. Las muestras obtenidas
de los sobrenadantes tras fermentacion in vitro y los controles del ensayo se sometieron a un proceso
de extraccion (seccion 3.1.4) para su posterior andlisis por HPLC-PDA.
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3.1.4 Protocolo de extracciéon

El proceso de extraccién que se describe a continuacion se realizé para todas las muestras obtenidas,
para cada estandar de las curvas de calibracion de quercetina y de los metabolitos evaluados, y para los
controles del ensayo. Esta extraccion se realizé a partir de los sobrenadantes de las muestras obtenidas
posterior al proceso de fermentacion in vitro a las 0,12, 24, 48 y 72 horas en medio minimo liquido 7NQ
anaerobio para la cepa E. citroniae y S. flexneri.

Se llevé a cabo el procedimiento descrito por Sankaranarayanan et al., (2021), tomando 500 uL de las
muestras, controles del ensayo y estandares de la curva de calibracion, en un microtubo de 1,5 mLy se
adicioné 1 mL de acetato de etilo (PanReac, EE. UU). Se homogenizé cada muestra con vortex por
aproximadamente 10 segundos y se dejé en reposo por 10 minutos. Posteriormente se visualizo la
formacion de dos fases. Se tom¢é la fase orgéanica, la cual se paso6 a un microtubo nuevo de 1,5 mL para
evaporar el solvente en concentrador de vacio de velocidad (Vacufugue plus Eppendorf) a una
temperatura de 30°C por 25 minutos. Este proceso se realizo tres veces para todas las muestras.
Finalmente, las muestras secas, se re suspendieron en 400 uL de la fase mévil en una relacion 40:60,
240 uL &cido acético 0,5% (PanReac, EE. UU) y 160 uL acetonitriio (PanReac, EE. UU), se
homogenizaron con vortex por aproximadamente 10 segundos y posteriormente se centrifugaron a
14.000 rpm durante 5 minutos, se tomaron los sobrenadantes, se filtraron a través de un filtro de 0,22
um (CNW, PAIS) para el analisis por HPLC-PDA.

3.1.5 Andlisis HPLC-PDA y cuantificacion de quercetina y metabolitos

Se realiz6 analisis HPLC-PDA para determinar la biotransformacion de quercetina y la produccion de
metabolitos en los sobrenadantes de las muestras, tras la fermentacién in vitro en medio minimo 7NQ.
Para esto, se realiz6é una curva de calibracion a partir de un estandar mixto con quercetina (LGC, EE.
UU) y los metabolitos (LGC, EE. UU) evaluados: acido 3,4-dihidroxibenzoico (acido protocatéquico),
acido Benzoico, acido 3-hidroxifenilacético, acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el &cido 3-(3-
hidroxifenil) propiénico.

La curva de calibracion para la quercetina y los metabolitos evaluados se determin6 en un rango de
concentracion de 0,05 — 0,50 mg/mL. Se preparo inicialmente una solucion estandar mixta pesando 10
mg de quercetina y de cada uno de los metabolitos en microbalanza (Mettler Toledo XP6), llevandolos a
un volumen final de 5 mL con metanol (Merck, Alemania) en balén aforado, para obtener una
concentracion final de 2 mg/mL. Posteriormente se prepararon 6 concentraciones: 0,05, 0,10, 0,15, 0,25,
0,40, 0,50 mg/mL, tomando volimenes especificos de la solucién estandar mixta, llevandolos a un
volumen final de 2 mL con medio minimo 7N en balén aforado. Se realizé el proceso de extraccion de
las muestras para posterior analisis por HPLC-PDA (seccion 3.1.4). Se evalué la linealidad del método
trazando la concentracion (mg/mL) contra la respuesta del detector. Se inyectaron 10 uL de cada
estandar mixto por triplicado, para cada uno de los puntos evaluados. Las curvas de calibracion y las
ecuaciones lineales se realizaron con el software OriginPro 2023b (learning edition).

Todas las muestras fueron analizadas en un equipo DIONEX UltiMate 3000 Photodiode Array Detector
(PDA) — Thermo Scientific del Laboratorio de Cromatografia de la Universidad de la Sabana. EI método
cromatogréfico utilizado fue el descrito por Sankaranarayanan et al., (2021) en donde se sigui6é un
método isocratico para eluir los compuestos utilizando una columna Agilent ZORBAX (5um, 4,6x150
mm) a 30 °C. La fase mdvil binaria consistié en agua HPLC (PanReac, Espafia) con acido acético 0,5%
y acetonitrilo (95:5), con un flujo de 1 mL/min. El volumen de inyeccién fue de 10 pL y el tiempo de corrida
40 minutos. La quercetina y los metabolitos se detectaron a una longitud de onda de 280 nm. La
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cuantificacién de la quercetina residual y de los metabolitos generados en las fermentaciones in vitro, se
realizé a partir de las curvas de calibracion con estandares de concentraciones conocidas de quercetina
y de cada uno de los metabolitos mencionada anteriormente. Los cromatogramas se analizaron en el
Software Chromeleon © Dionex Version 7.2.10.23925. Las gréficas de las cinéticas se elaboraron con
el software OriginPro 2023b (learning edition). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el
Software R v4.0. Para los ensayos de las cepas individuales se ralizé la prueba de Mann-Whitney. Para
los ensayos del consorcio se aplico la prueba de Kruskal-Wallis. El nivel de significancia establecido fue
p < 0,05 para determinar la presencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Se
realizaron comparaciones post hoc por pares mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon.

3.2 Resultados

3.2.1 Pruebade antagonismo

En este caso especifico, se pudo determinar que no existe actividad inhibitoria entre las dos cepas
evaluadas, ya que no se observaron halos de inhibicion alrededor de los discos de agar como se puede
observar en la Figura 3-1 para E. citroniae y en la Figura 3-2 para S. flexneri.

3.2.2 Actividad antimicrobiana del extracto de cacao rico en polifenoles
Se evalué el uso de un extracto de cacao rico en polifenoles que permitiera evidenciar la capacidad de
las cepas aisladas para la biotransformacién de otros flavonoides, determinando que no existe actividad
inhibitoria entre las diferentes concentraciones evaluadas (5,10,15 y 20 mg/disco) frente a E. citroniae
y S. flexneri, ya que no se observaron halos de inhibicion alrededor de los discos de papel como se
puede observar en la Figura 3-3 para E. citroniae y Figura 3-4 para S. flexneri.

Figura 3-1 Método difusion disco de agar para determinar actividad antagonismo entre S. flexneri y Enterocloster citroniae, en medio
anaerobio sélido 11 modificado inoculado con 50 uL de E. citroniae, discos de agar S. flexneri. Dos ensayos independientes cada uno por
triplicado.
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Figura 3-2 Método difusion disco de agar para determinar actividad antagonismo entre y E. citroniae y S. flexneri, en medio anaerobio
sélido 11 inoculado con 50 uL de Shigella flexneri, discos de agar Enterocloster citroniae. Dos ensayos independientes cada uno por
triplicado.

Figura 3-3 Método difusion en agar para determinar capacidad inhibitoria de las diferentes concentraciones del extracto de cacao rico en
polifenoles: 5, 10, 15 y 20 mg/disco frente a E. citroniae, en medio anaerobio sélido 11M. Dos ensayos independientes cada uno por
triplicado
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Figura 3-4 Método difusion en agar para determinar capacidad inhibitoria de las diferentes concentraciones del extracto de cacao rico en
polifenoles: 5, 10, 15y 20 mg/disco frente a S. flexneri en medio anaerobio sélido 11. Dos ensayos independientes cada uno por triplicado

3.2.3 Andlisis por HPLC-PDA para la cuantificacion de quercetina y metabolitos producidos de
la biotransformacién de la quercetina

3.2.1.1 Curva de calibracion quercetinay metabolitos

A partir de la ecuacién obtenida de la curva de calibracién Figura 3-5, se calcularon las concentraciones
de quercetina y de los diferentes metabolitos, expresadas en mg/mL. El coeficiente de correlacion de
Pearson fue superior a 0,98 (Tabla 3-2), probando una fuerte correlacion lineal (Schober & Schwarte,
2018). Los perfiles resultantes, obtenidos mediante andlisis HPLC-PDA para la quercetina y los
metabolitos, junto con sus respectivas estructuras quimicas se describen en el Anexo E.
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Figura 3-5 Curva de calibracion para quercetina y metabolitos. Cada punto se midio por triplicado.

Tabla 3-2 Curva de calibracion para quercetina y metabolitos. Tiempo de retencion. Ecuaciones lineales, y coeficiente de correlacion de

Pearson
Compuesto Tiempo Ecuacién lineal Pearson’sr

retencion

(minutos)
Quercetina 28,9 y=144,52x+1,636 0,99805
Acido Protocatéquico 7,10 y= 83,53x — 5,8069 0,98543
Acido 3-(3-hidroxifenil) propiénico 20,0 y=56,406x — 2,7664 0,99265
Acido Benzoico 22,6 y=33,366x — 1,8231 0,99363
Acido 3-hidroxifenilacético 15,9 y=27,174x — 1,8814 0,98733
Acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) 9,40 y=16,627x -1,1738 0,98402

3.2.1.2 Cuantificacion de quercetina y metabolitos producidos por las cepas de forma individual
y en consorcio

Analizando los resultados obtenidos mediante HPLC-PDA, se observo inicialmente que la concentracion
de quercetina al comienzo de los experimentos no coincidia con la concentracion prevista inicialmente
de 0,25 mg/mL. Esta diferencia podria atribuirse a la limitada solubilidad de la quercetina en agua, lo
gue podria resultar en pérdidas al adherirse a las paredes de los tubos usados en el ensayo. Sin
embargo, fue posible detectar diferentes metabolitos, DOPAC, acido protocatéquico y acido benzoico a
partir de la biotransformacion de quercetina por las cepas aisladas, E. citroniae y S. flexneri, de forma
individual y en consorcio. Se determiné la cinética de biotransformacion de quercetina y la produccion
de metabolitos para estas dos cepas como se observa enla Figura 3-6. En las cuales se puede observar
la biotransformacion completa de quercetina a las 24 horas por parte de estas dos cepas, S. flexneri (A)
y E. citroniae (B), resaltando que existen diferencias estadisticamente significativas en la produccion de
los diferentes metabolitos por estas cepas en los 4 tiempos evaluados segun la prueba de Mann-Whitney
con comparaciones por pares mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon (Anexo F). Sélo para
el metabolito DOPAC a las 72 horas la concentracién producida por las dos cepas no presentd
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diferencias estadisticamente significativas. Adicionalmente en el Anexo G se muestran los perfiles
resultantes de los metabolitos por la biotransformacion de la quercetina obtenidos mediante andlisis

HPLC-PAD para las dos cepas evaluadas.
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Figura 3-6 Cinética de biotransformacion de quercetina en medio liquido anaerobio 7NQ durante 72 horas de incubacion a 37°C en
condiciones de anaerobiosis. A. S. flexneri. B. E. citroniae. Cada punto corresponde a la media del dato y las barras de error +
desviacion estdandar.

Para S. flexneri, se obtuvo que la produccién de los diferentes metabolitos se empieza a detectar a la
hora 12, generando 0,075 mg/mL de DOPAC, el cual alcanza su concentraciébn maxima a las 72horas
con 0,096 mg/mL, mientras que el &cido benzoico y el &cido protocatéquico se mantienenen 0,057 mg/mL
y 0,070 mg/mL respectivamente durante todo el proceso de fermentacion.

Para el caso de E. citroniae, el primer metabolito detectado a las 24 horas fue el acido protocatéquico,
generando 0,047 mg/mL, el cual alcanz6 su concentracion maxima a las 48 horas con 0,070 mg/mL, y
se mantuvo constante durante el resto del tiempo de fermentacion. Posteriormente a las 48 horas, se
detect6 DOPAC, con una concentracion maxima de 0,100 mg/mL, mientras que el acido benzoico se
detecto al final de la fermentacion a las 72 horas, generando 0,050 mg/mL.

Por otro lado, no fue posible detectar la presencia del acido 3-(3-hidroxifenil) propiénico y acido 3-
hidroxifenilacético, por la técnica de HPLC-PDA empleados en este estudio.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de los metabolitos producidos por S. flexneri y E. citroniae
individuales, y en consorcio con las diferentes proporciones iniciales de indculo se muestran en la Tabla
3-3. A partir de los resultados obtenidos de la prueba Kruskal-Wallis con comparaciones por pares
mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon (Anexo H), se logré determinar que existen
diferencias estadisticamente significativas entre las cepas individuales y los diferentes consorcios segun
las proporciones de inéculo inicial evaluadas en la produccion de los tres metabolitos (DOPAC,
acido benzoico, acido protocatéquico) a las 72 horas de fermentacion como se describe en la Tabla 3-
3.
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Tabla 3-3 Concentraciones de metabolitos producidos por S. flexneri y E. citroniae individuales, y en consorcio con las diferentes
proporciones iniciales de indculo evaluadas: consorcio 1: S. flexneri 25% - E. citroniae 75%), consorcio 2: S. flexneri 75% - E. citroniae
25% y consorcio 3: S. flexneri 50%- E. citroniae 50%. Tras 72 horas de fermentacion en medio minimo liquido 7NQ.

Cepa/Consorcio DOPAC Acido Protocatéquico Acido Benzoico
P (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
S. flexneri 0,102 0,112 0,06
E. citroniae 0,092 0,06° 0,05
Consorcio 1 (S. flexneri 25% - E. citroniae 75%) 0,06 P 0,025*P 0,025*
Consorcio 2 (S. flexneri 75% - E. citroniae 25%) 0,082 0,025*° 0,05
Consorcio 3 (S. flexneri 50%- E. citroniae 50%) 0,072 0,05P 0,05

Valores promedio de los dos ensayos independientes cada uno por triplicado. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre
las cepas individuales y los diferentes consorcios evaluadas con p < 0,05 de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis y comparaciones post
hoc por pares mediante la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. (*) 0,025 valores por debajo del limite de deteccion para la técnica
empleada de HPLC-PDA.

Para el caso del metabolito DOPAC, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
entre S. flexneriy el consorcio 1, y E. citroniae con el consorcios 1. Para el caso del &cido protocatéquico,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre las cepas individuales S.
flexneri y E. citroniae, y entre S. flexneri y los consorcios 1, 2 y 3. E. citroniae no mostro diferencias
estadisticamente significativas (p > 0.05) con los consorcios 1, 2 y 3. Finalmente para el acido benzoico,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). Cabe resaltar que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la produccion de estos tres
metabolitos para los tres consorcios evaluadas como se evidencia en la Tabla 3-3.

3.2.1.3 Evaluacion de la capacidad transformadora del consorcio sobre los flavonoides presentes
en el extracto ECRP

Por otro lado, los resultados obtenidos de los ensayos con el extracto de cacao rico en polifenoles a
partir de la técnica empleada de HPLC-PDA, mostré de forma cualitativa, que las cepas E. citroniae y S.
flexneri de forma individual, y en los diferentes consorcios segun las proporciones de in6culo inicial,
presentaron capacidad de transformar otros compuestos polifendlicos presentes en el ERPC, ya que al
comparar los cromatogramas obtenidos tras la fermentacion in vitro del tiempo 0 horas, con el tiempo de
las 72 horas, se observaron diferencias entre las alturas de los picos de los compuestos detectados en
el tiempo 0, diminucién, asi como aparicion de nuevos picos, que permiten sugerir la produccion de nuevos
compuestos fendlicos de bajo peso molecular, por accién del metabolismo de estas bacterias al
metabolizar el extracto de cacao rico en polifenoles. Los resultados se encuentran descritos en el Anexo
I. Adicionalmente al comparar los cromatogramas entre las cepas de forma individual y en consorcio se
lograron identificar diferencias en la biobiotransformacién de compuestos polifendlicos.

3.3 Discusioén

Considerando que el éxito de un consorcio entre diferentes microorganismos depende de la capacidad
individual de cada uno de estos y de sus interacciones mutuas (Bhatia et al., 2018), se inici6 evaluando
la presencia de actividad inhibitoria entre las dos cepas aisladas. Para ello, se implementé el método de
difusion de disco de agar, una técnica ampliamente utilizada para descartar el antagonismo entre dos
microorganismos (Balouiri et al., 2016) el cual ha sido reportado anteriormente, como un método eficiente
para la seleccion de cepas bacterianas candidatas para disefiar consorcios artificiales (Mahmoud et al.,
2022). Este método permite determinar si alguno de los microorganismos secreta moléculas que se
difunden desde el disco de agar hacia el medio. La actividad antimicrobiana, en casode existir, se
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evidenciaria por la aparicion de zonas de inhibicion alrededor del disco de agar (Balouiri etal., 2016). Por
lo cual, al no obtener resultados negativos de interaccion antagonica entre las cepas se condujo a su
seleccion para el disefio de un consorcio artificial con capacidad de transformar flavonoides.

Por otro lado, mediante la técnica empleada de HPLC-PDA, se lograron identificar DOPAC, acido
protocaeqcuico y acido benzoico, resultantes de la biotransformacion de la quercetina tanto por las
cepas S. flexneri y E. citroniae de forma individual y en los diferentes consorcions evaluados, lo cual
coincide con reportes en literatura, sobre la biotransformacion de quercetina por diferentes bacterias,
en donde el DOPAC es uno de los metabolitos mas generado, junto con el acido protocatequiico y el
acido benzoico (Tralma et al., 2017; Makarewicz et al., 2021; Uyanga et al., 2021). Sin embargo, no fue
posible detectar el acido 3-(3-hidroxifenil) propidénico y el acido 3-hidroxifenilacético, lo cual se puede
deber a que las cepas carecen de la capacidad metabdlica para producir estos compuestos, 0 que los
niveles producidos estaban por debajo del limite de deteccion de la técnica HPLC-PDA empleada en
este estudio.

Adicionalmente, se determinaron las cinéticas de biotransformacion de quercetina y la produccion de
metabolitos para estas dos cepas, como se expuso previamente. Cabe destacar que, en condiciones de
cultivo, se observé un mayor crecimiento de S. flexneri en comparacion con E. citroniae, tal como se
evidencia en la Figura 2-18 y Figura 2-19. Sin embargo, E. Citroniae, fue capaz de biotransformar la
quercetina mucho mas rapido, tomandole 12 horas, mientras que S. flexneri requirié de 24 horas. Lo
cual, permiten inferir que las rutas de biotransformacion de la quercetina de las dos cepas aisladas
puedan ser similares, ya que se generan los mismos metabolitos, pero puedan existir algunas
modificaciones debido a que se generan en tiempos diferentes (Anexo J). Lo anterior coincide con un
estudio realizado por Sankaranarayanan et al., (2021), en el cual se evalu6 la capacidad de
biotransformacion de quercetina por dos bacterias en forma individual, Bacillus glycinifermentansy F.
plautii, reportando que B. glycinifermentans completé la biotransformacion total de quercetina a las 48
horas, generando &cido 2,4,6-trihidroxibenzoico y &cido 3,4-dihidroxibenzoico; en contraste, F. plautii
logré biotransformar la totalidad de la quercetina a las 12 horas, generando DOPAC.

El estudio anteriormente mencionado, reporté la produccion de 0,20 mg/mL de DOPAC a partir de una
concentracion de quercetina de 75 ug/mL, a las 12 horas, lo que equivale a 0,27 mg DOPAC producidos
por 1 mg quercetina, cantidad cercana a la obtenida en este estudio para S. flexneri a las 12 horas de
fermentacion, que fue de 0,28 mg DOPAC producidos por 1 mg de quercetina y a las 72 horas una
concentracion final de 0,4mg DOPAC por 1 mg de quercetina. Para el caso de E. citroniae este metabolito
se empez0 a detectar a las 48 horas con una produccion final de 0,4 mg DOPAC por 1 mg de quercetina
a las 72 horas. Respecto a los consorcios, solo el consorcio 1 produjo una menor cantidad de DOPAC,
con 0,24 mg de DOPAC por 1 mg de quercetina, en comparacion con lo reportado por Sankaranarayanan
et al., (2021), los Consorcios 2 y 3 produjeron 0,32 mg y 0,28 mg de DOPAC por 1 mg de quercetina,
respectivamente, demostrando la eficacia de las cepas individualmente y en un consorcio para la
produccién de DOPAC a partir de la biotransformacién de quercetina.

Este estudio consideré la proporcion de inéculo inicial en el disefio del consorcio artificial microbiano,
debido a que es una variable crucial en el desarrollo de consorcios microbianos, evita el agotamiento de
las fuentes de energia y previene la dominancia de un microorganismo sobre otro (Bhatia et al., 2018).
Por ejemplo, un estudio realizado por Gao et al., (2021) investigé el impacto de la proporcion de
inoculacion inicial en consorcios artificiales con E. coli y Pseudomonas putida, mostrando que
proporciones de 1:1 y 1000:1 exhibieron una mayor capacidad sinérgica para metabolizar fuentes de
carbono en comparacién con la proporcioén de 1:1000.

Aungue se esperaba que en alguna de las proporciones evaluadas se viera un efecto sinérgico, se sabe
gue las interacciones entre especies microbianas son diversas y dindmicas (Gao et al., 2021). La relacion
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entre estas dos cepas podria ser mas compleja y no reflejarse completamente en los tiempos evaluados
durante este estudio. Por lo cual Seria pertinente realizar evaluaciones a intervalos temporales mas
reducidos, como por ejemplo adicionar la hora 6, con el fin de determinar los eventos que ocurren en las
primeras 12 horas de fermentacion, empleando cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
espectrofotometria de masas (LC-MS) para determinar la presencia de posibles intermediarios no
detectados por la técnica empleada de HPLC-PDA utilizada en este estudio. Se ha descrito que la
colaboracién entre organismos puede aumentar la productividad, ya que permite que las reacciones
metabdlicas con varios pasos se realicen de manera mas eficiente que si fueran llevadas a cabo por un
solo organismo (Bhatia et al., 2018), por lo cual podria estarse consumiendo la quercetina mas rapido,
y esto sumado a la activacion de vias metabdlicas silenciosas que no se expresan en monocultivos
(Netzker et al., 2018), pueden producir otros metabolitos intermediarios de la biotransformacion de la
guercetina.

No obstante, al no encontrar diferencias significativas en la produccion de metabolitos a las 72 horas
entre las proporciones de inéculo inicial, también puede deberse a que las condiciones empleadas
favorecieron un equilibrio entre las dos cepas, permitiendo obtener un rendimiento similar en las tres
mezclas analizadas.

Hasta donde sabemos, esta es el primer estudio de un consorcio artificial microbiano con capacidad de
biotransformar flavonoides, a partir del co-cultivo de dos cepas que demostraron capacidad de
transformar quercetina (E. citroniae y S. flexneri), teniendo en cuenta el efecto de las proporciones
iniciales de inéculo, ya que los reportes que se encuentran en la literatura sobre la biotransformacion de
guercetina en co-cultivos, se han realizado a partir del co-cultivo de transformadores de fibra dietaria
Bacteroides thetaiotaomicron y transformador de flavonoides E. ramulus, a partir de una suspension
celular con numero equivalentes para ambos microorganismos (Rodriguez-Castafio et al., 2019)
generando DOPAC y AGCC.

Posteriormente, se evalué el uso de un extracto de cacao rico en polifenoles que permitiera evidenciar
la capacidad de las cepas aisladas para transformar otros tipos de flavonoides, ya que se ha comprobado
gue diversas bacterias de la microbiota intestinal humana pueden degradar distintos compuestos
polifendlicos debido a sus estructuras similares (G. Yang et al., 2021). Un ejemplo es E. ramulus que
puede descomponer flavonoles como quercetina y flavonas como la luteolina (Braune et al., 2001), y
otro caso es el de F. plautii que es reconocida por transformar varios flavonoides, como quercetina,
taxifolina y luteolina (Schoefer et al., 2003). Para esto, se us6 el método de difusion en agar que permitié
asegurar que el extracto de cacao rico en polifenoles no presentara actividad antimicrobiana frente a las
cepas evaluadas. Estos hallazgos coinciden con estudios previos que han demostrado que los
polifenoles del cacao tienen un efecto positivo al mejorar el crecimiento de bacterias intestinales
beneficiosas como Lactobacillus y Bifidobacteriurm, mientras reducen especies patégenas como
Clostridium perfringens (Ma & Chen, 2020b). Lo que también coincide con un estudio realizadopor M.
Peng et al., (2015), donde se evidencié el efecto prebiético al usar un polvo de cacao (3%) en condiciones
in vitro el cual estimulo el crecimiento de microorganismos como L. casei, L. rhamnosus y L. plantarum.
Teniendo como referencia estos resultados, se seleccionoé el extracto de cacao rico en polifenoles como
sustrato para el disefio de un consorcio artificial con capacidad para transformar diversos compuestos
polifendlicos. Se evaluo la capacidad de las dos cepas aisladas, E. citroniae y S. flexneri, de forma
individual y en consorcio para transformar otros compuestos polifendlicos presentes en un extracto de
cacao rico en polifenoles, encontrando, de manera cualitativa, que estas dos cepas demanera individual
y en consorcio artificial tienen la capacidad de transformar otros compuestos polifendlicos distintos a la
guercetina (Anexo I). Sin embargo, para poder determinar especificamente que compuesto polifenélico
de los presentes en el extracto de cacao rico en polifenoles esta siendo biotransformando, y en que

compuesto fendlico de bajo peso molecular se esta convirtiendo se requiere realizar un analisis de LC-
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MS gque permita identificar y cuantifica los diferentescompuestos fendlicos de bajo peso molecular que
no pudieron ser detectados por la técnica empleada de HPLC-PDA.

3.4 Conclusiones

Las cinéticas de crecimiento y la produccién de metabolitos en diferentes tiempos por parte de E.
citroniae y S. flexneri, permite sugerir que existe algunas modificaciones en las vias metabdlicas
asociadas a la biotransformacién de quercetina por parte de estos dos microorganismos.

En este estudio se logré establecer que el consorcio artificial microbiano no es méas efectivo en la
biotransformacién de flavonoides al compararlo con la capacidad de las cepas de forma individuales.
Adicionalmente la variacion en las proporciones iniciales del indculo utilizadas en este estudio para el
consorcio artificial microbiano no fue una variable que influyera en la eficiencia del proceso de
biotransformacion de flavonoides.

El uso del extracto de cacao rico en polifenoles como sustrato de flavonoides, permiti6 comprobar la
capacidad de las cepas aisladas E. citroniae y S. flexneri para biotransformar otro tipo de compuestos
polifenélicos distintos a la quercetina.
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4 Perspectivas y Trabajos futuros

Este estudio proporcioné informacion valiosa sobre el aislamiento y la identificacion de dos cepas de la
microbiota intestinal humana colombiana, con capacidad de biotransformar distintos flavonoides, que
permitirian realizar futuros estudios para ampliar la informacion no solo sobre las rutas de degradacion
anaer@bica, sino también los intermediarios y las enzimas involucradas en este proceso de
metabolizacién de compuestos polifendlicos.

Adicionalmente, la identificacion de diferentes compuestos fendlicos de bajo peso molecular, como
resultado de la biotransformacion de quercetina y otros polifenoles presentes en el extracto de cacao
rico en polifenoles, ofrece nuevas perspectivas para su estudio. Futuras investigaciones permitirian
evaluar el potencial de estos metabolitos, sobre condiciones especificas, y determinar si presentan
efectos mejorados en comparacion con el compuesto original. Esta area de investigacion permitiria abrir
nuevas oportunidades para desarrollar estrategias mas eficientes en el tratamiento de diversas
afecciones sobre la salud humana, aprovechando las propiedades beneficiosas de los polifenoles
biotransformados.

Finalmente, se podrian realizar estudios complementarios basados en las cuatro estrategias de
aislamiento desarrolladas durante este estudio, para investigar la capacidad de biotransformar
flavonoides a partir de microorganismos aislados de dietas veganas y no veganas. Estos estudios
podrian permitir determinar si la dieta influye directamente en el aislamiento de este tipo de
microorganismos, proporcionando una comprension mas profunda de las relaciones entre la
alimentacioén y la biotransformacién de flavonoides.
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Anexos

6 ANEXOS

Anexo A. Medios de cultivo y soluciones.

Medio Liquido 7N (2X) 500mL.
Adicionar todos los reactivos en 450 mL agua destilada

REACTIVO REFERENCIA CANTIDAD
MOPS Acido SIGMA M1254-250G 10,59
Hidroxido de potasio MERCK-105033.0500 1,79
Resazurina sodium salt@ SIGMA-R7017-1G 2mL
Trisina SIGMA-T0377-25G 0,36 g
Tween 80 @ - 1mL
Acetato de sodio NaC,H;0,*3H,0 MERCK 106268.0250 1,649
Cloruro de sodio NaCL MERCK 106404.1000 1,29
Cloruro de amonio NH.,CL MERCK 101145.1000 0,759
Sulfato de potasio K,S0,TA - 0,5 mL
Cloruro de magnesio MgCl,*6H,0 TA - 0,5 mL
Cloruro de calcio cacCl,*2H,0 TA - 0,5 mL
Carbonato de sodio NaHCO; LOBA Chemie 05810 1,68 g
Fosfato dipotasico K.HPO, Panreac 131509.1211 0,14 g
Vitamina K3 @ - 0,1 mL
Histidina-Hematina@® - 0,5mL
Ajustar pH 7.2 - -

Solucion Sulfato de hierro Il FeS0.#7H.0@ - 2mL
Mix de vitaminas @ - 10 mL
L-Cisteina Liquida 5% TA CDH 037218 20 ml

® : Refrigeracién. TA: Temperatura Ambiente.

Aforar a 500 mL y Filtrar.

Nota: Para Filtrar hacer uso de un filtro de 0.22 um en un embudo de filtracion. Todo el sistema (embudo vy filtro)
debe esterilizarse previamente a 121°C x 20 minutos en autoclave.

Medio liquido 11 (2X) 500mL.
Adicionar todos los reactivos en 450 mL agua destilada

REACTIVO REFERENCIA CANTIDAD
MOPS Acido SIGMA M1254-250G 10,59
Hidroxido de potasio MERCK-105033.0500 1,79
Resazurina sodium salt@ SIGMA-R7017-1G 2mL
Trisina SIGMA-T0377-25G 0,36 g
Tween 80@ - 1mL
Acetato de sodio NaC,H;0,*3H,0 MERCK 106268.0250 1,64 g
Cloruro de sodio NaCL MERCK 106404.1000 12g
Cloruro de amonio NH,CL MERCK 101145.1000 0,759
Sulfato de potasio K,S0,TA - 0,5mL
Cloruro de magnesio MgCl,*6H,0 TA - 0,5 mL
Cloruro de calcio caCl,*2H,0 TA - 0,5mL
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Carbonato de sodio NaHCO; LOBA Chemie 05810 1,68 ¢
Fosfato dipotasico K.HPO, Panreac 131509.1211 0,14 g
Vitamina K3 @ - 0,1 mL
Histidina-Hematina@® - 0,5mL
Triptona OXOID 209
Extracto de Levadura OXOID 10g
Extracto de Carne HIMEDIA 10g
Ajustar pH 7.2 - -

Solucién Sulfato de hierro Il FeS0.7H,0@ - 2mL
Mix de vitaminas@ - 10 mL
L-Cisteina Liquida 5% TA CDH 037218 20 ml

e : Refrigeracion. TA: Temperatura Ambiente.

Aforar a 500 mL y Filtrar.

Nota: Para Filtrar hacer uso de un filtro de 0.22 pm en un embudo de filtracién. Todo el sistema (embudo vy filtro)
debe esterilizarse previamente a 121°C x 20 minutos en autoclave.

Medio liquido 11M (modificado) (2X) 500mL.

Adicionar todos los reactivos en 450 mL agua destilada

REACTIVO REFERENCIA CANTIDAD
MOPS Acido SIGMA M1254-250G 105¢g
Hidréxido de potasio MERCK-105033.0500 1,79
Resazurina sodium salt@ SIGMA-R7017-1G 2mL
Trisina SIGMA-T0377-25G 0,36 g
Tween 80@ - 1mL
Acetato de sodio NaC,H;0,*3H,0 MERCK 106268.0250 1,64 g
Cloruro de sodio NaCL MERCK 106404.1000 129
Cloruro de amonio NH,CL MERCK 101145.1000 0,759
Sulfato de potasio K,SO,TA - 0,5mL
Cloruro de magnesio MgCl,*6H,0 TA - 0,5mL
Cloruro de calcio cacCl,*2H,0 TA - 0,5mL
Carbonato de sodio NaHCO; LOBA Chemie 05810 1,689
Fosfato dipotasico K,HPO, Panreac 131509.1211 0,14 ¢
Vitamina K3 @ - 0,1 mL
Histidina-Hematina@® - 0,5mL
Triptona OXOID 109
Extracto de Levadura OXOID 59
Extracto de Carne HIMEDIA 59
Galactosa Panreac 10g
Ajustar pH 7.2 - -
Solucion Sulfato de hierro 1l Feso,7H.0@ - 2mL
Mix de vitaminas @ - 10 mL
L-Cisteina Liquida 5% TA CDH 037218 20 ml

| X Refrigeracion. TA: Temperatura Ambiente.

Aforar a 500 mL y Filtrar.
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Nota: Para Filtrar hacer uso de un filtro de 0.22 um en un embudo de filtracién. Todo el sistema (embudo vy filtro)
debe esterilizarse previamente a 121°C x 20 minutos en autoclave.

6.2 Medios de cultivo comercial 1/10
6.3 Agar Plate Count (PC)

6.4 Agar Nutritivo (N)

6.5 Agar Tripticasa Soya (TS)

6.6 Agar Infusion cerebro corazon (BHI)
6.7 Agar OatMeal (OM)

6.8 Agar Extracto de Malta (EM)

6.9 Agar Luria-Bertani (LB)

6.10 Agar Bacteriol6gico

Para la preparacion de los diferentes medios de cultivos comerciales, se deben seguir las
especificaciones dadas por el fabricante; y se prepararan en una concentraciéon 1/10 usando como medio
base medio minimo 7N (1X) con quercetina (0,25 mg/mL) y Agar (3X).

Nota:
Esterilizar la quercetina a 121°C x 20 minutos en autoclave.
El medio minimo 7N con L-cisteina 5%, se debera filtrar haciendo uso de un filtro de 0.22 um en un embudo
defiltracion. Todo el sistema (embudo vy filtro) debe esterilizarse previamente a 121°C por 20 minutos en autoclave.
Los demas componentes: Agar BHI, agar bacteriol6gico y agua se esterilizan en autoclave a 121°C por 20
minutos.
Posterior a la filtracion y esterilizacion se adicionara la cantidad de quercetina estéril respectiva al medio minimo
7N requerido. Finalmente adicionar la cantidad de medio minimo 7N mas quercetina en el frasco que contiene los
deméscomponentes para el medio de cultivo comercial, mantener en agitacién constante con calefaccién y
dispensar.

Soluciones

6.11 L-Cisteinaliquida al 5%: Pesar 1 g L-Cisteina, 80 uL de resazurina y llevar a un volumen de 20
mL con agua destilada en bal6n aforado, homogenizar, usando agitador magnético y transferir la
solucion L-Cisteina 5% a un frasco anaerobio, tapar con tapén de caucho y tapon de aluminio,
sellarlo con agrafador y gasear por 2 minutos aproximadamente. Esterilizar en autoclave a 121°C
a 20 psi por 20 minutos.

6.12 Quercetina 0,25 mg/mL: Para preparar una solucion stock de 20 mL a una concentracion de
2mg/mL, pesar 0,4 mg de quercetina (97%p/p) y llevar a un volumen de 20 mL con agua destilada
en balon aforado, homogenizar, usando agitador magnético por aproximadamente 30 minutos y
transferir la solucidén stock de quercetina a un frasco limpio y seco. Esterilizar en autoclave a
121°C a 20 psi por 20 minutos.
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Anexo B.

Medio de cultivo 11 con quercetina — Microorganismo transformador vs no transformador de quercetina.

Halo tras la biotransformacion de quercetina en medio 11 de A. una bacteria que se reconoce por tener
la capacidad de transformar quercetina, F. plautii versus B. una bacteria sin capacidad de transformar
esteflavonoide Imagen cedida por Gina Rodriguez Castafio 2020.
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Anexo C.

Descripcion microscopica por coloracion de Gram de los 11 morfotipos aislados con potencial de
biotransformacion de quercetina. A partir de las muestras C y G. Estrategia Ill: Diluciones sucesivas en
medio liquido 7NQa partir de la segunda estrategia de aislamiento

muestras G en caldo BHI (1-6). 1-5: Bacilos Gram positivos cortos y pequefios. 6. Cocobacilos Gram positivos pequefios. Muestra C en caldo
LB (7-11). 7: Bacilos Gram positivos largos pequefios. 8: Bacilos Gram positivos cortos en forma de bloques. 9. Bacilos Gram positivos
largos. 10. Coco bacilos Gram positivos cortos. 11. Bacilos Gram positivos cortos gruesos. Fotos tomadas al microscopio en objetivo 100x.
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Anexos

Anexo E. Cromatograma de los perfiles resultantes de los metabolitos por la biotransformacion de quercetina,
metabolitos y sus estructuras quimicas.

mAU

12 - DOPAC - 9,027 14 - Acido benzbico - 22,667
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——
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Perfil cromatogréafico (HPLC-PDA) a 280nm. Metabolitos producidos por biotransformacion de quercetina A. S. flexneri B. E. citroniae y
metabolitos: &cido protocatéquico, DOPAC, y acido Benzoico. Chromeleon © Dionex Version 7.2.10.23925
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Anexo F. Prueba de Mann-Whitney para la biotransformacidn de quercetinay produccion de metabolitos
(DOPAC, &cido benzoico, acido protocatéquico).

DOPAC
Prueba de Manhn-whithey para el tiempo 12 horas:

wWilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.002778
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0
Prueba de Mann-Whitney para el tiempo 24 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.002778
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O
Prueba de Mann-whitney para el tiempo 48 horas:

wWilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 0, p-value = 0.005075
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

Prueba de Mann-whitney para el tiempo 72 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: subset_data$cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 14, p-value = 0.5752
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

Tiempo Estadistico_W P_valor Conclusion
12 horas 36 0.002778 Rechazar HO
24 horas 36 0.002778 Rechazar HO
48 horas 0 0.005075 Rechazar HO
72 horas 14 0.575200 No Rechazar HO

76



Anexos

Acido Protocatéquico
Prueba de Mann-wWhitney para el tiempo 12 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.002515
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O
Prueba de Mann-whitney para el tiempo 24 horas:

wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.004551
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O
Prueba de Mann-whitney para el tiempo 48 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.004337
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0
Prueba de Mann-whitney para el tiempo 72 horas:

wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: suhset data%cena A and subhset data$cena R
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B

W = 36, p-value = 0.004772
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

Tieﬁpo EstadisEico_w_'P_va1or ‘Conclusion

1 12 horas 36 0.002515 Rechazar HO
2 24 horas 36 0.004551 Rechazar HO
3 48 horas 36 0.004337 Rechazar HO
4 72 horas 36 0.004772 Rechazar HO
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Acido Benzoico
Prueba de Mann-whitney para el tiempo 12 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.003665
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O
Prueba de Mann-whitney para el tiempo 24 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.003665
alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0
Prueba de Mann-whithey para el tiempo 48 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.002778
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

Prueba de Mann-Whitney para el tiempo 72 horas:

Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: subset_data$Cepa_A and subset_data$Cepa_B
W = 36, p-value = 0.004998
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

Tieﬁpo Estadisticb_w P_valor Conclusion

1 12 horas 36 0.003665 Rechazar HO
2 24 horas 36 0.003665 Rechazar HO
3 48 horas 36 0.002778 Rechazar HO

4 72 horas 36 0.004998 Rechazar HO
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Anexo G. Cromatograma de los perfiles obtenidos para la quercetina, metabolitos y sus estructuras quimicas.
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Perfil cromatogréafico (HPLC-PDA) a 280nm. Quercetina y metabolitos: 4cido protocatéquico, DOPAC, acido 3-hidroxifenilacético, acido
3-(3-hidroxifenil) propidnico y &cido Benzoico. Fuente de estructuras quimicas de los compuestos: Kamiloglu et al., (2020) Marin et al.,
(2015). Stahli et al., 2023) Lucaet al., (2020).Chromeleon © Dionex Version 7.2.10.23925
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Anexo H. Resultados prueba Kruskal-Wallis y comparaciones post hoc por pares mediante la prueba de suma
de rangos de Wilcoxon, para las mezclas del consorcio evaluado (DOPAC, acido benzoico, acido
protocatéquico).

tt11: S. flexneri. tt12: E. citroniae. tt13: S. flexneri 25% - E. citroniae 75% tt14: S. flexneri 75% E. citroniae 25%
tt15: S. flexneri 50% - E. citroniae 50%

Metabolito DOPAC

72 hrs
Tratamiento count mean sd median IQR
tt11 6 0.0958030111¢0.0128155396¢0.0912160943(0.0103295844 108979
tt12 6 0.0946983821:0.0051306361(0.0940728934¢0.00469417212966861
tt13 6 0.0581739540°0.02602508810.0720995970:0.0353246977807181
tt14 6 0.076324402070.0252059557° 0.086585072470.00386118963132252
tt15 6 0.0672505563:0.0327396056:0.0875804414{0.0477066668671438

Kruskal-Wallis rank sum test

data: DOPAC_mgXmL by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 16.795, df = 4, p-value = 9.002118

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum exact test
data: pruebaCero$DOPAC_mgXmL and pruebaCero$Tratamiento
tt1l ttl2 ttl13 tti4
ttl2 0.654 - - -
ttl13 0.023 0.023 - -
ttl4 ©6.108 ©.029 ©.085 -
ttl5 0.247 ©.050 0.273 0.809

P value adjustment method: BH

Metabolito: acido benzoico.

72 hrs
Tratamiento count mean sd median IQR
tt11 6 0.056599532458191 0.0002400196454225 0.0566609722471978 0.000118383983695951
tt12 6 0.050238516254071 0.0123644748001739 0.0552508541629203 3,45E+09
tt13 6 0.03143494375512 0.0157623287235531 0.025 0
tt14 6 0.0463340925892625 0.0165348791968249 0.0565291014805491 0.0242586015704609

tt15

6 0.045800615396911

Kruskal-wallis rank sum test

data: AB_mgXmL by Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 9.7857, df = 4, p-value = ©.0456%

0.0161134584460902

0.0560330875741773

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: pruebaCero$AB_mgXmL and pruebaCero$Tratamiento

ttll tt12 tt13 tti14

ttl2 e.e50 -
ttl3 ©.186 ©.310 -

ttl14 1.000 ©.368 0.368 -
tt15 ©.0664 ©.368 0.368 0.411

P value adjustment method: BH

0.0233879548042918
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Metabolito: 4cido protocatéquico

72 hrs
Tratamiento count mean sd median IQR
tt11 6 0.0708102877209785 0.000138157103446019 0.0708631629354722 0.000187357835508148
tt12 6 0.0702362424677761 0.000206855246880852 0.0702508080929008 0.000290913444271471
tt13 6 0.025 0 0.025 0
tt14 6 0.025 0 0.025 0
tt15 6 0.0477500099764556 0.024921392152816 0.0477358434095534 0.0455022147731354

Kruskal-Wallis rank sum test

data: AP_mgXmL by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 23.573, df = 4, p-value = 9.724e-65

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum exact test
data: pruebaCero$AP_mgXmL and pruebaCero$Tratamiento

ttll tti12 ttis ttl4

ttl2 9.0050 - = =
ttl3 ©.0050 9.0050 - =
ttl4 ©.0050 9.0050 - =
ttl5 9.0072 ©.9357 0.0833 0.0833

P value adjustment method: BH
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Anexo |. Cromatograma de los perfiles obtenidos en la biotransformacién de compuestos polifendlicos

presentes en el extracto de cacao rico en polifenoles
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Perfil cromatogréafico (HPLC-PDA) a 280nm. Extracto cacao rico en polifenoles. Comparacion tiempo 0 horas vs 72 horas de fermentacion
in vitro para la Cepa A: S. flexneri. Recuadro azul: compuesto no detectado al inicio de la fermentacion hora 0. Recuadros verdes: Nuevos
compuestos detectados a las 72 horas de fermentacién. Recuadro naranja: no se evidencio cambio en el compuesto detectado entre el
inicio hora O y el final de la fermentacion hora 72. Chromeleon © Dionex Version 7.2.10.23925
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Perfil cromatografico (HPLC-PDA) a 280nm. Extracto cacao rico en polifenoles. Comparacion tiempo 0 horas vs 72 horas de fermentacion
in vitro para la Cepa B: E. citroniae. Comparacion tiempo 0 horas vs 72 horas de fermentacién in vitro. Recuadro azul: compuesto no
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de fermentacion. Chromeleon © Dionex Version 7.2.10.23925. Chromeleon © Dionex Version 7.2.10.23925.
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Anexo J. Posible ruta de biotransformacion de quercetina por las cepas aisladas.

HO
—> HOOC

"'OOC Phenylacetic acid
2-Hydroxyphenylacetic

acid /

“““ >3- Hvdroxwhenvlacellc 4-Hydroxyphenylaceuc
acid acid

QUERCETINE ,'
OH
H OH
OH ) OH
OH ——3  HOOC \ %
D HOOC Protocatechuic acid
HO 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid \L -
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)- DOPAC OH
propionic acid
Benzoic acid
HOOC
4-Hydroxybenzoic
acid
HO HOO
3-(4-Hydroxyphenyl)-  3-(3-Hydroxyphenyl)- rlq
propionic acid propionic acid HOOC
HOOC WL
3-Methoxy-4-hydroxy- Hioouric acid ©
phenylacetic acid PPu

Fuente adaptado de: Duda-Chodak et al.,(2015); Jaganath et al., (2006). En rojo se resaltan los metabolitos generados por las cepas
aisladas y detectadas por la técnica empleada de HPLC-PDA en este estudio.
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