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Resumen

RESUMEN

En este estudio se biotransformaron acidos hidroxicinamicos presentes en un
subproducto agricola mexicano como lo es la pulpa de café. Para llevar a cabo
este estudio, se usaron mohos de la coleccion fangica de la Universidad
Autonoma Metropolitana Iztapalapa (UAMI) y de el Institut de Recherche pour
le Développement (IRD). Estas cepas fueron aisladas de las zonas cafetaleras

de Veracruz y Chiapas (Roussos et al., 1989).

Para el desarrollo de este trabajo, se tom6 como via de referencia la via del
acido fenilpropendico que es una via del metabolismo secundario (Verpoorte,
2000).

Se encontré que las cepas aisladas del nicho biologico del café presentaron
capacidad para biotransformar los acidos hidroxicinamicos. De lasl9 cepas
estudiadas, soOlo 8 cepas mostraron actividad, 7 del género Aspergillus y 1 del
género Penicilium. Ninguna de estas 8 cepas, silvestre o modificadas
mostraron la capacidad de biodegradar todos los sustratos con respecto a la
via de referencia hasta vainillina. Las cepas de hongos filamentosos utilizadas
mostraron diferentes capacidades enziméticas para biotransformar &cidos
hidroxicinamicos en los intermediarios de esta via, ademas que se obtuvieron

otras moléculas interesantes (como el 4-vinilguayacol).

Se comparo la biotransformacion en cultivo liquido y solido con el acido p-
cumarico y ferdlico. Se encontré6 que el cultivo sélido mostré6 ser una
herramienta interesante en el proceso de biotransformacion del &cido ferulico
ya que en la produccion del 4-vinilguayacol la produccion fue de casi el doble
al comparar con el cultivo liquido. Con el cultivo sdlido, también se observo una
generacion de productos diferente, en el caso de la biotransformacion del acido

ferulico y p-cumarico.

Los estudios enzimaticos de la enzima ferulico descarboxilasa del extracto de
A. niger DAR 2, mostraron que la enzima es intracelular con un pH y

temperatura 6ptima de 6 y 40°C, respectivamente y que posiblemente es una

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 11



Resumen

enzima con un peso molecular aproximado de 91kDA. Este ultimo dato debera

confirmarse posteriormente.

En el caso de la biotransformacion del acido clorogénico en cultivo liquido, se
encontré que A. niger C23308 produjo 400 mg/l de acido caféico y 24 mg/l de
acido protocatecoico a las 36 h de biotransformaciéon. Ambos productos
reconocidos por su capacidad antioxidante. Por lo que podria ser aplicado en la
pulpa de café, ya que la concentracion del acido clorogénico en este

subproducto es de 3097 mg/kg.

La biotransformacién del acido p-cumarico en cultivo liquido por A. tamarii
V12307 con medio de cultivo A (altas concentraciones de azlcares), muestra
gue posiblemente el mecanismo de reaccidén es por medio de la degradacién
de la cadena propendica para la formacion del acido p-hidroxibenzéico. A.
tamarii mostrd una productividad de 5 mg/l h de acido p-hidroxibenzébico de 2.5

veces mayor, comparada a la de P. variotii de 2 mg/l h (Sachan et al., 2006)

La misma cepa A. tamarii en cultivo liquido y medio de cultivo B (bajas
concentraciones de azlcar), muestra la capacidad de generar el acido caféico
como se establece en la via de referencia. Esta reaccion de biotransformacion
sugiere la presencia de la enzima 4-cumarato-3-hidroxilasa en el
microorganismo. La productividad alcanzada con esta cepa fue de 144 mg/ | d,
9 veces mayor que la obtenida con P. cinnabarinus de 16 mg/ | d (Estrada-
Alvarado et al., 2003).

En cultivo sdlido, A. tamarii V12307, biotransforma el acido p-cumarico con
rendimientos de 56% y 24%, con medio de cultivo A y B. en diversos
compuestos, con medio A, s6lo se produce un compuesto. Los productos

obtenidos por cultivo sélido deberan ser identificados posteriormente.

A. niger C17309 en cultivo liquido biotransforma el acido p-cumarico en
intermediarios del hidroxibenzoato, generando compuestos de alto valor

agregado como el 4-hidroxibenzaldehido, el metil-4- hidroxibenzoato, la

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 12



Resumen

hidroquinona y el 4-propilfenolen en una proporcion de 2.47%, 0.54%, 10.6%,
0.65%, respectivamente. La presencia de estos compuestos sugiere que las

reacciones se dan a nivel de la cadena propendica y no en el anillo aromatico.

El acido ferulico en cultivo liquido es biotransformado por A. niger C28B25 por
la via de la degradacion de la cadena propendica en &cido vainillinico. Ademas,
se observo una productividad en términos de mg/ | d de 3 veces mayor con A.
niger C28B25 que la reportada con P. variotii MTCC 6581 (Ghosh et al., 2006)

La biotransformacion del acido ferulico en 4-vinilguayacol por A. niger DAR 2,

se efectua preferencialmente por la descarboxilacion no oxidativa.

El cultivo sélido mostr6 ser una herramienta interesante en el proceso de
biotransformacién del acido ferulico en 4-vinilguayacol que tiene un valor de 40
veces mayor que el acido ferulico y que es ampliamente utilizado en la industria
alimentaria y farmacéutica. En cultivo solido la produccién fue de casi el doble
de 4 vinilguayacol que en cultivo liquido en una tercera parte del tiempo,
también se observo una generacién de productos diferente, ya que la cepa
silvestre C28B25 en cultivo solido biodegrado el acido feralico en acido caféico,

mientras que en cultivo liquido no se observé este producto.

Un exceso de azucares en el medio de cultivo puede inhibir de alguna manera
la generacion de productos y no solo la presencia de azucares de facil
asimilacion, como ya estaba reportado (Ander et al., 1980; Lesage Meesen et
al., 1997).)

En la via de biotransformacién del acido feralico en cultivo sélido y liquido se
presentan reacciones principalmente a nivel de la cadena propendica, a
excepcion del cultivo solido con la cepa silvestre C28B25, donde se observo

una desmetilacion del anillo.

El estudio de la purificaciéon de la enzima ferulico descarboxilasa a partir del

extracto de A. niger DAR 2, mostrd que la enzima es intracelular con un pH 'y

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 13
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temperatura 6ptima de 6 y 40°C, respectivamente y que posiblemente es una
enzima con un peso molecular aproximado de 91kDA. Este ultimo dato debera

confirmarse posteriormente.

Los sistemas de biotransformacién estudiados, podrian ser aplicados a la pulpa
de café y también a otros subproductos agroindustriales con cantidades
interesantes de acidos hidroxicinamicos, para la obtencion de antioxidantes y
precursores de aromas naturales por haber sido obtenidos mediante procesos

de biotransformacion.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 14



Abstract

ABSTRACT

In this study hydroxycinnamic acids were biotransformed. These acids are
present in mexican agricultural by-products such as coffee pulp. In order to fulfill
this study, moulds from the Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa
(UAMI) and from the Institut de Recherche pour le Développement (IRD) were
used. These strains were isolated from Veracruz and Chiapas coffee

plantations (Roussos et al., 1989).

For the development of this work, phenylpropenoic acid pathway was taken as
a reference, which is a pathway from the secondary metabolism (Verpoorte,
2000).

It was found that isolated strains from coffee biological niche presented a
capacity to biotransform hydroxycinnamic acids. From the 19 strains studied,
only 8 strains showed activity, 7 Aspergillus strains and 1 Penicillium. None of
these 8 strains, wild or modified showed the capacity to biodegrade all
substrates with respect to the reference pathway all the way through vanillin.
Strains from filamentous fungi used showed different enzymatic capacities to
biotransform hydroxycinnamic acids in the intermediaries from this pathway,

besides, other interesting molecules were obtained (such as 4—-vinylguaiacol).

Biotransformation in liquid and solid culture with p-coumaric and ferulic acid was
compared. It was found that solid culture is an interesting tool. In ferulic acid
biotransformation process since 4—vinylguaiacol production was almost twice as
much when comparing it with the liquid culture. With the solid culture, it was
observed as well different products generation, in the case of p-coumaric and

ferulic acid biotransformation.

Enzymatic studies from ferulic descarboxylase enzyme from A. niger DAR 2
extract, showed that the enzyme is intracellular with a pH and temperature
optimal of 6 and 40 °C respectively and that possibly, it is an enzyme with an
approximate molecular weight of 91kDA. This latter value must be confirmed in

the future.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 15
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In the case of chlorogenic acid biotransformation in liquid culture, it was found
that A. niger C23308 produced 400 mg/l from caffeic acid and 24 mg/l from
protocatechuic acid at 36 hours of biotransformation. Both products are well
known for their antioxidant capacity. This could be applied in coffee pulp, since

chlorogenic acids concentration in this by-product is around 3097 mg/kg.

The p-coumaric acid biotransformation in liquid culture by A. tamarii V12307
with culture medium A (high sugar concentrations), shows that the mechanism
reaction is possibly made by means of propenoic chain degradation for p-
hydroxybenzoic acid formation. A. tamarii showed a productivity of 5 mg/I h from
p-hydroxybenzoic acid, 2.5 times greater, compared with P. variotii of 2 mg/l h
(Sachan et al., 2006).

The same strain A. tamarii in liquid culture and culture medium B (low sugar
concentrations) and p- coumaric acid, shows the capacity to generate caffeic
acid as stablished in the pathway reference. This biotransformation reaction
suggests the presence of 4-coumarate-3- hydroxilase enzyme in the
microorganism. The productivity yielded with this strain was of 144 mg/ | d, 9
times greater than the one obtained with P. cinnabarinus of 16 mg/ | d (Estrada-
Alvarado et al., 2003).

In solid culture, A. tamarii V12307, biotransform p-coumaric acid with yields of
56% and 24%, with medium A and B. In medium A with different compounds,
only one compound is produced. Products obtained by solid culture shall be

identified lately.

A. niger C17309 in liquid -culture biotransforms p-coumaric acid in
intermediaries from hydroxybenzoate, generating compounds of high added
value such as 4-hydroxybenzaldehyde, methyl-hydroxybenzoate, hydroquinone
and 4—propylphenol in a proportion of 2.47%, 0.54%, 10.6%, 0.65%,
respectively. The presence of these compounds suggests that reactions are

given at the propenoic chain level and not in the aromatic ring.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 16
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Ferulic acid in liquid culture is biotransformed by A. niger C28B25 by the
degradation pathway from the propenoic chain in vanillic acid. Furthermore, it
was observed a productivity in terms of mg/ | d of 3 times greater with A. niger
C28B25 than the one reported with P. variotii MTCC 6581 (Ghosh et al., 2006).

Ferulic acid biotransformation into 4—vinylguaiacol by A. niger DAR 2, is done
mostly by non oxidative decarboxilation. When this compound was obtained in
solid culture, productivity was two times, besides, the time was shorter, in a
third part than in liquid culture. With the same system, wild strain A. niger
C28B25 transform ferulic acid into caffeic acid while in liquid cultures this

compound it was not found.

Ferulic acid biotransformation showed principally reactions in propenoic chain,
with exception of wild strain C28B25 using solid culture, in this case, the

reaction was demetylation of aromatic ring.

In this work, it was showed that high sugar concentrations could inhibit the
products generation, and not only the easiest sugars assimilation as Ander et
al., (1980), and Lesage Meesen et al., (1997) reported.

The biotransformation reactions studied in this work, could be applied in coffee
pulp and in another byproducts with an interesting hydroxycinnamic acids level,

in order to obtained natural antioxidants and flavours.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 17



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 18



Introduccion

1. INTRODUCCION

La produccién de residuos agricolas por diferentes industrias como la industria
de los cereales, generan millones de toneladas de subproductos al afo. En
México, se generan alrededor de 4, 500 millones de toneladas provenientes del
trigo, 25, 500 millones de toneladas de la industria del maiz (SAGARPA, 2000).
La industria del café produjo en el afio de 2008, alrededor de 707.35 millones
de toneladas de pulpa de café seca (INEGI, 2009). Algunos de estos
subproductos son utilizados como alimento para ganado, aunque en afios
recientes, diferentes investigadores han utilizado estos residuos para la

obtencién de productos de alto valor agregado.

En muchos subproductos agricolas, se encuentran de manera abundante los
acidos hidroxicinamicos, los cuales se encuentran con frecuencia formando
ésteres o éteres con polimeros de carbohidratos (Crozier et al., 2006). La pulpa
derivada de la industria del café, contiene alrededor de 3097 mg/kg de acido
clorogénico, 1985 mg/kg de acido caféico, 113 mg/kg de acido ferdlico y 81
mg/kg de acido p-cumarico (Torres-Mancera, 2008), lo que hace que este
subproducto sea interesante para ser considerado como materia prima para la
obtencion de precursores de aromas y antioxidantes que son ampliamente

utilizados en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmetoldgica.

La biotransformacion microbiana es una herramienta importante a traves de la
cual, se pueden obtener productos de alto valor agregado a partir de algunos
subproductos agricolas. Ademas, las biotransformaciones se consideran
tecnologias limpias y los productos obtenidos por estas vias, se denominan
“naturales” (Leresche and Meyer, 2006).

Existen reportes de la biotransformacion de los acidos hidroxicinamicos a bajas
concentraciones, debido a su toxicidad, ya que se ha reportado que puede
existir la formacion de complejos con proteinas lo que lleva a una disminucién
de la actividad enzimatica. Con iones metalicos, se ha observado la formacion

de complejos toxicos (Scalbert, 1991).
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La biotransformacion del acido ferulico es la mas estudiada (Falconnier et al.,
1994, Narbad and Gasson, 1998, Lomascolo et al., 1999), para la obtencion de

vainillina, acido vainillinico y otros compuestos similares.

La biotransformacion del acido p—cumarico, se ha realizado principalmente con
Pycnoporus cinnabarinus, Paecilomyces variotii, Halomonas, Hematococcus
pluvialis. Los reportes de la biotransformacion del &cido clorogénico para la

produccion de acido caféico y acido quinico son escasos.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue biotransformar &acidos
hidroxicinamicos presentes en un subproducto agricola mexicano como lo es la
pulpa de café. Para llevar a cabo este estudio, se usaron mohos de la coleccién
de la Universidad Autdbnoma Metropolitana Iztapalapa (UAMI) y el Institut de
Recherche pour le Développement (IRD). Estas cepas fueron aisladas de las
zonas cafetaleras de Veracruz y Chiapas (Roussos et al.,, 1989). Se
seleccionaron principalmente cepas del género Aspergillus debido a su alta

selectividad en la sintesis de biomoléculas (Ward et al., 2006).

En este estudio se utilizaron los cultivos en medio liquido y sélido. Este sistema
simula las condiciones naturales del desarrollo de los hongos. Se ha reportado
gue la producciéon enzimatica es mayor (Holker y Lenz, 2005) y la presencia de
barreras difusionales debido a la configuracion de los soportes utilizados
(Mitchel et al.,, 2003). En el cultivo solido el género Aspergillus ha sido
ampliamente utilizado debido a los altos titulos enzimaticos obtenidos (Ward et
al., 2006) lo que puede ser extrapolado a la biotransformacion de los acidos

hidroxicindmicos.

Para el desarrollo de este trabajo, se establecio una via de biotransformacion
para los acidos hidroxicinamicos (Figura 1.1), basada en la via del acido
fenilpropendico donde se sintetizan los acidos hidroxicinamicos derivados de la

fenilalanina y tirosina (Verpoorte, 2000).

En la Figura 1.1, se aprecian los diferentes intermediarios de la ruta de
biotransformacién, que comienza con el &cido clorogénico, seguido del acido p-
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cumarico, el acido caféico, el acido vainillinico, para llegar al final hasta

vainillina.
FOOH COOH COOH
= = P COOH CHO
— —> —> —>
OH
1 OCHs OCH;4 OCH;g
OH
OH OH
OH
Acido Aado Lado Acido Vainillina
p-cumarico caieico erufico vainillinico
HO
(0]
HO \\\\\\w" =
OH L.
Acido
oH clorogénico

Figura 1.1. Via de referencia para la biotransformacion de los &acidos

hidroxicinamicos por los hongos filamentosos.

Este trabajo se encuentra organizado de la siguiente manera, en una primera
etapa, de describen los antecedentes relacionados con este trabajo.
Posteriormente se realiza la exposicibn de motivos, la hipotesis que éstos
generan, asi como los objetivos planteados para el desarrollo de este estudio.
A continuacion, se describen los materiales y métodos con la posterior seccion
de resultados, que se divide en la seleccion de cepas fungicas y la
biotransformacién en cultivo liqguido y soélido empleando las cepas
seleccionadas. Finalmente, se presentan las conclusiones y perspectivas

derivadas de este estudio.
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2. ANTECEDENTES.

Los metabolitos primarios son compuestos que tienen un rol esencial asociados
con la fotosintesis, respiracién, crecimiento y desarrollo. En este grupo se
encuentran los fitosteroles, nucledtidos, aminoacidos, acil-lipidos y &acidos
organicos. Otros compuestos que pueden acumularse en concentraciones
considerables en algunas especies, se les conoce como metabolitos
secundarios y juegan un rol importante en las plantas, sirven de proteccion
contra infecciones microbianas, atraen los polinizadores y protegen de los
rayos UV. Estos compuestos tienen interés comercial, ya que han sido usados
en pegamentos, aceites, saborizantes, medicamentos, perfumes, y son fuentes
de medicamentos naturales, antibiéticos, insecticidas y herbicidas (Crozier et
al., 2006).

Basado en su origen biosintético los metabolitos secundarios de las plantas se
dividen en 3 principales grupos: i) flavonoides y compuestos fendlicos, ii)
terpenoides vy iii) alcaloides que contienen sulfuro y nitrégeno (Crozier et al.,
2006). La biosintesis de los compuestos fendlicos estd constituido por
complejas rutas metabodlicas basadas principalmente en las vias del &cido

shikimico, fenilpropendico y flavonoides (Crozier et al., 2006).

En este capitulo se definen los metabolitos primarios y secundarios, sus roles e
importancia, seguida de la descripcion de un grupo de compuestos fendlicos,
en particular, los acidos hidroxicinamicos y los antioxidantes. Posteriormente se
hace una comparacion entre la fermentacién en medio sélido y sumergido, y
una revision acerca de la biotransformacion de los acidos hidroxicinamicos. Al
final de este capitulo se describen los antecedentes directos de nuestro grupo

de investigacion sobre este tema.

2.1 COMPUESTOS FENOLICOS.

El término “compuesto fendlico” describe cientos de moléculas encontradas en
plantas; son compuestos que poseen en su estructura un anillo bencénico

sustituido por al menos un grupo hidroxilo (Figura 2.1) (Rodriguez et al., 2009).
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OH

Figura 2.1. Anillo fendlico

En los dltimos afios investigadores y productores de alimentos han
incrementado su interés en los compuestos fendlicos, debido a sus
propiedades antioxidantes, a su gran abundancia en la dieta y su probable rol
en la prevencién de varias enfermedades asociadas a procesos oxidativos

como el cancer y las enfermedades cardiovasculares (Rodriguez et al 2009).

Los compuestos fendlicos cubren una amplia variedad de compuestos
quimicos, estos compuestos se pueden clasificar de diversas formas, una de
ellas se basa en el nimero de carbonos de la molécula; la clasificacion se

resume en la Tabla 2.1 (Crozier et al., 2006).
2.1.1 FENOLES SIMPLES
Son compuestos que pueden tener de uno a tres sustituyentes hidroxilo en el

anillo aromético, en este grupo se encuentran el resorcinol y floroglucinol
(Figura 2.2) (Vermerris y Nicholson, 2006).

OH HO OH

OH OH

Resorcinol Floroglucinol

Figura 2.2. Fenoles simples
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Tabla 2.1. Clasificacion de compuestos fendlicos (Crozier et al., 2006)

Estructura Clase
Ce Fenoles simples
Ce.Cy Acidos fendlicos y compuestos afines
Ce.Co Acetofenonas y acidos fenil acéticos
Ce.C3 Acidos cinamicos y compuestos afines
Cs.C3 Cumarinas y afines
Ce.C3.Cs Chalconas, auronas y dihidrochalconas
Cs.C3-Cs Flavonoides y afines
Ce-C3.Cs Antocianidinas y compuestos afines
Cao Biflavoniles
Ce.C1_Cs.C6.C2.C Biflavoniles, Benzofenonas, xantonas
y stilbenos
Ce.C10-Cy4 Quinonas
Cis Betacianinas
Lignanos, neolignanos dimeros u oligdmeros
Ligninas Polimeros
Taninos oligdbmeros o polimeros
Flobafenos Polimeros

2.1.2 ACIDOS FENOLICOS Y ALDEHIDOS

Los acidos fendlicos son también conocidos como hidroxibenzoicos, el principal
componente es el acido galico, pero también encontramos el &acido p-
hidroxibenzéico, el acido galico, el acido protocatecdico, el acido vainillinico
(Figura 2.3). Los aldehidos son compuestos relacionados, ya que en lugar de
poseer el grupo carboxilo, presentan el grupo aldehido, en este grupo se

encuentra la vainillina (Crozier et al., 2006).

Q COOH
OH
O; ;OH
HO OH OH
OH OH OH
Acido Acido galico Acido

p- hidroxibenzoico protocatecoico

Figura 2.3. Estructuras de acidos fendlicos
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2.1.3 ACETOFENONAS Y ACIDOS FENILACETICOS
Las fenonas son compuestos Cg-C,, se encuentran raramente en la naturaleza.
En este grupo se encuentran la 2-hidroxiacetofenona y el acido 2-

hidroxifenilacético (Figura 2.4) (Vermerris y Nicholson, 2006).

HO
(@]
(@]
OH OH
2-hidroxiacetofenona acido 2-hidroxifenilacético

Figura 2.4. Acetofenonas y acido fenilacético
2.1.4 CUMARINAS
Son compuestos fendlicos que presentan la estructura Cg-C3. Muchos de estos
compuestos se encuentran naturalmente como lactonas, ya que estan
oxigenadas en la posicion C;. En este grupo se encuentra la umbeliferona
(Figura 2.5) (Bhat et al., 2005), obtenida a partir de la cumarina por sustitucién

de su atomo de hidrégeno en posicion 7 por un grupo hidroxilo.

HO O. (0]

Figura 2.5 Estructura de un derivado de la cumarina: la umbeliferona

2.1.5 FLAVONOIDES

Los flavonoides son compuestos con 15 atomos de carbono (Ce-C3-Cg). Es la
familia mas numerosa de los compuestos fendlicos y se distribuyen
ampliamente en todo el reino vegetal. Estan presentes en altas
concentraciones en la epidermis, hojas y piel de frutas y juegan un rol muy
importante como metabolitos secundarios (Crozier et al., 2006). Las principales
subclases de flavonoides son los flavones, los flavonoles, los flavan-3-oles, los

isoflavones, los flavonones y las antocianidinas. Otro grupo de flavonoides que
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cuantitativamente son menores en la dieta son los dihidroflavonoles, los flavan-
3,4-dioles, las cumarinas, las chalconas, las dihidrochalconas y las auronas
(Crozier et al., 2006). En la Figura 2.6, se muestra la molécula de la

naringerina, un flavonoide que se encuentra en los citricos.

OH

HO
@ o

OH

Figura 2.6 Estructura de un flavonoide: la naringerina

2.1.6 BIFLAVONILES
Estos compuestos presentan un esqueleto Czp, son dimeros de flavones y se
encuentran principalmente en gimnospermas. EI més conocido es la ginkgetina

(Figura 2,7), que se encuentra en el Ginkgo biloba (Vermerris y Nicholson,
2006).

HyCO

=) e
7\

HO

OH

OH

Figura 2. 7 Estructura de un biflavonil: la ginkgetina.

2.1.7 BENZOFENONAS, XANTONAS Y ESTILBENOS
Las benzofenonas y xantonas presentan un esqueleto Cs-C1-Cg (Vermerris y
Nicholson, 2006). Los estilbenos son compuestos con una estructura Cg-C,-Ceg,

se producen en las plantas como respuesta a los ataques fungicos, bacterianos
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0 virales. Estos compuestos se encuentran en abundancia en uvas (resveratrol,
ya que se han encontrado en vinos alrededor de 3 mg/l, mientras que en la,

soya y cacahuate los reportes no son definitivos (Figura 2.8) (Crozier et al.,
2006).

P

Benzofenona xantona resveratrol

Figura 2.8. Estructura de la benzofenona, la xantona y resveratrol

2.1.8 BENZOQUINONAS, ANTRAQUINONAS Y NAFTAQUINONAS

La quinona es un constituyente de moléculas de importancia biolégica, como la
vitamina K que es una 2-metil-naftoquinona. La coenzima Q es una ubiquinona.
Desempefia un papel importante como aceptor en cadenas de transporte de
electrones como las de los fotosistemas | y Il de la fotosintesis y la respiracion
aerobica (Figura 2.9) (Vermerris y Nicholson, 2006).

H;CO
OCH,

H,CO N

O
3

Figura 2.9. Estructura de una ubiquinona: la Coenzima Q

2.1.9 BETACIANINAS

Las betacianinas son pigmentos rojos que se encuentran en la remolacha. Se
encuentran generalemnte como glucosidos y presentan nitrégeno en su
estructura (Figura 2.10) (Vermerris y Nicholson, 2006).
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HO
N

HO \
V'

NH

COOH

HOOC

Figura 2.10. Estructura de una betacianina: la betanidina

2.1.10 LIGNANOS

Son dimeros u oligdbmeros que resultan de acoplar los monolignoles, alcohol
coniferilico, alcohol cumaroilico y alcohol sinapilico (Figura 2.11). El alcohol
coniferilico es el monolignol usado para la sintesis del lignano que se encuentra

en gimnospermas y angiospermas (Vermerris y Nicholson, 2006).

OH

OH OH

Z - P
OCH, H.CO OCH,
OH OH OH
Alcohol coniferilico Alcohol cumaroilico Alcohol sinapilico

Figura 2.11. Estructuras de lignanos

2.1.11 TANINOS

Los taninos son un grupo de compuestos polifendlicos que poseen la
capacidad de precipitar proteinas. Estos se clasifican en taninos hidrolizables,
taninos condensados y pseudotaninos; se encuentran en diversas especies de
plantas, se enceuntran en las hojas, flores, tallos y en frutos (Figura 2.12) (Bhat
et al., 2005).

En la medicina natural china y japonesa, los taninos han sido utilizados como

compuestos antiinflamatorios y antisépticos, en el tratamiento de diversas
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enfermedades que incluyen diarreas y tumores en estbmago y duodeno
(Vermerris y Nicholson, 2006).

DoH

=

HQ 0 m ‘
- //f\.‘ R “}‘/ “oH

OH
\\ IVJ'OH ‘/

o o
s
A KT

OH

Figura 2.12. Estructura de un tanino: la procianidina B2

2.1.12 FLOBAFENOS

La estructura de los flobafenos aun no ha sido elucidada del todo, se cree que
son polimeros de los flavan-4-oles, en este grupo se encuentra el apiferol y el
luteoferol (Figura 2.13). Se ha observado que la acumulacion de los flobafenos

producen coloraciones rojas (Vermerris y Nicholson, 2006).

OH
H O. “\\\\©/

Figura 2.13 Estructura de un flobafeno: el apiferol

2.2 ACIDOS HIDROXICINAMICOS
Los acidos cinamicos son &cidos trans-fenil-3-propendico y difieren en la

sustitucion del anillo. Su estructura es del tipo Cs-C3, que posteriormente se
convierten en un gran namero de hidroxicinamétos, derivados de la via del
acido fenilpropendico. Los hidroxicinamatos mas comunes son el p-cumarico, el

caféico y el ferulico (Figura 2.14), los cuales se acumulan en sus respectivos
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ésteres como cutarico, caftarico y fertarico. Los conjugados del acido quinico y
caféico, tales como 3-4- y el acido 5-o-cafeoilquinico son compuestos que se
encuentran en frutas y vegetales. El acido 5-o-cafeoilquinico, frecuentemente
conocido también como clorogénico se encuentra distribuido en las hojas de

mate y en granos de café (Crozier et al., 2006).

Los hidroxicinamatos son los compuestos centrales en la biosintesis de los
polifenoles. La via del &cido shikimico parte de la fenilalanina, la cual ingresa a
la via del &cido propendico y es convertida en &cido trans cinamico por una
enzima amonio liasa, seguido de la hidroxilacion de la posicion 4 del anillo
aromatico, lo que da lugar al acido 4-hidroxicindmico o p-cuméarico. Una
posterior hidroxilaciéon de la posicidbn 3 del anillo aromético forma el acido
caféico y la subsecuente o-metilacion permite la formacion del acido ferulico
(Rechner et al., 2001).

Q OH Q OH Q OH
OH OCHs
OH OH OH

Acido p-cumaérico Acido caféico Acido ferulico
CO,H
HO,,
(0]
H w é o /
OH
OH
OH

Acido clorogénico

Figura 2.14. Acidos hidroxicinamicos
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Dependiendo de la posiciébn y namero de los residuos acil, estos acidos se
dividen en los siguientes grupos: monoésteres del acido caféico, p-cumarico y
acido ferulico; di-, tri- y tetra ésteres del acido caféico, arreglos de di-ésteres de
acido caféico y ferulico o caféico y sinapico; arreglos de ésteres del acido
caféico con acido alifaticos, ejemplo succinico y oxalico (Pieta et al., 2003).

Los acidos cinamicos se pueden condensar con otras moléculas, incluyendo el
acido rosmarinico, malico, tartarico, aminoacidos aromaticos, colina, mono y
polisacéaridos, glicerol, mio-inositol y diferentes glucosidos para formar
antocianinas, flavonoles, y diterpenos, (Pieta et al., 2003). No hay duda alguna
qgue el cinamato mas abundante en la naturaleza es el acido caféico, el acido
cafeoilquinico y dicafeoilquinico. Usualmente son los isomeros 5 los que
predominan, pero en algunas frutas y brassicas (género de plantas
brassicaceae, entre las cuales se encuentran la col, coles de Bruselas, coliflor,

brécoli), el isobmero 3 es el que predomina (Pieta et al., 2003).

El café en tan s6lo 200 ml (2% peso/volumen), contiene alrededor de 50-150
mg de &cido clorogénico. Los arandanos, berenjenas, manzanas, mate y la
sidra son fuente de cinamatos. Los vinos pueden tener una importante
contribucion por los conjugados del acido tartarico, en tanto que las uvas y el
jugo de uva por los conjugados de acido caftarico. La lechuga es la principal
fuente de acido chicdrico (dicafeoil tartarico) y acido cafeoilmalico (alrededor de
3mg/100g), aunque las endivias duplican esta concentracion. La espinaca es la
hoja que posee la mayor cantidad de &cido p-cumarico conjugado 30-35
mg/100 g, mientras que el tomate contiene alrededor de 3mg/100g (Pieta et al.,
2003).

Los &cidos hidroxicicinamicos se encuentran de manera abundante como
constituyentes de la pared celular de las plantas. El acido ferulico es de los
compuestos fendlicos mas abundantes en plantas, por ejemplo el salvado de
trigo contiene 5 g/kg; la pulpa de remolacha azucarera 9 g/kg y 50 g/kg en
grano de maiz (Ou, 2004).

Estos acidos, particularmente el acido ferdlico y p-cumarico, se encuentran
unidos de manera covalente a polisacaridos por enlaces éster o éter como

componente de la lignina. Se sabe que una proporcién considerable del acido
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p-cumarico se encuentra esterificado a la lignina, mientras que el acido feralico

forma uniones éter (Estrada Alvarado et al., 2001).

El acido ferulico raramente se encuentra en las plantas en forma libre, este se
encuentra principalmente unido con carbohidratos como conjugados
glicosidicos, principalmente con ésteres y amidas en una amplia variedad de
productos naturales. Como ésteres el acido ferdlico se encuentra unido a
polisacéaridos, flavonoides y a &acidos hidrocarboxilicos, incluyendo acido
malico, tartarico, tartrénico, hidroxicitrico, quinico, glucénico y acido grasos.
También puede presentarse esterificado con la glucosido tetrahidroisoquinolina,

un glucosido cianogénico y con la aminociclopentanona.

Las amidas del acido feralico como putrecina, tiramina o triptamina pueden ser
indicadores de estrés ambiental en plantas. Amidas del acido ferulico con
aminoacidos o dipéptidos se han utilizado como conservadores en panaderia.
El acido ferulico se encuentra presente en frutas, vegetales, granos, semillas,

hojas, nueces flores y otros tipos de vegetacién (Rosazza et al., 1995).

El acido p-cumarico es clasificado como un compuesto polifendlico que se
encuentra presente en las aguas residuales de la elaboracion del aceite de
oliva y el destilado de vinos, creando serios problemas de contaminacion en el
mar mediterraneo. Considerando la abundancia de estos compuestos es
posible utilizarlos como sustratos para la produccion de antioxidantes y
precursores de aromas denominados “naturales” (Estrada-Alvarado et al.,
2001).

2.3 ANTIOXIDANTES Y AROMAS

Los antioxidantes son sustancias que en pequefias concentraciones son
capaces de prevenir o retardar la oxidacion de materiales o sustancias
facilmente oxidables tales como las grasas. Existen distintos tipos de
antioxidantes y, de acuerdo a su origen, pueden clasificarse como naturales o
sintéticos. Los antioxidantes sintéticos fueron desarrollados a partir de la
necesidad de obtener una proteccion mas efectiva y, al mismo tiempo, mas

econOmica en relacion a los antioxidantes naturales (Miquel et al., 2004).
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Tradicionalmente los compuestos fendlicos han sido considerados
nutricionalmente inapropiados porque precipitan proteinas, inhiben enzimas
digestivas, modifican la absorcion de vitaminas y minerales, reduciendo asi el
valor nutricional de los alimentos. Recientemente se han reevaluado sus
propiedades atribuyendoles una disminucion de los efectos adversos a la salud.
La presencia de compuestos fendlicos en la dieta resulta benéfica por la accion
preventiva contra la carcinogénesis y la mutagénesis. El efecto de los
compuestos fendlicos depende de la cantidad consumida y su biodisponibilidad
(Rodriguez et al., 2009).

Los compuestos fendlicos influyen en las propiedades sensoriales de los
alimentos, como aroma, sabor, astringencia y color. La contribucién de los
compuestos fendlicos en los aromas se debe principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos volatiles, los cuales se producen por la hidrdlisis de
alcoholes superiores o por el metabolismo de diferentes microorganismos,

bacterias, hongos y levaduras (Rodriguez et al., 2009).

Los acidos hidroxicinamcios y sus conjugados pueden actuar como potentes
antioxidantes. En las plantas comestibles fungen como agentes protectores del
deterioro oxidativo. Estudios del mecanismo antioxidante a nivel molecular del
acido ferdlico y sus productos de acoplamiento con el linoleato, han
demostrado que se presenta una reaccion de captacion de radicales en la
posicion 3 del radical ferulato con cuatro tipos de radicales perdxilo del etil-
linoleato. Los peréxidos producidos son sometidos posteriormente a un
reordenamiento intramolecular para formar peroxidos triciclicos estables
(Masuda et al., 2006).

Wang et al., en el afio de 1993 demostraron a través de estudios de radiolisis
sobre el radical hidroxilo del acido caféico, que este compuesto tiene un buen
potencial antioxidante, incluso mejor que el BHT (butilhidroxitolueno)y el BHA
(hidroxibutianisol), por lo que puede inhibir el dafio por radiacion y usarse como

conservador alimentario.

El poder antioxidante del acido ferulico y caféico aplicado topicamente ha sido

demostrado por Saija et al.,, en 1999, al evaluar la actividad antioxidante de
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estos compuestos fendlicos en dos modelos experimentales, uno de ellos
aplicando luz UV sobre la fosfatidilcolina de las membranas liposomales vy el
otro fue la capacidad de reaccionar con el 6xido nitrico (uno de los radicales
que participan en las reacciones de oxidacion). En este estudio el acido ferulico
y caféico demostraron una eficiente proteccion de la fosfatidilcolina de los
liposomas por la radiacién inducida, ademas también se demostré que son

capaces de reaccionar con el oxido nitrico.

El aroma es atribuible a la combinacién de numerosos compuestos volatiles
cada uno de los cuales presenta un olor diferente. La diferencia en las
caracteristicas de ciertos aromas es debida en gran parte, a las distintas
proporciones de ésteres, acidos, alcoholes, aldehidos y cetonas. Muchas
sustancias aromaticas, especialmente las de frutas y hortalizas son productos o
subproductos de diversas rutas metabolicas (Wong, 1995).

El sabor acido del café se debe a la presencia de &cidos organicos entre los
cuales se encuentran los &cidos ferulico, caféico y clorogénico, los cuales

alcanzan un contenido del 7.5% en los granos del café (Wong, 1995).

Los extractos de vainilla contienen entre otros compuestos el p-
hidroxibenzaldehido, el cual es la segunda molécula mas importante en cuanto
a concentracion, después de la vainillina, ambos contribuyen al aroma natural

de la vainilla (Estrada- Alvarado et al, 2001).

2.4 COMPARACION ENTRE FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO Y
FERMENTACION EN MEDIO LIQUIDO

Los procesos fermentativos se dividen en fermentaciéon en medio solido (FMS)
y fermentacion en medio liquido (FML) (Figura 2.15.). Del lado izquierdo el
disefio del bioreactor de Durand y Chereau en FMS y del lado derecho un
bioreactor agitado en FML. Para cada bioreactor se muestra una vista a escala
con el fin de destacar las diferencias de microestructura en los dos sistemas.
La principal diferencia es la cantidad de agua en el proceso (Mitchel et al.,
2000).
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En la fermentaciéon en medio sélido el agua libre es minima y el sustrato posee
nutrientes necesarios para permitir el crecimiento de microorganismos (Pandey,
2003). Los nutrientes se encuentran en la matriz sdlida; el contenido de
humedad varia del 12% hasta un maximo de 80%. Por debajo del 12% no se
presenta ninguna actividad biologica. En contraste, en la fermentacion liquida
el medio de cultivo contiene alrededor de 50 g/l de los solutos y el contenido de
agua es de alrededor del 95% (Mitchel et al., 2000).

Las principales diferencias de ambos sistemas se muestran en la Tabla 2.2, y
ponen de manifiesto que el tipo de cultivo para cada sistema debe ser elegido
de acuerdo a sus caracteristicas particulares. Los estudios de la produccion de
enzimas por FMS en comparacién con la FML, han mostrado multiples ventajas
entre las que se encuentran la obtencion de mayores rendimientos, disminucién
de los tiempos de fermentacion y menor degradacion de las enzimas de interés

debido a proteasas (Holker y Lenz, 2005).

FIVIS [ FML
) Lecho de 1 g
particulas .
Medio
tna L]
¥ huecos de
cultivo
] v
, Liguid
/ MY Burbya
3" St
Y (o)
.__\
F.emolino -
(20-100pm)

Figura 2.15. Comparacién entre los sistemas de fermentacién en medio liquido
y solido. Tomado de Mitchel et al., 2000.
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Tabla 2.2. Comparacion entre FMS y FML.

Fermentacion en medio sélido FMS

Fermentacion en medio liquido FML

Algunos compuestos solo se producen en

condiciones de baja humedad.

El medio es relativamente simple, éste
contiene todos los nutrientes necesarios

para el crecimiento microbiano.

La baja actividad de agua ayuda a inhibir

el crecimiento de contaminantes.

Los medios son concentrados por lo que
se pueden usar pequefios bioreactores,

se obtienen altas productividades.

La alta concentracidén de sustratos permite
obtener altas concentraciones de sustrato.
calor

La capacidad de remover el

metabdlico es restringida, originando

problemas de sobrecalentamiento.

El control del proceso puede presentar
dificultades para obtener mediciones en

linea y medicion de biomasa.

No se producen grandes volumenes de

aguas residuales.

Muchos productos se producen mejor por
FML.

El medio contiene muchos ingredientes

procesados y caros. Con medios

definidos se obtiene buena

reproducibilidad.

La actividad de agua es alta, por lo que

las contaminaciones son frecuentes.

Los medios son diluidos, ocupan grandes

volimenes, se obtienen bajas

productividades.

La alta concentracién de sustratos puede

producir problemas reolégicos.

El alto contenido de agua permite un

mejor control de la temperatura.

Existe gran disponibilidad de sensores.
Se pueden adicionar sustancias para el
control del proceso.

Se producen grandes volumenes de

aguas residuales.

La FMS ofrece una alternativa en la produccion de metabolitos secundarios. Su
produccion se encuentra asociada con la formacién de hifas aéreas en la fase
estacionaria de crecimiento. La FMS es una alternativa para explorar la
produccion de nuevos metabolitos y metabolitos secundarios por cepas

fungicas (Holker y Lenz, 2005).
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2.5 BIOTRANSFORMACION DE LOS ACIDOS HIDROXICINAMICO S

El catabolismo de los hidroxicinamatos esta asociado a la biodegradacion de
residuos vegetales. La biodegradacion de los hidroxicinaméatos como el &cido
caféico, ferulico y acido p-cumarico ha sido estudiada en los dltimos afios.
Diversos microorganismos, hongos, bacterias y levaduras son capaces de

degradarlos (Sachan et al., 2006).

Es importante mencionar que en este tipo de biotransformaciones, los acidos
hidroxicinamicos se usan en bajas concentraciones, debido a la toxicidad, ya
gue se ha reportado que puede existir la formacion de complejos con proteinas,
lo que lleva a una disminucion de la actividad enzimatica (Scalbert, 1991).

Una biotransformaciéon es la conversion quimica de una sustancia definida en
un producto deseado con la ayuda de células vivas que contienen las enzimas

necesarias (Leresche y Meyer, 2006).

2.5.1 BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO FERULICO
Las principales vias para la biotransformacién del acido ferdlico son seis:
1) La descarboxilacion no oxidativa
2) Lareduccién del &cido ferdlico
3) La deacetilacion dependiente de CoA via [3-oxidativa
4) La deacetilacion dependiente de CoA via no (3-oxidativa
5) La desmetilacion
6) El acoplamiento oxidativo

En la descarboxilaciéon no oxidativa (Figura 2.16), el acido ferudlico es convertido
en 4-vinilguayacol; este mecanismo ha sido reportado en diferentes cultivos de
microorganismos tales como levaduras (Mathew y Abraham, 2006; Suezawa

y Susuki 2007), bacterias (Cavin et al., 1997; Lee et al., 1998; Karmakar et al.,
2000) y hongos (Nazareth y Mavinkurve, 1986; Rahouti et al., 1989).

La biotransformacion del acido feralico involucra también su reducciéon (Figura
2.17), para formar el acido dihidroferdlico que posteriormente es reducido a

vainillina que a su vez es oxidada para formar el acido vainillinico que sufre una
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desmetilacién originando el &cido protocatecdico, este mecanismo ha sido

demostrado en Wolinella succinogenes (Ohmiya et al., 1986).

COOH

— /CHz
—
OCH,4 OCH,4
OH OH
Acido fertlico 4-Vinilguayacol

Figura 2.16. Descarboxilaciéon no oxidativa del acido ferualico

Algunas reacciones adicionales a la reduccion del &cido ferdlico incluyen la
deshidroxilacion, la desmetilacion de la cadena lateral y la posterior

degradacion del anillo (Rosazza et al., 1995).

La eliminacidon de una molécula de acetato de la cadena insaturada del &cido
ferulico es una reaccion comun, en bacterias y hongos. En esta via metabdlica
se ha propuesto que la eliminacion de la molécula de acetato incluye la adicion
de una molécula de agua a la doble ligadura lo que origina el derivado
hidroxilado que posteriormente es oxidado a cetona y removido como molécula
de acetato que origina vainillina. Se han reportado dos tipos de deacetilacion, la

dependiente de CoA y la independiente de CoA.

La deacetilacion independiente de CoA para generar vainillina por la
eliminacién de una molécula de acetato ha sido reportada en Pseudomonas
mira, Streptomyces setonii y Fusarium solani (Mathew and Abraham, 2006).

La deacetilacion dependiente de CoA no (-oxidativa (Figura 2.18), ha sido
observada en P. fluorescens AN 103 (Narbad and Gasson 1998),
Pseudomonas sp. HR 199 (Overhage et al., 1999) y Amycolatopsis sp. HR 167
(Achterholt et al., .2000).

La desmetilacion del éacido ferulico (Figura 2.19), ha sido reportada en
Clostridium  methoxybenzovorans 'y Enterobacter cloacae; para la

biotransformacion del acido ferulico en acido caféico. Estos microorganismos
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presentaron diferentes vias para la o-desmetilacion del ferulico. El &cido caféico

aparece como producto final o intermediario (Mathew y Abraham, 2006).

COOH
COOH CH,
— N CHO
_H,
X
—_— —_— —
=
OCHg OCH, OCHy
OH o oH . OH  \ainilina
Acido ferdlico Acido dihidro ferdlico l
COOH COOH
-——
OH OCH,
OH OH Acido vainillinico

Acido protocatecoico

Figura 2.17. Reduccion del acido ferualico

La generacion de radicales fenol permite formar una gran variedad de dimeros,
oligdmeros y polimeros. El anillo aromatico, los dobles enlaces conjugados y la
cadena propendica presentan sitios donde los electrones pueden ser
generados por via enzimatica o quimica para deslocalizarse. Un ejemplo es el
caso de la lacasa de Marasmius quercophillus (un basidiomiceto), donde se
reporta la formacion de varios compuestos polimerizados a partir del acido
ferulico a través de reacciones mediadas por radicales (Mathew and Abraham,
2006).

La reaccion de la peroxidasa sobre el acido ferulico realiza la esterificacion de
los principales polimeros en las paredes celulares de las plantas para formar
diversos dehidromeros del acido ferulico (Ralph et al., 1994), los cuales hasta
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ahora no han sido identificados y cuantificados en las paredes celulares
(Micard et al., 1997; Waldron et al., 1997).

COOH OSCoA COSCoA
HO
— F
Ferulico-CoA 4-hidroxicinamoiltCoA
i hidrat: [ . . o
ligasa dratasa flasa 4-hidroxi-3-metoxifenil-
> ’ B-hidroxipropionil-CoA
ocC
OCH, OCH; M
OH OH OH
Acido fertlico Feruloil-CoA l
CHO
Vainillina
OCH;,

OH

Figura 2.18. Deacetilacion dependiente de CoA via no [3-oxidativa.

COOH

OCH
OH

Acido fertlico

OH

COOH

OH

Acido caféico

Figura 2.19. Desmetilacion del acido ferulico

Con la peroxidasa de rabano, en medio ligeramente basico (pH=8), se
obtuvieron diversos polimeros del acido ferulico o por via quimica con cloruro
de oxalyl o cloruro de tionilo. Aunque las estructuras de los polimeros no han
sido completamente definidas, estos polimeros sintéticos han mostrado
actividades anti-tumor y anti-VIH (Rosazza et al., 1995).
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2.5.2 BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO p-cumarico

La biotransformacion el acido p-cumarico se ha estudiado para producir
hidroxibenzoatos por diversos microorganismos, compuestos que forman parte
de sabores y aromas fendlicos. Los hidroxibenzoatos poseen actividades
antioxidantes, antimicrobianas e hipoglucémicas (Sachan et al., 2006). El &cido
p-hidroxibenzodico un hidroxibenzoato, es usado como conservador en la
industria cosmética, alimentaria y como monomero de polimeros del cristal

liquido en dispositivos electrénicos (Sachan et al., 2006).

La produccion de vinilfenol a partir del acido p-cumarico (Torres y Torres y
Rosazza, 2001; Edlin et al., 1998) se ha reportado en café, bebidas y vinos.
Existen reportes de la biotransformacion del acido p-cumarico por diversos
microorganismos, bacterias (Cavin et al, 1997; Abdelkafi et al., 2006; Peng et
al., 2003); hongos (Estrada-Alvarado et al., 2001; Estrada- Alvarado et al.,
2003; Sachan et al., 2006) e incluso algas (Tripathi et al., 2002); las principales

vias se muestran en la Figura 2.20.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 42



Antecedentes

H,C——cooH HC——CH,0H

H,C

COOH OH OH
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cido -propanol
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CH,OH
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/
CH,OH
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Figura 2.20. Biotransformacion del acido p-cumarico.

2.5.3 BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO CAFEICO Y CLOROGENICO

Los acidos clorogénicos son una familia de ésteres formados entre ciertos
acidos cinamicos y el acido quinico. EI mas representativo es el &cido
clorogénico (5-cafeoilquinico), que se encuentra en cantidades importantes en
el café (350-1000 mg/l) (Clifford, 2000). El &cido clorogénico es hidrolizado para
la obtencion de acido caféico (Figura 2.21), por la enzima clorogénico
hidrolasa (Asther et al., 2005).

El acido caféico posee propiedades antioxidantes importantes, con multiples
mecanismos de inmovilizacion de radicales libres, quelacidon de metales, e

inhibicibn de enzimas especificas responsables de la formacion de
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hidroperoxidos (Asther et al., 2005). El acido caféico es biotransformado por
células inmovilizadas de cultivos de C. frutescens, originando como producto

capsaicina y vainillina (Ramachandra y Gokare, 2000).

COH

IO

OH

IO

Acido
Acido clorogénico caféico

Figura 2.21. Biotransformacion del acido clorogénico

El estudio de la biotransformacion de los &cidos hidroxicindamicos para la
produccion de antioxidantes y precursores de aromas se ha centrado en la
biotransformacion del acido ferdlico. Pocos reportes hay de Ila
biotransformacién del acido clorogénico y p-cumarico, por ello la exploracion de
los mecanismos de biotransformacion en sistemas liquido y sélido es un

complemento a la informacion reportada previamente.

2.6 TRABAJOS REALIZADOS SOBRE LA PULPA DE CAFE

El aprovechamiento de la pulpa de café y sus componentes ha sido
ampliamente abordado por diversos investigadores, particularmente en nuestro
grupo de investigacion desde al afio de 1986. Entre los trabajos mas recientes
se encuentra el de Torres-Mancera (2008), el de Ruiz-Sanchez (2002) quienes
trabajaron sobre las enzimas cafeoll, feruloil y p-cumaroil esterasas. Pérez-
Morales (2008), estudio la produccion de enzimas tipo feruloil esterasa por

fermentacion en medio solido en pulpa de café.

También se han realiza estudios de bioprocesos con bacterias lacticas.
Contreras-Dominguez, 2002 y Guzman-Lopez, 2009, realizaron estudios sobre

la degradacion de acido galico con bacterias lacticas.
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En cuanto a estudios con hongos filamentosos se encuentran el de Gutiérrez-
Sanchez (2000), que desarroll6 el tema de la degradacién de cafeina en
presencia de acido tanico por Penicillium commune v33a25” y en 2003 Nava-
Villagbmez la produccién de esporas de Penicilium commune a nivel

laboratorio y semipiloto con pulpa de café.

En los ultimos afos la demanda de compuestos aromaticos y antioxidantes se
ha incrementado sustancialmente, por lo que una opcion interesante es obtener
estos compuestos a través de bioprocesos, para que sean considerados como
naturales. En este sentido, el desarrollo de este trabajo aporta informacion para
la obtencion de precursores de antioxidantes y aromas a traves de la

biotransformacién de los acidos hidroxicinamicos en cultivos liquido y sélido.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios la demanda de aromas y aditivos alimentarios se ha
incrementado sustancialmente. En Europa y EUA la obtencion de éstos
compuestos por procesos biotecnolédgicos es una de las vias para que puedan

ser denominados productos naturales (Barghini et al., 1999).

Actualmente, la biotecnologia ha desarrollado diversas metodologias para la
obtencion de moléculas naturales de alto valor agregado a partir de
subproductos agricolas. La pulpa de café es un subproducto agricola, en
México la produccion es alta, 707.35 millones de toneladas en el afio de 2008
(INEGI 2009); este subproducto agricola genera un problema de contaminacién
ambiental debido a su alta demanda bioguimica de oxigeno y rapida
fermentacion. Pero también posee cantidades interesantes de &acidos
hidroxicinAmicos que pueden ser biotransformados para la obtencion de

antioxidantes y precursores de aromas.

La biotransformacion es una herramienta amigable al ambiente, a diferencia de
la sintesis quimica, debido a la escasa generacion de solventes. Los procesos
biotecnolégicos de transformacién, pueden ser realizados por hongos
filamentosos en cultivo solido, que a diferencia del cultivo tradicional, se

reportan altos titulos enzimaticos (Holker y Lenz, 2005).

Como una contribucién para el aprovechamiento de la pulpa de café, en este
trabajo se estudia la biotransformacion de los &cidos hidroxicinamicos para la
obtencion de moléculas de alto valor agregado para la industria alimentaria y
farmacéutica. Para llevar a cabo la biotransformacion, se usaron los sistemas
de fermentacién en medio solido y liquido con mohos del género Aspergillus,
de la coleccion UAM-IRD. Estas cepas fueron aisladas de las zonas cafetaleras
de Veracruz y Chiapas (Roussos et al., 1989).
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4. HIPOTESIS

En cultivo sélido se obtienen mayores productividades y mayor diversidad de
compuestos de la biotransformacion de los acidos hidroxicinamicos presentes
en la pulpa de café usando cepas fangicas aisladas del nicho biologico del café

al comparar los compuestos y productividades obtenidos en cultivo liquido.

4.1 OBJETIVOS

4.1.1 OBJETIVO GENERAL
Biotransformar acidos hidroxicinamicos en antioxidantes y precursores

de aromas, a partir de cultivos de mohos por fermentacion en medio

liquido y solido.

4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.2.1 Seleccionar mohos con capacidad para transformar acidos
hidroxicinamicos como el acido p-cumarico, caféico, ferulico, clorogénico

y vainillinico.

4.2.2 Estudiar los productos de la transformacion del acido clorogénico

por A. niger C23308 en cultivo en medio liquido.

4.2.3 Estudiar los productos de la transformacion del acido p-cumarico
en cultivo sélido y liquido por hongos del género Aspergillus.

4.2.4 Estudiar los productos de la transformacion del acido ferulico en
cultivo sdlido y liquido por A. niger C28B25 y su cepa diploide A. niger
DAR 2.

4.2 .5 Purificar la enzima ferulico- descarboxilasa del extracto enzimatico
de A. niger DAR 2.

4.2.6 Evaluar las biotransformaciones flngicas en base a la
productividad, la conversion y rendimientos de formacién de productos a

partir de los acidos hidroxicinamicos.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 49



CAPITULO 5

MATERIALES ¥ METODOS

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 50



Materiales y Métodos

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 REACTIVOS
-Solventes: acetona, cloroformo, metanol puro, buffers de referencia pH
4y 7 (JT Baker).
- Compuestos fendlicos: acido p-cumarico, clorogénico, ferulico, caféico,
vainillinico, protocatecéico, p-hidroxibenzoico, vainillina, alcohol
vainillilico, todos de Sigma —Aldrich.

- Medios de cultivo preparados: agar papa dextrosa y Czapek (Difco).

5.2 MICROORGANISMOS

Se estudiaron 19 cepas pertenecientes a la coleccion UAM-IRD (Tabla 5.1). De
esta coleccion, 5 cepas fueron identificadas Para la identificacion de cepas se
uso la técnica el gen de tubulina (anexo 2). Los hongos fueron cultivados en
medio café y medio pulpa de café, para su conservacion a corto plazo. Para la
conservacion a largo plazo se realizaron preparaciones en viales con silica. Los
hongos fueron propagados en medio agar papa dextrosa (PDA). Las cepas se

almacenaron a 4<C.

También se estudiaron 4 cepas modificadas genéticamente de la cepa A. niger
C28B25. Las cepas haploides, Aw 96-4, la cepa diploide DAR 2 y la cepa
autodiploide AD96-4 (Tabla 5.1).

Las cepas modificadas fueron proporcionadas, por el Dr. Octavio Loera Corral
de la UAM Iztapalapa. Las cepas se resembraron en medio Czapek, se
incubaron a 30°C por 120 h y posteriormente fueron almacenadas a 4°C.
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Tabla 5.1 Cepas fungicas estudiadas

Cepas silvestres Cepas modificadas
A. niger Aa 20 A. niger Aw96-3
A. niger C28B25 A. niger Aw 96-4
A. tamarii V12307 A. niger AD96-4
A. awamorii NRRL 3112 A. niger DAR 2
A. niger: C17309

A. niger C28312
A
P
A
P
P

. niger C23308
. commune V33A25
. niger C16310
. chrysosporium
. variotii
Penicillium sp. V26316
V33306
C11B315
C23B311

5.3 MEDIOS DE CULTIVO

5.3.1 MEDIO CAFE
El medio café se prepar6 con el café Grand Mére (Kraft Foods), preparado en
agua destilada, posteriormente se agregaron los otros elementos del medio. La
composicion del medio fue la siguiente (g/l): café 40, sacarosa 2, K;HPO,4 1.3,
NaH,PO, 0.12, MgSO,4-7H,0O 0.3, CaCl,-2H,0 0.3, Agar 20.

5.3.2 MEDIO PULPA DE CAFE
La pulpa de café fue proporcionada por el beneficio “Cafés Finos”, localizado
en Coatepec Ver, de la empresa Agroindustrias Unidas de México S.A. de C.V.

incorporada al consejo Regulador del Café en el Estado de Veracruz.

La pulpa se colect6 del despulpador del beneficio himedo, se secé a 60T por
24h, hasta una humedad de 5%. La pulpa se limpi6 manualmente, para
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eliminar hojas, granos de café, ramas, etc. y fue molida con una licuadora
Oster, hasta obtener un polvo fino, posteriormente se tamizé para obtener un
tamafo de particula de 0.8 mm. La pulpa se peso y se resuspendidé en agua
tibia y posteriormente se agregaron los otros componentes del medio. La
composicién del medio fue la siguiente (g/l): pulpa de café 60, sacarosa 2,
K;HPO, 1.3, NaH,PO,4 0.12, MgSO,-7H,0 0.3, CaCl,-2H,0 0.3, Agar 20.

5.3.3 MEDIO A
La composicion del medio A fue la siguiente (g/l): maltosa 18, glucosa 3,
tartrato de amonio 1.842, KH,PO,4 0.2, CaCl,-2H,0 0.0132, MgS0O,4 0.5, extracto
de levadura 0.5 (Asther et al., 2002)

5.3.4 MEDIO B
La composicién del medio B fue la siguiente (g/l): Sacarosa 3, NaNO;3; 3,
K:HPO,4 1, MgS0O, 0.5, KCI 0.5, extracto de levadura 3.

5.4 SELECCION DE CEPAS

Se utilizaron 5 compuestos fendlicos y dos concentraciones 200 y 800 mg/l, las

concentraciones se ajustaron a partir de una soluciéon madre.

Los ensayos se realizaron en frascos de 35 ml (previamente forrados con papel
aluminio), se colocaron 10 ml de medio de cultivo, para cada uno de los 5
compuestos fendlicos: acido p-cumarico, acido caféico, acido clorogénico acido
ferulico y vainillinico, previamente diluidos en metanol puro, los cuales fueron
filtrados (Membrana Millipore 0.2 um de nylon) antes de la adicion al medio B,
previamente esterilizados. Los frascos se incubaron a 30°C, con agitacion
constante de 100 rpm por 72h. Los experimentos se realizaron por duplicado y

cada unidad experimental fue independiente.

5.4.1 CULTIVO PARA LA FERMENTACION EN MEDIO LiQUIDO
Las unidades experimentales utilizadas se describen en la seccion 5.3, en esta
etapa el nivel de inéculo fue de 10" esporas /ml. Los frascos se incubaron a
30<C, con agitacion constante a 100 rpm y se tomaro n muestras a diferentes

intervalos de tiempo.
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5.4.2 EXTRACTO PARA LA IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
Para la identificacion compuestos, se realizaron fermentaciones en matraces
Erlenmeyer de 500 ml (forrados con papel aluminio), se colocaron 300 ml de
medio de cultivo B, se agrego el compuesto fendlico de una solucién madre
para obtener una concentracién final de 800 mg/l y el inéculo fue de 10 ’
esp/ml. Los matraces se incubaron a 30°C, con agitacién constante de 100

rpm por 72 horas.

5.5 CULTIVO EN FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO (FMS)

Se utilizd6 PUF (espuma de poliuretano), como soporte inerte, el cual
previamente fue lavado, secado a 60T y tamizado pa ra obtener un tamafo de
particula de 0.8 mm-1.0 cm, aproximadamente. Se emplearon columnas de
vidrio de 22 cm de largo y 50 mm de diametro, las cuales se empacaron con
aproximadamente 50 gramos de materia himeda. La materia himeda al inicio
de la fermentacion estuvo compuesta por el soporte impregnado con el medio
de cultivo correspondiente (A 6 B), las esporas se inocularon a una
concentracion de 10’ esp/ml. La humedad al inicio de la fermentacién fue de
70%. Las columnas se incubaron a 30C en un bafio de agua a temperatura
constante

A las columnas se les paso aire humedo por la parte inferior con un flujo de 14
ml/min. Los gases fueron colectados a la salida de las columnas y analizados
en linea con un cromatégrafo de gases equipado con un detector de
conductividad térmica acoplado a la computadora, equipada con un programa
de integracibn de CHROMA, que analiza los gases en linea durante la

fermentacion.

5.6 PREPARACION DEL INOCULO

La suspension de esporas se obtuvo en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50
ml de PDA, incubados a 30T por 96h. Posteriormente se agregaron 25 ml de
solucion Tween 80 al 0.01% (v/v), se realiz6 una dilucion 1:10 para su

observaciéon al microscopio (Olympus BX40) para poder realizar el conteo de
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esporas en la camara de Neubauer. El nimero de esporas se calculé por
medio de la férmula:

NE= 1X10* * FD* e *C

Donde:

NE: Concentracion de esporas

FD: Factor de dilucién

e: El promedio del niumero de esporas contadas.

C: Numero de cuadros empleados en la camara de Neubauer

5.7 PRODUCCION DEL EXTRACTO CRUDO DE LA CEPA A. niger DAR 2

La obtencién del extracto crudo enzimatico de A. niger DAR 2, se obtuvo a las
72 h de fermentacion con el medio de cultivo B. La biomasa se filtr6 al vacio,
con papel Whatman No. 40 y un embudo de vacio, al sobrenadante se le
denomin0 extracto extracelular. Para la obtencion del extracto intracelular, la
biomasa fue molida con nitrégeno liquido, con la ayuda de un mortero, hasta la
obtencion de un polvo fino. Se agregé buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 6 y
se centrifugé a 4500 rpm por 45 minutos. El sobrenadante y el boton fueron
separados y refrigerados a 4°C.

Se realiz6 el ensayo enzimatico con el extracto extracelular e intracelular para

determinar si la enzima de interés era intracelular o extracelular.

5.8 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

5.8.1 FERMENTACION EN MEDIO LiQUIDO (FML)
El contenido de los frascos se filtré una a traves de filtros de papel Whatman
41, previamente tarados. El filtrado se almacendé a -4°C y al filtro se le
determind el contenido de biomasa por el método de peso seco (60°C por 24

horas).

En el filtrado se determind el pH, la concentracion de amonio, azUcares,
sustratos y productos. Los métodos de analisis se describen en la seccion
5.10.
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5.8.2 FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO (FMS)
Una vez finalizada la fermentacién, las columnas fueron pesadas, la materia
fermentada fue extraida de las columnas de vidrio y fue prensada con una
jeringa de 50 ml. Las muestras obtenidas después del prensado fueron filtradas
y se les determiné la concentracion de amonio, Aw, Humedad, pH,
concentracion de azucares, sustrato y producto. Los métodos de analisis se

describen en la seccion 5.10.

5.8.3 EXTRACTO PARA LA IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

Al término de la incubacion, el contenido de los matraces fué filtrado con papel
Whatman 40. El extracto fue sometido a extracciones sucesivas con
cloroformo. Se realizaron 3 extracciones con un volumen aproximado de 50 ml.
El solvente fue evaporado a 40°C a baja presidon en un rotavapor. Los
extractos fueron solubilizados en 2 ml de metanol puro y posteriormente
analizados por cromatografia preparativa (CP), cromatografia en capa fina
(CCF) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

5.9 TECNICAS ANALITICAS

5.9.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF)
La cromatografia en capa fina es una técnica analitica cualitativa y muy versatil,
que se basa en el principio de reparto entre dos fases: la fase estacionaria (gel
de silice Merck 60F 254) y la fase movil (tolueno, dioxano y acido acético). El
soluto de interés (compuesto problema), se adherird a la fase estacionaria o se
movera con la fase movil, viajando una distancia que es inversamente
proporcional a la afinidad por la fase estacionaria. En esta técnica existen
meétodos de revelado, que pueden ser quimicos o fisicos, en nuestro estudio
utilizamos un método fisico, la luz ultravioleta onda corta (210 y 254 nm). La
expresion de resultados en esta técnica se hace por medio del Rf (Ratio front),
que mide la retencién de un componente (Skoog, 2005).

Rf=  distancia recorrida desde el origen del compuesto

distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente
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Las muestras filtradas de la fermentacion se analizaron por cromatografia en
capa fina, con la técnica modificada reportada por Hooper and Mahadevan
(1997) modificada. En nuestro estudio se sustituyo el benceno por un derivado
de este hidrocarburo con menor grado de toxicidad (Seyhan, 2000), quedando
la composicion de la fase mévil de la siguiente forma (v/v): tolueno, 1,4-
dioxano, acido acético (90:25:4). Se utilizaron placas cromatograficas de gel de
silice 60F ;54 (Merck), donde se aplicaron alicuotas de 6 pl de las muestras con
0.3 cm de distancia entre cada muestra. Una vez secas las muestras, se coloco
la placa en la camara cromatografica saturada con la fase movil, se corrieron
las muestras y cuando estas alcanzaron el frente de la placa (el solvente se
encontraban a 0.5 cm de la placa), esta fue retirada de la camara y se dejé
secar en la campana de extraccidon, posteriormente las placas fueron reveladas
con luz UV a 210 y 254 nm.

La identificacion de compuestos se realizO comparando los Rf de las muestras
con los estandares. Los compuestos de referencia utilizados fueron: éacido
clorogénico, p-cumarico, caféico, ferulico, vainillinico y vainillina, a una
concentracion de 1 mg/ml. En la Tabla 5.1 se enlistan los valores de Rf de los

compuestos de referencia.

Tabla 5.1. Valores de Rf de los compuestos de referencia

Compuesto Valor de Rf
Acido clorogénico 0.28
Acido caféico 0.32
Acido p-cumarico 0.56
Acido ferulico 0.62
Acido vainillinico 0.72

5.9.2 CROMATOGRAFIA PREPARATIVA (CP).
La cromatografia preparativa es una técnica que tiene el mismo principio que la
cromatografia en capa fina. Difiere de la técnica basica en muchos aspectos,
desde la preparacion de la muestra, ya que debe hacerse con menor cantidad

de solvente. La aplicacion de la muestra se realiza mediante una pipeta
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Pasteur o jeringuilla a lo ancho de la placa en una linea recta y se aplica en
diferentes capas hasta agotar la muestra.

Una vez colocada la muestra, el procedimiento es similar a la técnica basica
de cromatografia en capa fina. La placa de vidrio se coloca en la camara con el
solvente, hasta alcanzar el frente de la misma. Las placas cuentan con un
indicador fluorescente para su revelado con luz ultravioleta las manchas de los

diferentes compuestos.

Una vez localizados los compuestos, éstos se extraen de la silica (placa de
vidrio), uno a uno, con la ayuda de una espatula. Posteriormente se coloca
cada componente en un matraz y se mezcla con un disolvente. Una vez
disuelto el compuesto se filtra varias veces para separar el compuesto y la fase
estacionaria. Una vez separado se elimina el disolvente, con lo cual se obtiene

el componente separado (Skoog 2005; Robertson and Williams, 2009).

Los extractos concentrados fueron resolubilizados en metanol puro se
analizaron en placas de vidrio de silica gel (Macherey-Nagel, Germany) donde
se aplicaron en forma horizontal con pipeta Pasteur en repetidas ocasiones
hasta aplicar completamente los 2 ml del extracto concentrado. Una vez seca la
muestra, se coloco la placa en la camara cromatografica saturada con la fase
movil, compuesta de tolueno/dioxano/acido acético (90/25/4) (Hooper and
Mahadevan, 1997). Las placas se revelan con luz ultravioleta.

Cada fraccién se colocé en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se realizaron
alrededor de tres lavados con acetona, para separar los compuestos de la
silica. El solvente fue centrifugado a 10000 rpm por 15 min y el sobrenadante
fue filtrado a través de membranas de 0.45 um de nylony posteriormente

evaporado a 40 T al vacio.

5.9.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS
La determinacién de la concentraciéon de los sustratos (acido clorogénico,

caféico, ferulico, vainillinico y p-cumarico), asi como la de los productos de la
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biotransformacién, se efectué con un equipo Shimadzu, equipado con una
bomba cuaternaria Liquid Chromatogram LC20A, acoplado a un detector de
arreglo de diodos SPD M20A, se utiliz6 una columna Polaris 5 Amide C18
Varian (4.6 x 200 mm) en condiciones isocraticas. La composicion de la fase
movil fue la siguiente (v/v): agua: metanol: acido acético (64:35:1) segun
Barghini et al., (2007) a un flujo de 1.0 ml/min.

Se elaboraron las curvas patrén de concentracion del acido vainillinico, p-
cumarico, clorogénico, caféico y ferulico, en un rango de 0 - 500 mg/l (Anexo
3), los cuales fueron solubilizados en metanol y filtrados (Millipore 0.2 pum) . A
partir de las curvas patrén de concentracion, se determind la concentracion de

los compuestos de interés.

ANALISIS DE AZUCARES
La concentracion de azucares se determino con el método reportado por Tovar
et al., (2008). Se uso6 un equipo Perkin Elmer Binary LC Pump 250 acoplado al
detector Perkin Elmer LC 30 RI. La columna usada fue la siguiente:
Phenomenex Rezex Organic Acid (7.8 x 300 mm) en condiciones isocraticas.
La fase movil utilizada fue de acido sulfurico 5 mN con un flujo constante de 0.5

ml/min y a 40C.

Los azucares analizados fueron: sacarosa, glucosa, maltosa y fructosa. Se
elaboraron curvas patron de concentracion en un rango de 0 - 10 g/l. Con

ellas, se determind la concentracion de los azucares (Anexo 4).

5.9.4 CROMATOGRAFIA DE GASES (CG).

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA AL DETECTOR DE
MASAS.
La espectrometria de masas es una técnica basada en el bombardeo
electronico o idnico de una muestra. Esta técnica utiliza el movimiento de iones
en campos eléctricos y magnéticos para clasificarlos de acuerdo a su relacion
masa-carga. La finalidad es obtener de manera directa la masa molecular del

compuesto de interés. Las fracciones puras, se analizaron en un cromatégrafo
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de gases (Agilent GC System 6890), acoplado a un detector de masas (Agilent
5975 BVL). Se us6 una columna capilar HP-5 MS con una longitud de 30m y

un didmetro de 250 um, con 5% de fenil-metil-polisiloxano como fase movil.

Los compuestos fueron analizados por el método reportado por Huang et al,
(1993), con el objeto de mejorar la separacion y resolucién de las muestras. Se
modificd la temperatura del inyector y detector a 220° y 270T,
respectivamente. Con el objeto de mejorar la separacion y resolucion de las
muestras. El gradiente utilizado fue al inicio de 60T, con incrementos de 5
grados por minuto hasta 160C, manteniéndose durante un minuto. La
temperatura del inyector y detector se mantuvieron a 200 y 270C,

respectivamente.

Las muestras fueron interpretadas de acuerdo a su correspondiente patron de

descomposicion.

DETERMINACION DE CO,
El crecimiento microbiano se midié indirectamente a través de la produccion del
CO, durante la FMS. EIl analisis del CO, se realizd con el cromatografo de
gases GOW-MAC Instruments Co, Serie 580, reportado por Saucedo et al.,
(1994); con helio como gas acarreador, la temperatura del inyector y detector
se mantuvieron a 80C. Se empled una columna empacada CTR | de Alltech de
50 mm de diametro, la cual se mantuvo a 50 C y el flujo que se utilizé fue de

14 ml/min.

El analisis con este equipo permitié analizar diferentes gases como CO,, N, y
0O,. Cada gas tiene una conductividad térmica diferente, por lo que se
establecié una curva de calibracion previa al andlisis, los valores de referencia

de los gases se establece en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Tiempos de retencién de los gases de referencia.

Gas Tiempo de retencion
(min)
CO; 0.85
0, 2.2
N, 3.15

La integracion y el calculo de los porcentajes de los diferentes gases se

realizaron con el programa Chroma systemes (Dijon, Francia).

5.9.5 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica que sirve para
determinar directamente la estructura de moléculas principalmente organicas a

nivel atdbmico (Rouessac y Rouessac, 2003).

Las fracciones puras de los diferentes compuestos se analizaron por
Resonancia Magnética Nuclear. El analisis se realiz6 con un equipo marca
Brucker DMX 500 Mhz, con cloroformo deuterado como solvente (CDCI3) y
tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Las constantes de acoplamiento
(J) se reportaron en (Hz) y los picos de multiplicidad para el espectro del protén

de la siguiente manera: s, singulete; d, doblete; m, multiplete; brs, broad singlet.

5.9.6 DETERMINACION DE BIOMASA
La biomasa se determind por gravimetria, los filtros de papel Whatman No. 42,
fueron previamente puestos a peso constante, la biomasa se colectdé en los
filtros y se colocaron en la estufa a 60°por 24 h.

5.9.7 DETERMINCACION DEL pH
El pH se midi6 con un potencidmetro Conductronic pH120, previamente
calibrado con buffers de referencia pH 4y 7 a 25C . La medicién se hizo a los
filtrados y extractos obtenidos de las fermentaciones, previamente agitados en

un vortex.
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5.9.8 DETERMINACION DE AMONIO
Para cuantificar la concentracion de amonio, se utilizo la técnica del electrodo
selectivo de amoniaco, descrito en Standard Methods APHA, 1992. En un
matraz aforado de 125 ml se adiciona 1 ml de muestra problema, se afora con
agua desionizada, la solucién se alcaliniza con NaOH 10N, para desprotonar el
ion amonio (NH;") y formar el amoniaco (NH3). La medicion se realizé bajo
agitacion constante por 3 min mientras se toma la lectura con un potenciometro
Conductronic pH 120 con el electrodo Ammonia Combination. Los valores se
interpolaron en una curva patrén de concentracion de amonio en un rango de
0-500 mg/l (Anexo 5). Las curvas patrén representan graficamente el potencial
del electrodo (mV) en funcidbn de concentraciones de amonio en escala

logaritmica.

5.9.9 DETERMINACION DE HUMEDAD
Se pesaron aproximadamente 0.5 g de materia fermentada. La humedad se
determind con una termobalanza Ohaus MB45. El equipo funciona sobre la
base del principio termogravimétrico. Al comienzo de la medida, el analizador
de humedad determina el peso de la muestra, a continuacion, la muestra se
calienta y seca rapidamente por medio de la lampara de haldégeno. Durante la
operacion, el equipo determina continuamente el peso de la muestra y

determina el resultado de humedad como porcentaje (%) de la muestra.

5.9.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AGUA (Aw)
La actividad de agua (Aw), es la relacién de la presién de vapor del material
entre la presion de vapor del agua pura a la misma temperatura. El principio de
medicion del equipo Aqua Lab se basa en la obtencion del punto de rocio por
condensacion sobre un espejo enfriado, este método ofrece exactitud elevada,
facil uso y precision en la medida, ademas la lectura toma unos cuantos
minutos. Para determinar la A, se colocaron aproximadamente 2 g de la
materia fermentada en los contenedores de medicién del equipo AquaLAb CX2
de Labsen Scientific, previamente calibrado con agua destilada, ajustando el

valorde Aw a 1.
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5.9.11 DETERMINACION DE PROTEINA

La determinacion de proteina se realizé por el método reportado por Lowry et
al., (1951). Este método consta de dos etapas: en la primera, los iones Cu?*, en
medio alcalino, se unen al péptido y forma complejos con los atomos de nitrégeno
de los enlaces peptidicos. Estos complejos tienen un color azul claro; se exponen
los residuos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de la reaccion.
El Cu®** se mantiene en solucién alcalina al formar un complejo con el tartrato de
sodio y potasio. En la segunda etapa, el cobre actia como catalizador de la
reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por parte
de los grupos fendlicos de los residuos de tirosina. El principal constituyente del
reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo,
que al ser reducido por los fenoles da lugar a un complejo de color azul intenso
(Garcia y Duhalt, 1998). La preparacion de los reactivos se describe en el Anexo
6.

Para determinar la concentracion de proteina se realizé una curva patron de

seroalbumina con un intervalo de 0-100 pg/ml (Anexo 6.1).

5.9.12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA FERULICO
DESCABOXILASA EN EL EXTRACTO CRUDO DE LA CEPA A.niger DAR 2
La actividad ferdlico descarboxilasa se determind por medio de la
descarboxilacion del acido ferulico a 4-vinilguayacol, el cual fue determinado
por HPLC.

Las condiciones del ensayo enzimatico fueron las siguientes: en un vial de 250
ul, se colocaron 100ul de extracto, 50 pl de buffer de fosfato de sodio 100 mM,
pH 6.5; 100 ul de agua MiliQ y acido ferdlico a una concentracién de 2.5 mM.
El ensayo se realizé por duplicado, con el respectivo blanco, el cual fue
preparado de la misma manera que las muestras con la adicion de 30ul de TCA
desde el inicio del ensayo. La reaccion se incub6 a 30°C y la toma de muestra
se hizo cada 4 h. La reaccion fue detenida con la adicion de 30 pl de TCA.

Posteriormente la muestra fue filtrada y analizada por HPLC.

Una unidad de actividad enzimatica (U), fue definida como la cantidad de

enzima necesaria para producir 1 pmol de 4- vinilguayacol por minuto.
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5.9.13 EFECTO DEL pH Y TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA INTRACELULAR DE LA CEPA A. niger DAR 2.
Los valores de pH ensayados para medir la actividad enzimatica fueron: 4, 5, 6,
7y 8. En el caso de pH 4y 5 se preparo buffer de acetatos 100 mM; para pH 6,
7y 8 se empled buffer de fosfatos 100 mM.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad del extracto
intracelular crudo, se incubd la reaccion a las siguientes temperaturas: 30, 40,
50, 60,70 y 80°. Los ensayos enzimaticos se realizaron como se describe en la

seccion anterior.

5.9.14 PURIFICACION POR INTERCAMBIO IONICO DE LA
ENZIMA FERULICO-DESCARBOXILASA DE LA CEPA A. niger DAR 2

En la primera etapa de purificacion de la descarboxilasa del acido ferulico, se
utilizé la técnica de cromatografia de intercambio i6nico. Esta técnica se basa
en las diferencias en signo y magnitud de la carga eléctrica neta de las
proteinas a un valor de pH determinado. La afinidad de cada proteina a los
grupos cargados de la columna estd determinada por el pH y por la
concentracion de iones en solucion (concentracion salina) que compiten con la

proteina en la interaccion con la matriz.

Para el desarrollo de esta técnica se utilizé6 una columna MONOQ (Biorad), de
5 ml, se eluy6 con buffer de acetatos 100 mM, pH 5 con azida de sodio al 5% y
buffer de acetato con cloruro de sodio 2mM, pH 5. Las diferentes fracciones
fueron colectadas y posteriormente dialisadas con tubo de dialisis de 10000 Da
en buffer de fosfatos pH 6 100mM. Para poder evaluar la actividad enzimatica
bajo las condiciones 6ptimas de pH y temperatura.

5.9.15 PURIFICACION POR FILTRACION EN GEL DE LA ENZIMA
FERULICO-DESCARBOXILASA DE LA CEPA A. niger DAR 2
En una segunda etapa de purificacion de la enzima se utilizé la técnica de
filtracion en gel. Esta técnica se basa en la separacién de las proteinas de
acuerdo a su peso molecular. Para la separacion de la descarboxilasa del 4cido
ferulico se utilizé una columna de filtracion en gel 30 mm X 7.8 mm, empacada
con polihidroximetacrilato (Bio- Rad), adaptada al equipo de HPLC (Agilent). El
buffer de elucién fue Tris 25 mM pH 8 con 100 mM de NaCl y 0.01% de azida
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de sodio. Las fracciones obtenidas se interpolaron en la curva estandar de
pesos moleculares proporcionada por BIORAD.

La fraccion obtenida por intercambio anidénico que mostré actividad fue
inyectada en la columna de filtracibn en gel y se obtuvieron diferentes

fracciones.
5.9.16 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron los analisis estadisticos ANOVA, t-student, Prueba de Tukey, con
el programa NCSS-2000.

5.10 EXPRESION DE RESULTADOS

5.10.1 RENDIMIENTOS Y CONVERSIONES MOLARES EN LAS
REACCIONES DE BIOTRANSFORMACION.
El rendimiento molar (%), de formacion de producto con base al consumo de

acido hidroxicinamico respectivo (X), fue expresada de la siguiente manera:

Y= — ——
XO —XAf
Donde:

- Pges la concentracion molar final de producto

- FRyes la concentracion inicial molar de producto.

- X0 y XA, son las concentraciones molares de acido hidroxicinamico

f

inicial y final, respectivamente.
- La conversion de acido hidroxicinAmico X (%), se expresé como sigue:

XAg = XAs

x100
- Conversion (%) =
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5.10.2 ANALISIS DE GASES DE LA FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO
El analisis de los gases se determiné con el programa CHROMA para conocer
la concentracién de CO,. La concentracion del CO,, se obtuvo a partir del area

bajo la curva de velocidad de produccion contra tiempo. Los resultados se
expresaron en mg CO,/h g de materia sélida inerte (MSI).
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6. SELECCION DE LAS CEPAS FUNGICAS CON CAPACIDAD P ARA
BIOTRANSFORMAR ACIDOS HIDROXICINAMICOS

En este capitulo se describe el proceso de seleccién de cepas fungicas, el
criterio utilizado fue la capacidad de biotransformar acidos hidroxicinamicos
segun la via de referencia (Verpoorte, 2000) (Figura 6.1). Las cepas estudiadas
fueron sometidas al proceso de seleccion evaluando dos concentraciones, 200
y 800 mg/l del acido p-cumarico, caféico, feralico y vainillinico. Se establecieron
estas concentraciones con el objeto de conocer la tolerancia y resistencia a la
toxicidad de los compuestos fendlicos. La técnica analitica utilizada en esta
etapa fue la cromatografia en capa fina, la cual es ampliamente utilizada,

rapida y sencilla (Pascual et al., 2002).

COOH COOH COOH
= Z = COOH GHO
—S —> —> —>
OH
! OCHs ocH, OCH,
OH
OH OH
OH
Acido A?'}?'O fAC,'l‘?'O Acido Vainillina
p-cumarico careico erufico vainillinico

COOH
OH

0
OH
0— U—CH —CH .
Acido
OH clorogénico

OH
OH

Figura 6.1. Via de referencia para la biotransformacion de los &acidos

hidroxicinamicos por las cepas de hongos filamentosos.

Se hizo el analisis por cromatografia en capa fina de los extractos en los
tiempos 0 y 72 h de fermentacion. Este procedimiento se realizé para las 19
cepas estudiadas con cada uno de los diferentes sustratos, con las dos
concentraciones y con el medio de cultivo B. Se compararon los resultados con
las soluciones de referencia, para identificar la biotransformacion de los
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sustratos y la generacion de los productos. Los resultados se muestran en la
Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Seleccién de cepas fangicas.

Sustrato Cepas Producto Rf Biomasa
(mgll) (mg/ml)
Acido A. tamarii V12307 Acido 0.32 1.3+0.04
p-cumarico caféico
(800) A. niger AD96-4 NI 0.79 3.2+ 0.07
A. niger C17309, NI 0.79 2.1+0.18
Acido A. niger C23308, Acido 0.62  2.8+0.37
caféico (200)  Penicillium sp.V26316 ferdlico 2.4+ 0.32
Acido A. niger C23308, Acido 0.32 3.5+0.4
clorogénico A. niger DAR 2 caféico 3.5+0.35
(800)
Acido ferdlico  A. niger C17309 2.1+0.84
(800) A. niger C28312 Acido 0.72 29+0.14
A. niger DAR2 vainillinico 2.7 +0.25
A. niger C16310 2.2+0.14
Penicillium sp.V26316 2.0+0.28
Acido Penicillium sp.vV26316 Acido 0.62 2.2+0.34
vainillinico (200) ferdlico

NI: Producto no identificado.

De las 19 cepas fungicas so6lo ocho mostraron productos de la de
biotransformacién de los &cidos hidroxicinamicos. Tres cepas del género
Aspergillus biotransformaron el acido p-cumarico (Figura 6.2). La cepa
A.tamarii V12307 mostré la capacidad de biotransformar el &cido p-cumarico en
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acido caféico, reaccion que es efectuada por la enzima fenolasa de la via del
acido fenilpropendico y cuya reaccidon consiste en adicionar un grupo hidroxilo

al anillo aromatico (Verpoorte, 2000).

(b)
COOH
/ COOH
=
—> OH + X
o OH
Acido Aciqo
p-cumarico caféico
(d)

Figura 6.2. Cromatografia en capa fina de los productos de biotransformacion
del acido p-cumérico (a) Placa de A. tamarii V12307. La flecha muestra la
ubicacién del acido caféico. (b) Placa de A. niger Ad96-4. (c) Placa de A. niger
C17309. 1. t o Acido p-cumarico 800 mg/l; 2. t 7> &cido p-cumarico 800 mg/l.
Las flechas muestran la formacion de un producto desconocido en las placas
(b) y (c). (d) Reaccién del &cido p- cumarico por las cepas fungicas.
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A.niger C17309 y A.niger AD96-4 biotransformaron el acido p-cumarico a una
concentracion de 800 mg/l, en un compuesto con Rf de 0.79, el cual no
corresponde a ningun compuesto de referencia disponible en el laboratorio.
Este compuesto podria ser producto de una via diferente a la propuesta, ya que
se ha reportado su produccion en P. cinnabarinus MUCL39533, Paecilomyces
variotii MTCC 6581 y Halomonas sp. EI mecanismo de biotransformacion se
lleva a cabo por la reduccién de la cadena carboxilica y una vez que ésta es
reducida, se presentan diferentes reacciones a nivel del anillo aromatico
(Estrada et al., 2001; Sachan et al., 2006; Abdelkafi et al., 2006). En cuanto a
los valores de biomasa, las tres cepas mostraron diferencias importantes
después de 3 dias de incubacion con el acido p-cumarico. A. niger AD96-4
presentd un valor de 3.22 mg/ml, seguida de A. niger C17309 con 2.11 mg/mly
la cepa A. tamarii V12307 presentd la menor generacion de biomasa (0.71

mg/ml).

Estos resultados de biomasa pueden estar relacionados con la tolerancia de los
hongos a los diferentes compuestos presentes durante la reaccién de

biotransformacion.

A. niger C23308 vy Penicillium sp.V26316 biotransformaron el acido caféico
(Figura 6.3), una concentracion de 200 mg/l, con el acido ferulico como
producto principal. La reacciéon de biotransformacion del acido caféico en acido
ferulico es catalizada por la enzima cafeato o- metiltransferasa ( EC 2.1.1.6), la
cual introduce un grupo metilo en el anillo para formar el grupo OCH3 del anillo

aromatico del &cido ferulico (Inoue et al., 1998).
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(a) (b)
COOH COOH
= =
oH —» OCH;,
OH OH
ACidO ACidO
caféico ferdlico
()

Figura 6.3. Placas cromatograficas de la biotransformacién del acido caféico a).
Placa de A. niger C23308 b) Penicillium sp.V26316. 1. t  Acido caféico 200
mg/l; 2. t 7, acido caféico 200 mg/l. Las flechas muestran la ubicacion de acido
feralico en ambas placas. c) Reaccién del acido caféico por las cepas fungicas.

Los valores de biomasa final de A. niger C23308 y Penicillium sp V26316 no
muestran diferencias significativas entre si, fueron 2.87 y 2.47 mg/l para la cepa
A.niger C23308 vy Penicillium sp.V26316, respectivamente, lo que sugiere que
las tres cepas fungicas presentan la misma tolerancia frente al &cido caféicoy a
la concentracion de producto. Aunque en este ensayo se probaron dos
concentraciones, solo se observaron productos de biotransformacioén en la
concentracion de 200 mg/l. Esto podria presentarse por una inhibicién del
crecimiento de las cepas fangicas por el &cido caféico a mayores
concentraciones, resultados que coinciden con lo reportado por Estrada et al,
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(2003), donde se menciona que a concentraciones mayores de 350 mg/l de
acido caféico se presenta inhibicién del crecimiento en P. cinnabarinus debido

a la toxicidad del acido p-cumarico.

A. niger C23308 y DAR 2 biotransformaron el acido clorogénico en acido
caféico. Esta reaccion ha sido ampliamente reportada (Smith et al., 2003;
Asther et al., 2005; Benoit et al., 2007; Ramirez et al., 2008), incluso ésta se
realiza en el tracto gastrointestinal humano (Nardini et al., 2002). Los valores
de biomasa para ambas cepas fueron de 3.59 (A. niger C23308) y 3.55 mg/ml
(DAR 2), por lo qgue ambas cepas presentan una capacidad semejante para

crecer en presencia de 800 mg/l de acido clorogénico.

De las 19 cepas probadas, seis biotransformaron el acido ferualico, cuatro del
género Aspergillus y una del género Penicillium (Figura 6.4). Los valores finales
de biomasa en estas seis cepas, no presentaron diferencias entre si, ya que
todas alcanzaron concentraciones alrededor de 2 mg/ml. La biotransformacion
del &cido ferdlico en acido vainillinico ha sido reportada en Sporotrichum
thermophile, Schizophyllum commune, Paecilomyces variotti y A. niger, entre
otros (Mathew y Abraham, 2006). La reaccion es una degradacion de la cadena

propendica del acido ferulico para formar el &cido vainillinico.

Los resultados obtenidos de la seleccidon de cepas capaces de biotransformar
los &cidos hidroxicinAmicos mostraron que sélo 8 de las 19 cepas presentan la
capacidad de biotransformar diferentes acidos hidroxicinamicos, (Figura 6.1),
asi como otros intermediarios diferentes. Ademas los resultados muestran que
cada cepa posiblemente posee capacidades enzimaticas diferentes para la
biotransformacion de los &cidos hidroxicinamicos, que se reflejé en la obtencién
de diferentes productos de biotransformacion. El &cido clorogénico es
hidrolizado en acido caféico, reaccion que lleva a cabo por la enzima

clorogénico esterasa (Adachi et al., 2008).
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(@) (b) (© (d) ()
COOH
/ COOH
>
OCH;s OCH,
OH OH
Acido Acido
ferdlico vainillinico
)

Figura 6.4. Placas cromatogréaficas de la biotransformacion del acido ferdlico.
a). Placa de A. niger C17309, b) A. niger C28B315, c) A. niger DAR2, d) A.
niger C16310, e) Penicillium sp.V26316. 1. t o Acido fertlico 800 mg/l; 2. t 7
acido ferulico 800 mg/l. Las flechas muestran la ubicacién de acido vainillinico

en las placas. f) Reaccion del acido ferulico por las cepas fungicas.

El acido p-cumarico fue biotransformado en un producto desconocido y en
acido caféico, lo que sugiere la presencia de la enzima 4- coumarato- 3
hidroxilasa, (Verpoorte, 2000) la cual introduce un grupo hidroxilo al anillo

aromatico, como se indica en la via de referencia.

Por otro lado, el &cido caféico fue biotransformado en acido ferulico, esta
reaccion la lleva a cabo la catecol-3- metil transferasa, que introduce un grupo
metilo al hidroxilo en posicion meta del anillo aromético del acido caféico para

dar origen al &acido ferudlico
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El 4cido ferulico fue biotransformado en acido vainillinico, tal como se indica en

la via de referencia.
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7.  BIOTRANSFORMACION =~ DEL ACIDO  CLOROGENICO EN
FERMENTACION EN MEDIO LIQUIDO

El 4cido clorogénico es un ester y la hidrélisis de este compuesto produce
acido quinico y acido caféico. Esta reaccion es catalizada por la enzima
extracelular clorogenato esterasa (EC 3.1.1.42). Actualmente se encuentra
disponible la preparacion comercial de esta enzima
(http://www.kikkoman.co.jp/bio/j/rinsyou/enzymes/), que es utlizada para la
prevencion del oscurecimiento enzimatico en la preparacion de jugos, vinos y
café (Schobel and Pollmann, 1980; Smith et al., 2003).

El acido caféico posee propiedades antioxidantes y ha demostrado mayor
actividad que el BHT (butil hidroxitolueno), antioxidante sintético ampliamente
utilizado en la industria alimentaria (Kikuzaki et al., 2002). El acido caféico se
utiliza en la fabricacion de farmacos anticarcinogénicos, antioxidantes e

inmunomoduladores (Saija et al., 1999).

Por otro lado, el &cido quinico es utilizado para la produccion de acido
shikimico, el cual es un precursor directo del oseltamivir, ingrediente activo del

tamiflu, el cual es un antiviral selectivo contra la influenza (Adachi et al., 2008).

Debido al alto valor agregado de los productos de la hidrélisis del acido
clorogénico, se estudid la biotransformacion del acido clorogénico. En la
primera etapa se realizO un ensayo preliminar comparativo de la
biotransformacion del acido clorogénico entre A. niger DAR 2 y A. niger
C23308. Posteriormente se selecciond A. niger C23308, se caracterizd su
cultivo de 72 h, a través del consumo del sustrato, la generacion de productos,

la evolucion del pH, la concentracion de biomasa y el consumo de azucares.

7.1 ESTUDIO PRELIMINAR DE LA BIOTRANSFORMACION EN C ULTIVO
LIQUIDO DEL ACIDO CLOROGENICO POR LAS CEPAS A. niger DAR 2 y
A. niger C23308

En la primera etapa del estudio, se utilizaron A. niger DAR 2 y A. niger C23308

en ensayos en FML con acido clorogénico y medio de cultivo B. El analisis de
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los extractos se realiz6 a las 72 h de fermentacién y se midieron el pH, la
concentracion de sustrato, producto y de biomasa, después de 3 dias de

fermentacion. Los resultados se muestran en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Resultados del estudio preliminar de las cepas A. niger DAR 2y

A. niger C23308 y su capacidad de biotransformar el acido clorogénico.

Cepa Sustrato Producto Rendimiento  Biomasa pH
(mg/l) (mg/l) (%) (mg/ ml)
A.niger Acido Acido
DAR 2 clorogénico caféico 13.4 4.0 +0.35 6.6
800 107.4 + 0.02
A.niger Acido Acido 55.3 3.5+0.45 6.1
C23308 clorogénico caféico

800 442.5 + 0.02

En la Tabla 7.1 se observa que ambas cepas presentaron valores de pH final y
concentracion de biomasa semejantes. Se observa que A. niger C23308
mostré un mayor rendimiento en la biotransformacién de acido clorogénico en
acido caféico, el cual fue 4 veces mayor comparado con la cepa A. niger DAR
2.

Estos resultados mostraron que bajo las condiciones de estudio, ambas cepas
posiblemente presentan diferentes actividades de clorogenato esterasa que es
la enzima responsable de biotransformar el &cido clorogénico en &cido
caféico. Se decidi6 utilizar la cepa A. niger C23308 para realizar estudios mas
detallados de la biotransformacion del acido clorogénico ya que mostré mejores

resultados.
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7.2 BIOTRASNFORMACION DEL ACIDO CLOROGENICO CON LA CEPA A.
niger C23308

En esta etapa del estudio de la biotransformacion del acido clorogénico, se
realizd la cinética de biotransformacion del acido clorogénico por la cepa A.
niger C23308, con el medio de cultivo B, como se detalla en la seccion 5.3.1.
La toma de muestras se realizé a intervalos de 12 h durante 72 h. Las muestras
fueron tratadas como se describe en la seccion 5.7.1 y a las alicuotas se les
determind el pH, el contenido de azlcares, el consumo de sustrato y la
formacion de productos.

La Figura 7.1 muestra el perfil de biotransformacion del acido clorogénico en
acido caféico por la cepa A. niger C23308 durante 72 h de fermentacién. Se
observa que el acido clorogénico es biotransformado gradualmente durante la
fermentacion.

900 1 r 5

750 A

600 -

450 -+

Azlcares (g/)
Biomasa (mg/ml)

300 -

Acidos hidroxicinamicos (mg/l)

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)
Figura 7.1 Biotransformacion del &cido clorogénico por la cepa A. niger
C23308. Acido clorogénico (¢), acido caféico (m), sacarosa (a), glucosa (e),

fructosa (o), biomasa ( ).
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Durante las primeras 12 horas, la sacarosa presente fue hidrolizada y
consumida, se estimaron alrededor de 1.28 g/l de sacarosa, 0.78 g/l de glucosa
y 1.79 g/l de fructosa. En este punto el valor de biomasa presenté un
incremento del doble del valor inicial, ya que se alcanzé una concentracion de
1.5 mg/ml. En este momento, el &cido clorogénico soOlo presentd una
disminucién del 7.8% y no se detectd concentracién de otro metabolito. A las
24h solo se observaron 1.29 g/l de fructosa y la biomasa alcanz6 un valor de
2.55 mg/ml, mientras que la concentracién del acido clorogénico disminuyé en
un 25%, lo que sugeriria que el microorganismo utiliza el compuesto fendlico
como fuente de carbono, ya que en esta etapa del cultivo se mostré6 un
incremento en la concentracion de biomasa pero no en la generacion de

intermediarios.

A las 36 h la concentracion de biomasa se mantuvo constante, posiblemente
como consecuencia del consumo total de los azucares y por el efecto inhibitorio
de las altas concentraciones de los compuestos fendlicos presentes en el
medio, ya que en esta etapa, la mitad del acido clorogénico ha sido
biotransformado y se detecta por primera vez durante la fermentacion, el acido
caféico a una concentracion de 400 mg/l. Al final de la fermentacion, la
concentracion de acido caféico fue de 371 mg/l, mientras que el &cido

clorogénico fué totalmente consumido.

Ademas del acido caféico, también se detectdé un compuesto desconocido
desde las 36 h y hasta las 72 h de fermentacion, que fue analizado

espectroscopicamente (Figura 7.2).

Al comparar el compuesto encontrado con los compuestos de referencia, se
encontré que el compuesto desconocido y el &cido protocatecdico presentaron

los mismos maximos de absorcion de luz UV a 244, 259, 280 y 294 nm.

La descarboxilacion de la cadena propendica del acido caféico en acido
protocatecdico ha sido reportada por Estrada et al., (2003) y por Torres y
Torres y Rosazza (2001), en ambos estudios la presencia de acido
protocatecodico se presento a partir de acido p-cumarico y no a partir del acido

clorogénico.
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El mecanismo de descarboxilacion del cafeato a protocatecoato ha sido
estudiado en Acinetobacter sp ADP1 por Smith et al., (2003), demostraron que
la generacion del protocatecoato puede llevarse a cabo a partir del cafeato o

quinato, posterior a la hidrdlisis del acido clorogénico.
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Figura 7.2. a) Espectro UV del acido protocatecdico. b) Espectro UV del
compuesto desconocido producido durante la biotransformacién del acido

clorogénico con la cepa A. niger C23308.

En el caso del género Aspergillus, existen diversos estudios en los que se
describen el uso de la clorogenato esterasa para la produccién de acido caféico
y acido quinico. A diferencia de Acitenobacter sp ADP1, con las cepas de A.
niger no se mencionan otros metabolitos formados durante este proceso, ya

que los estudios se orientan a la identificacion de la enzima responsable.

Los estudios previos no revelan la cantidad de acido caféico producido, en el
presente estudio A. niger C23308 mostré la capacidad de biotransformar el
acido clorogénico en acido caféico, compuesto que posee una fuerte capacidad
antioxidante (Castelluccio et al., 1995). Desde esta perspectiva, resulta
interesante la utilizacion de residuos agricolas, particularmente la pulpa de café
para la produccion de acido caféico, ya que se ha reportado que tiene una

concentracion de acido clorogénico de 64 mg/g (Ramirez-Martinez et al., 1988).
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La biotransformacion del acido clorogénico por A. niger C23308 sugiere que

esta cepa puede producir la clorogénico esterasa para formar acido caféico a

partir del acido clorogénico, el

gue posteriormente puede sufrir

una

degradacion de la cadena propendica para formar el acido protocatecdico

(Figura 7.3).
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Figura 7.3 Biotransformacion del acido clorogénico en acido caféico y acido

protocatecoico por la cepa A. niger C23308.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos

82



CAPITULO 8
BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO
P-CUMARICO

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 83



Biotransformacion del dcido p-cumdrico

8. BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO p-CUMARICO

El &cido p-cumarico es un &cido hidroxicinAmico que se encuentra de manera
abundante como constituyente de la pared celular de las plantas, éste
compuesto se encuentra esterificado a la lignina. Se encuentra presente en

frutas y vegetales, principalmente en forma de ésteres solubles (Clifford, 2000).

El estudio de microorganismos capaces de metabolizar los acidos
hidroxicinamicos ha sido de interés para muchos investigadores.
Particularmente, para la obtencion de hidroxibenzoatos, los cuales presentan
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, hipoglucémicas y han sido
utiizado como conservadores en la industria alimentaria y farmaceéutica
(Sachan et al., 2006).

Considerando la importancia de los productos de la biotransformacion del acido
p-cumarico (ACU), en patrticular los hidroxibenzoatos, se dedica este capitulo al
estudio de la biotransformacién del ACU con tres cepas de hongos
filamentosos. El trabajo se realizé de las siguiente manera: 1) En cultivo liquido
se exploré la biotransformacion del acido p-cumarico con 2 medios de cultivo,
ya que se ha reportado que azucares de facil asimilacion como la glucosa y la
fructosa, son inhibidores de muchas reacciones del metabolismo secundario
que es el responsable de la produccion de los metabolitos esperados (Ander et
al., 1980; Lesage-Meesen et al., 1997). Por ello, se probaron dos medios de
cultivo, el medio A, con dos azucares en su composicion (maltosa y glucosa), y
el medio B con una sola fuente de azlcar (sacarosa). 2) La técnica de
Cromatografia preparativa (CP), se aplicé para purificar algunas fracciones de
los extractos de la fermentacion de A. niger C17309. Las fracciones fueron
analizadas por GC-MS y se identificaron 4 compuestos. En una segunda etapa,
se usaron los cultivos liquido y solido. Para cada cultivo se realizaron cinéticas,

se estimo el consumo de sustrato y la generacion de productos, se midié el pH,
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la concentracion de biomasa, la concentracion de amonio (s6lo en el medio A)

y concentracion de azlcares

8.1 ESTUDIO PRELIMINAR DE LA BIOTRANSFORMACION EN C ULTIVO
LIQUIDO DEL ACIDO p-CUMARICO POR LAS CEPAS A. tamarii V12307, A.

niger C17309 y A. niger AD96-4

A. tamarii V12307, A. niger C17309 y A. niger AD96-4 se probaron en cultivo
liguido con 800 mg/l de &cido p-cumarico. El analisis de los extractos se realizd

a las 72 h de fermentacion, se determinaron la biomasa y el pH. La

degradacion de sustrato y la formacién de productos se analizaron con la

técnica de cromatografia en capa fina. Los resultados se muestran en la Tabla

8.1

Tabla 8.1. Estudio preliminar de la biotransformacion del acido p-cumarico (800

mg/l), por A. tamarii V12307, A. niger C17309 y A. niger Ad96-4.

Cepa Medio  Producto Rf Biomasa pH
(mg/ml)
A Acido
A. niger caféico 0.32 1.2 +0.02 3.04+0.025
C17309
B Cx 0.79 2.6 +0.07 3.31+0.766
Acido 5.9 + 0.02 4.29+0.076
A. tamarii A caféico 0.32
V12307 Cx 0.79
B Acido 2.1 +0.02 7.39+0.060
caféico 0.32
Cx 0.79
A. niger B Cx 0.79 2.75+0.08 3.04+0.302
Ad96-4

Cx: Producto desconocido generado durante la biotransformacién del acido p-cumarico

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos

85



Biotransformacion del dcido p-cumdrico

La Tabla 8.1 muestra que las cepas A. tamarii V12307 y A. niger C17309 con el
medio de cultivo A, biotransformaron el acido p-cumarico y generaron como
producto principal el &cido caféico, aunque la cepa A. tamarii V12307 genero
mayor cantidad de biomasa y valores de pH més altos que la cepa A. niger
C17309. Por otro lado, las mismas cepas con el medio de cultivo B,
biotransformaron el acido p-cumarico en un compuesto desconocido (diferente
a la via de referencia), este compuesto con un Rf de 0.79. Con este medio de
cultivo, A. niger C17309 generd una biomasa menor y valores de pH mas altos
en comparacion con A. tamarii V12307. Las diferencias en los valores de
biomasa pueden estar relacionadas a la composicion del medio. La diferencia
entre la composicion del medio de cultivo A y el medio de cultivo B mostré
diferencias significativas en las concentraciones de biomasa entre un medio y

otro.

Con respecto a A. niger Ad96-4, solo se analizé con el medio de cultivo B, que
biotransformé el acido p-cumérico en un compuesto con Rf de 0.79. La
formacion de biomasa no presentd diferencias significativas con A. tamarii

V12307, aunque el valores de pH fueron mas cercano al cepa A. niger C17309.

En cuanto al compuesto generado por las tres cepas, es posible que se trate de
algun hidroxibenzoato u otros productos de la reduccién de la cadena
propendica del acido p-cumarico, reportado en Paecilomyces varioti MTCC
6581 (Sachan et al., 2006); Halomonas sp. IMPC (Abdelkafi et al., 2006) o
Pycnoporus cinnabarinus MUCL39533 (Estrada et al., 2001).

Las reacciones de biotransformacién estudiadas mostraron la presencia de un
compuesto desconocido. Por ello se realizaron cultivos adicionales con A. niger
C17309 en medio de cultivo B y &cido p-cumarico a una concentracion de 800
mg/l. Los extractos fueron tratados como se describié en la seccion 5.7.3 y

sometidos a cromatografia preparativa identificacion.
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8.2 ANALSIS DEL EXTRACTO DE LA BIOTRANS FORMACION EN

FERMENTACION EN MEDIO LIQUIDO DEL ACIDO p-CUMARICO POR LA
CEPA A. niger C17309.

Con cromatografia preparativa se obtuvieron dos fracciones a partir de los
extractos de la cepa A. niger C17309 con el medio B y acido p-cumarico;
posteriormente, estas fracciones fueron analizadas por GC-MS. La Figura 8.1
muestra el cromatograma de ionizacion del extracto concentrado de la cepa A.
niger C17309, se aprecian diferentes picos, correspondientes a los compuestos
presentes en la fraccion.
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Figura 8.1. Cromatograma de ionizacion del extracto concentrado del cultivo de
A. niger C17309 con medio B y acido p-cumarico (800 mg/l).
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En la Figura 8.1, se muestra el cromatograma de los productos obtenidos de la
biotransformacion el acido p-cumarico con A. niger C17309. De acuerdo a la
reaccion de biotransformacion, se encontraron cuatro compuestos, con tiempos
de retencion de 14.02, 16.35, 16.74 y 18.73 min. Los picos con los tiempos de
retencién de 12.5 y 4.9 min, corresponden a los solventes de la muestra. En la
Tabla 8.2 y en la Figura 8.2 se muestran los resultados obtenidos del andlisis
por GC-MS.

Tabla 8.2. Compuestos obtenidos del andlisis de GC-MS de las fracciones
purificadas del extracto concentrado de A. niger C17309 con medio B usando

acido p-cumarico a 800 mg/I.

Tiempo

de retencion Masa Porcentaje Nombre

(min) (%)

14.03 110 10.6 Hidroquinona

16.35 122 2.47 4-hidroxibenzaldehido

16.74 136 0.65 4-propil fenol

18.73 152 0.54 metil 4- hidroxibenzoato

CH3
OH CHO j o\; oCHs
OH OH OH OH
Hidroquinona 4-hidroxibenzaldehido 4-propil fenol  metil 4-hidroxibenzoato

Figura 8.2 Productos de la biotransformacion del acido p-cumarico por A. niger
C17309 identificados por GC-MS.

La Tabla 8.2 muestra cuatro productos de la biotransformacion del acido p-
cumarico producidos por A. niger C17309. Estos compuestos se encontraron

en diferentes proporciones.
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La hidroquinona en un 10.6%, seguida del 4-hidroxibenzaldehido con un
2.47%, el 4-propilfenol con 0.65% y el metil 4- hidroxibenzoato con 0.54.

b

El 4-hidroxibenzaldehido ha sido reportado en la biotransformacion del acido p-
cumarico por Paecilomyces varioti MTCC 6581 (Sachan et al., 2006);
Halomonas sp. IMPC (Abdelkafi et al., 2006) o Pycnoporus cinnabarinus
MUCL39533 (Estrada et al., 2001). El 4-hidroxibenzaldehido es un componente
de la vaina de vainilla, es la molécula mayoritaria después de la vainillina y
contribuye al aroma y sabor de la vainilla (Ranadive, 1992). En estos estudios
el 4-hidroxibenzaldehido es oxidado para formar el acido hidroxibenzdico. No
se encontraron reportes del metil 4- hidroxibenzoato como producto de
biotransformacién del acido p-cumarico, es posible que este compuesto se trate

de un intermediario en la formacion de acido p-hidroxibenzaico.

La presencia de la hidroquinona en los extractos de A. niger C17309, sugieren
un mecanismo similar de biotransformacion del acido p-cumérico por B.
megaterium (Torres y Torres and Rosazza, 2001). La hidroquinona es un
compuesto que se utiliza como revelador fotografico, como materia prima para
la elaboracién de colorantes y existen estudios que evidencian la accion de la

hidroguinona para el tratamiento del melasma (Garcia and Fulton, 1996).

Algunas cepas fungicas como Pycnoporus cinnabarinus MUCL39533 (Estrada
et al.,, 2001), Ischnoderma benzoinum (Krings et al., 1996) y Polyporus
tuberaster (Kawabe and Morita 1994), biotransforman el &cido p-cumarico por
la via de reduccion de la cadena propendica, generando el acido 3-(4-
hidroxifenil)-propanoico y el 3-(4-hidroxifenil)-propanol, por lo que el 4-
propilfenol podria ser el producto de la reduccion del 3-(4-hidroxifenil)-propanol.

En este estudio preliminar de biotransformacion se encontro que 3 de las cepas
evaluadas presentaron la capacidad de biotransformar el acido p-cumarico, A.
tamarii V120307, A. niger C17309 y A. niger Ad96-4. La cepa C17309 puede
ser buena candidata para produccion de compuestos que son ampliamente

utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica. A. tamarii V120307 .
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A. niger C17309 aparentemente siguen el mismo mecanismo. Se identificaron
algunos compuestos de los extractos de A. niger C17309 se encontré que esta
cepa genera compuestos de valor agregado como el 4-hidroxibenzaldehido, el

metil-4- hidroxibenzoato, la hidroquinona y el 4-propilfenol.

8.3 BIOTRANSFORMACION EN CULTIVO LIQUIDO DEL ACIDO p-
CUMARICO POR A. tamarii V12307 CON MEDIO DE CULTIVO A Y B.

En esta etapa, se realizd la cinética de la biotransformacion del acido p-
cumarico en fermentacion liquida con dos medios de cultivo (A y B). Se decidi6
trabajar con la cepa A. tamarii V12307 por ser una cepa con la capacidad de

producir la enzima feruloilesterasa y la pectinasa (Pérez-Morales, 2008).

Las cinéticas de biotransformacion del &cido p-cumérico se ensayaron con la
cepa A. tamarii V12307, como se detalla en la seccién 5.3.1. La toma de
muestras se realizé a intervalos de 12 h durante 72 h. Las muestras fueron
tratadas como se describe en la seccion 5.7.1 y a las alicuotas se les determiné

el pH, concentracion de azucares, sustrato y productos.

8.3.1 BIOTRANSFORMACION EN FML DEL ACIDO p-CUMARICO POR
LA CEPA A. tamarii V12307 EN EL MEDIO DE CULTIVO A

El analisis por cromatografia en capa fina de los productos de la reaccion de
biotransformacion del acido p-cumarico con la cepa A. tamarii V12307 con el
medio A, mostrd la presencia de un compuesto desconocido, con un Rf de

0.79 igual al Rf del Cx, reportado en la Tabla 8.1.

El compuesto fue comparado con diversos estandares y se identific6 por
Espectrofotometria UV  (Figura 8.3.) y comparado contra el estandar. Se
encontré que ambos presentaban maximos de absorcion UV a 244, 254, 310,
326 y 332 nm, lo que confirmd la presencia del acido p-hidroxibenzdico en la

muestra problema.
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Figura 8.3 a) Espectro UV del estandar del acido p- hidroxibenzéico. b)
Espectro UV del compuesto encontrado durante el cultivo liquido con el medio
A de A. tamarii V12307.

La Figura 8.4 muestra la concentracion de biomasa, maltosa y glucosa, asi
como la evolucién del pH durante la transformacion del acido p-cumarico por A.
tamarii V12307 a las 72 h de cultivo. La Figura 8.5 muestra la produccion de
acido caféico, de acido protocatecoico, de acido p- hidroxibenzdico.

En las primeras 12 horas, el 22% de la maltosa fue consumida (Figura 8.4),
mientras que la glucosa permanecid sin variacion (3 g/l). En esta etapa,
alrededor del 50% del acido p-cuméarico habia sido biotransformado y se
produjeron 31 mg/l de acido caféico y 71 mg/l de acido p-hidroxibenzoico
(Figura 8.5).

A las 24h, el 50% de la glucosa fue consumida, la maltosa permanecié casi
constante, la concentracion de biomasa alcanzé un valor de 4 mg/ml, y el pH
fue de 5.4. A partir de las 36 h de fermentaciébn se observa un incremento
importante en la concentracion de biomasa, posiblemente como consecuencia
del consumo de la glucosa (Figura 8.4). En cuanto al acido p-cumarico su

concentracion disminuyd en un 66% y se alcanzo la concentracion maxima de
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Figura 8.4. Biotransformacion de acido p-cumarico por A. tamarii V12307 en

medio de cultivo A por FML. Maltosa (m), glucosa (e), biomasa (A), pH (O).
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Figura 8.5. Productos de la transformacion del acido p-cumarico con la cepa A.
tamarii V12307 en medio de cultivo A por FML. Acido p-cumarico (#), acido p-

hidroxibenzéico (A), acido caféico (m), acido protocatecéico (0)
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los productos de biotransformaciéon: 51 mg/l de acido protocatecéico de 51
mg/l, 38 mg/l de acido caféico y 275 mg/l de acido p-hidroxibenzadico.

Después de 24 h de cultivo, la concentracion de los productos fenélicos no
mostr0 cambios importantes. SoOlo el acido p-hidroxibenzoico mostré una

disminucién después de este tiempo de fermentacion.

A las 72 h, el contenido de &cido p-cumarico fue de 173 mg/l. Se observé la
acumulacion de los productos de biotransformacion. La conversion de acido p-
cumarico y los rendimientos se muestran en la Tabla 8.3. Bajo estas
condiciones de cultivo, se observd una conversion del acido p-cumarico del
78%, un rendimiento molar de formacion del acido caféico del 21%, el acido p-
hidroxibenzéico 56% vy el acido protocatecdico del 9%. Lo que sugiere la cepa
sigue preferentemente la via de la B-oxidacion de la cadena alifatica del acido
p-cumarico, para formar el acido p-hidroxibenzéico (Torres y Torres y Rosazza,
2001), seguida de la primera adicion de un grupo hidroxilo

al anillo aromatico para formar el acido caféico y una segunda adicion del

mismo grupo para formar el acido protocatecoico.

Tabla 8.3. Conversion y rendimiento molar de los productos de la
biotransformacion del acido p-cumarico por A. tamarii V12307 con los medios
de cultvo AyBa72h

Compuesto Medio de Medio de
cultivo A cultivo B
(%)
Acido p-cumaérico 78 90
RM
Acido protocatecdico 9 ND
RM
Acido caféico 5 24
RM
Acido p-hidroxibenzoéico 56 2

C: Conversiéon molar

RM: Rendimiento molar ND: No detectado
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El pH present6 cambios importantes, al inicio de la fermentacion, su valor fue 7
y después de 72h de cultivo llegé a 4.55, éste cambio en el medio se debe a la

acumulacion de los compuestos fendlicos en el cultivo.

A las 48 h de cultivo la glucosa fue consumida totalmente, no asi la maltosa al
final de la fermentacién, se midieron 5.8 g/l. Este comportamiento podria
deberse a que el microorganismo utiliza en un principio la glucosa y maltosa
como fuente de carbono y energia, una vez consumida la glucosa, el
microorganismo utiliza los compuestos fendlicos presentes en el medio como

fuente de energia.

A. tamarii V12307 biotransformé el acido p-cumarico principalmente a través de
la B- oxidacion de la cadena alifatica para formar el acido p-hidroxibenzdico,
seguida de la hidroxilacibn del anillo para formar el &cido caféico y
protocatecoico. La presencia de estos productos demuestra que bajo estas

condiciones es posible la obtencién de compuestos con alto valor agregado.

8.3.2 BIOTRANSFORMACION EN CULTIVO LIQUIDO DEL ACIDO p-
CUMARICO POR A. tamarii V12307 EN EL MEDIO B

Se estudio la cinética de biotransformacion del acido p-cumarico por A. tamarii
V12307 en el medio B, como se detalla en la seccion 5.3.1, con la toma de
muestra a intervalos de 12 h durante 72 h. Las muestras fueron tratadas como
se describe en la seccion 5.7.1 y a las alicuotas se les determind el pH,
concentracion de azucares, sustrato y de productos.

La Figura 8.6 muestra la concentracion de biomasa, maltosa y glucosa, asi
como la evolucién del pH durante la transformacion del acido p-cumarico por A.
tamarii V12307 durante 72 h de cultivo. La Figura 8.7 muestra la produccion de

acido caféico, y de acido p- hidroxibenzoico durante la misma fermentacion.
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Figura 8.6. Productos de la transformacion el acido p-cumarico con A. tamarii
V12307 en medio B por FML. Sacarosa (m), biomasa (A), pH ().

En la Figura 8.6 se observa que el pH no presento variaciones importantes, el
valor al inicio fue de 6.8 y al final de la fermentacién fue de 7.04. Los azUcares
se agotaron a las 24h de la fermentacion aunque a las 12h sdlo se detectaron
0.68 g/l de fructosa, producto de la hidrolisis de la sacarosa. Posteriormente, la

fructosa se agoto y a las 36 h de fermentacion no se detectaron azucares

Durante las 12 primeras horas, el acido p-cumarico disminuyé en un 44%, se

detectaron alrededor de 146 mg/l de acido caféico (Figura 8.7).

A las 36 h el &cido p-cumarico disminuyé en un 50% y se midio la mayor
concentracion de acido caféico (75mg/l), mientras que para el acido p-

hidroxibenzdico la maxima concentracion (20.1 mg/l) se determiné a las 48h.
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Figura 8.7. Biotransformacion del acido p-cumarico A. tamarii V12307 y medio
de cultivo B por FML. En el eje de las ordenadas izquierdo, se presenta el acido
p-cumarico (#), acido caféico (m), en el eje de las ordenadas derecho, se

presenta acido p- hidroxibenzaico (A).

A las 72 h, la concentracion final del acido p-cumarico fue de 72 mg/l y se
observd que los compuestos fendlicos no se acumularon en el medio,

posiblemente porque estos compuestos sufren una posterior transformacion.

Con el medio A, se detectdé acumulacion de acido protocatecdico, acido caféico
y acido p-hidroxibenzéico. Este efecto podria deberse a que en el medio B la
concentracion de azUcares es baja por lo que los mismos productos de la

biotransformacion podrian ser utilizados como fuente de carbono y energia.

Este fendmeno también podria estar relacionado a la diferencia de toxicidad de
los productos de biotransformacién, ya que para eliminar los compuestos
toxicos dentro del cultivo, estos son biotransformados. Este comportamiento
también se observdé en la seleccion de cepas, ya que a concentraciones

mayores de 200 mg/l con acido caféico, se presentd inhibicion de las cepas. En
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estas condiciones, se observo a las 36 h de cultivo, una conversién molar del
acido p-cumarico de 90%, los rendimientos molares fueron 24% para el acido
caféico, 2% para el acido p-hidroxibenzoico (Tabla 8.3). Cabe mencionar que
ademas de estos productos, se detectd otro compuesto, el cual no pudo ser

identificado debido a su baja concentracion.

El &cido p-cumarico es un compuesto fendélico que presenta efectos tdxicos en
las células microbianas, inhibiendo su crecimiento. Se ha reportado que el
acido p-cumarico en concentraciones cercanas a 750 mg/l causa inhibicion del
crecimiento en P. cinnabarinus (Estrada-Alvarado et al., 2001), por lo que sélo
fue posible trabajar con una concentracion maxima de 450 mg/l en los cultivos
de P. cinnabarinus. En el presente trabajo, A. tamarii V12307 fue capaz de

desarrollarse a 800 mg/l de acido p-cumarico.

El estudio de la biotransformacion del &cido p-cumérico con A. tamarii V12307
en medio liquido, mostraron diferentes comportamientos con los medios de
cultivo A y B. El medio A favorece el crecimiento del microorganismo, ya que el
valor de biomasa con el medio A fue de 7.8 mg/ml mientras que con el medio B
de 5.2 mg/ml. El medio A, produce acido p-hidroxibenzdéico y el medio B, el

acido caféico y las conversiones fueron mayores con este medio de cultivo.

El rendimiento de &cido p-hidroxibenzdico con el medio A fue 28 veces mayor
que con el medio B. En términos de concentracion con el medio A se
produjeron 300 mg/l en 60 h y con el medio B 29 mg/l en 48h. Sachan et al.,
(2006) reportaron que P. variotii biotransformé el acido p-cumarico 10 mM, a
37°C con una productividad de 2 mg/l h de acido p-hidroxibenzéico, mientras
que A. tamarii V12307 con el medio A, a una concentracion de 5mM se obtuvo
una productividad de 5 mg/l h de acido p-hidroxibenzdico, lo que muestra una

productividad de 2.5 veces mayor.

Con el medio B, se obtuvo como producto principal acido caféico, su
rendimiento molar fue de 24%, mayor al 21% que reportan Estrada et al.,
(2003), con una concentracion de glucosa de 20 g/l, mientras que en nuestro

caso la concentracion de sacarosa fue de 3 g/l.
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La biotransformacién del acido p-cumarico en acido p-hidroxibenzoico y acido
protocatecoico ha sido reportada en Streptomyces setonii (Sutherland et al.,
1983), Acinetobacter calcoaceticus (Delneri et al., 1995), Hematococcus.
pluvialis (Triphati et al., 2002) Halomonas sp. IMPC (Abdelkafi et al., 2006), y P.
variotii (Sachan et al., 2006). En estos estudios, también mencionan la
presencia del p- hidroxibenzaldehido como producto de la biotransformacion
del &cido p-cumarico, aunque en nuestro caso no fue detectado, es posible que
haya sido metabolizado (Peng et al., 2003).

En el caso del medio B, se detectdé un compuesto que no pudo ser identificado,
el cual podria tratarse del 4-vinilfenol o incluso de algin otro compuesto, Torres
y Torres y Rosazza (2001), realizaron un estudio de cepas flangicas y
bacterianas, encontraron que A. niger puede biotransformar el acido p-
cumarico en acido caféico, 4-vinilfenol y otros compuestos desconocidos. El
andlisis de los productos de la biotransformacion por A. tamarii en ambos
medios de cultivo, permite establecer un posible mecanismo de

biotransformacion del acido p-cumarico (Figura 8.7).

El estudio de la biotransformacion del acido p-cumérico por la cepa A. tamarii
V12307 con dos medios de cultivo por fermentacién en medio liquido, sugiere
gue esta cepa puede producir compuestos de alto valor agregado como son el
acido p-hidroxibenzoico, caféico, acido p-hidroxibenzoico y el protocatecadico.
Estas reacciones se dan a través de la degradacion de la cadena propendica y

al nivel del anillo aroméatico (Figura 8.7).
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MEDIO A
COOH COOH
COOH —_—
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MEDIO B
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COOH
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p- hidroxibenzdico
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Figura 8.7. Biotransformacion del éacido
V12307 con medios de cultivo Ay B.

p-cumarico por la cepa A. tamarii
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8.4 BIOTRANSFORMACION EN FERMENTACION EN MEDIO SOLI DO DEL
ACIDO p-CUMARICO POR A. tamarii V12307 CON MEDIO DE Ay B

El acido p-cumarico se encuentra en muchos productos naturales y en
subproductos agricolas, esto hace de este hidroxicinamato un buen candidato
para la produccion de compuestos aromaticos de alto valor agregado. Diversos
estudios reportan la biotransformacion del acido p-cumarico, en productos tales
como el acido p-hidroxibenzdico, protocatecoico, caféico, el 4-vinilfenol y el 4-
etilfenol, entre otros. En este contexto, también se han identificado las
hidroxilasas y descarboxilasas enzimas responsables de estas

biotransformaciones (Torres y Torres and Rosazza, 2001).

Muchos de los estudios reportados de la biotransformacion del acido p-
cumarico se han realizado en cultivo sumergido y poco se ha explorado la
fermentacién en medio sdlido, por lo que en este apartado, se realizé el estudio
de la biotransformacién del acido p-cumarico por la cepa A. tamarii V12307 en

medio solido, utilizando los medios de cultivo, Ay B.

A los extractos obtenidos de la fermentacién en medio sdlido, se les determiné
Aw, humedad, pH, se midié la concentracion de acido p-cumarico y se
estimaron los parametros cinéticos de la fermentacion. En esta seccion, los
valores de los compuestos y el acido p-cumarico, se muestran en términos de
area para fines comparativos, debido a la gran cantidad de metabolitos
encontrados y que no pudieron ser identificados.

En la Figura 8.8, se muestran los perfiles de la tasa de produccion de CO2de la

cepa A. tamarii V12307 con los dos medios de cultivo

En la Figura 8.8 se observa que con el medio A, el perfil de evolucién del CO,
alcanza dos tasas maximas. Se obtuvo una tasa CO, de 0.6 mg h™ g MSI a las
5 h de cultivo y la otra tasa maxima de produccién de CO, de 1.05 mg h™* g
MSI a las 10 horas de cultivo. Este comportamiento puede explicarse debido a
la presencia de las dos fuentes de carbono, glucosa y maltosa, por lo que el
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primer maximo podria estar asociado a un consumo de la glucosa y el segundo

consumo de la maltosa.

1.20
1.00
0.80 .

0.60 .

CO, (mg/h g MSI)

0.40 .

0.20

0 12 24 36 48
Tiempo (h)

Figura 8.8. Evolucion de la tasa de produccion de CO, de la fermentacion en

medio soélido de A. tamarii V12307 con acido p-cumarico en medio de cultivo A

y B. Medio A (—), Medio B (......).

El cultivo con el medio B alcanzé una tasa méaxima de 0.73 mg h™* g MSI a las
12.4 horas de cultivo. Los perfiles de las tasas de produccion de CO,, muestran
diferencias importantes, ya que aparentemente cuando se utiliza una fuente de
azucar de rapida asimilacion como es la glucosa, se acelera la tasa de
crecimiento, esto se ve reflejado en que en menor tiempo se alcanza un primer
méximo de produccion de CO,. Por el contrario, el medio con sacarosa la
produccion de CO, es menor Yy requiere mayor tiempo
A pesar de las diferencias en la produccién de CO,, se puede observar que
ambos cultivos presentan perfiles semejantes, una primera etapa, asociada al
crecimiento del microorganismo, una segunda etapa donde se presenta la
desaceleracion de la tasa de formacién de CO, y la etapa en la que se produce

CO;, pero so6lo como mantenimiento del microorganismo.
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A partir de los datos de CO,, se estimaron los pardmetros cinéticos de la
biotransformacion del acido p-cumarico por la cepa A. tamarii V12307 con los
dos medios de cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 8.4.

Tabla 8.4. Parametros cinéticos de la fermentacion en medio sélido del acido p-

cumarico por la cepa A. tamarii V12307 con los medios de cultivo Ay B.

Duracion fase Hco2 Tasa maxima de
lag (h) ht produccién de CO»
mg/g MSI*h
Medio A 9 0.13 1.05
Medio B 8 0.16 0.73

En la Tabla 8.4 se puede apreciar que con el medio A, la cepa presenta una
mayor duracion en la fase lag; la tasa maxima de produccion de CO, es mayor
en medio A, sin embargo la tasa especifica de crecimiento asociada a la
produccion de CO, es mayor en el medio B.

El acido p-cumérico fue totalmente transformado en el medio A, en cambio, con
el medio B, hay una pequefa concentracion residual, cerca del 10% del acido
p-cumarico en el medio (Tabla 8.5).

Tabla 8.5. Valores de concentracién y pH de la fermentacién en medio sélido

del &cido p-cumarico por A. tamarii V12307 con los medios Ay B.

Acido p-cumaérico pH
(mg/l)
Inicial Final Inicial Final
Medio A 811.7 +21.5 0 6.6 + 0.03 5.47 + 0.37

MedioB  802.7+13.4 83.20+8.9 6.6 £0.04 7.47 +0.32
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En cuanto al pH, en ambos medios se observaron cambios, aunque soélo con el

medio de cultivo A el valor descendi6 hasta 5.47 (Tabla 8.5).

En el analisis por HPLC de los productos de la fermentacion en medio sdlido
con el medio A, sélo se encontré un producto principal con tiempo de retencién

de 2.59 min, compuesto que no pudo ser identificado.

Al comparar los productos obtenidos de la biotransformaciéon con ambos
medios, con el medio B se observa una conversion alta, la diversidad de

productos es mucho mayor que en el medio A (Figura 8.9).
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Figura 8.9. Productos de la biotransformacion en medio solido del &cido p-

cumarico por A. tamarii V12307 con el medio B

Los espectros UV de cada uno de los compuestos obtenidos fue comparado
con los compuestos de referencia y no se encontrd coincidencia alguna, por lo
gue se puede confirmar que son compuestos diferentes a los que se han
reportado en la biotransformacion del acido p-cumarico por fermentacion en
medio liquido, entre los cuales encontramos el acido p-hidroxibenzdico, el p-
hidroxibenzaldehido, el acido caféico y el acido protocatecéico. Es posible que

entre los productos no identificados en la biotransformacion del acido
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p-cumarico en fermentacion solida con el medio B, se pueda encontrar 4-vinil

derivados y 4-etil derivados (Cavin et al., 1997Db).

Los estudios de biotransformacion de los acidos hidroxicinamicos han sido
reportados principalmente a partir del acido ferdlico. En el caso del acido p-
cumarico ha sido diferente, se ha reportado que Clostridium aerotolerans
DSM5434, y Clostridium xylanolyticum DSM 6555 reducen la cadena
propendica del acido al correspondiente residuo propionico, sin embargo, la

ruta catabdlica de estos acidos fenilpropionicos no ha sido elucidada (Peng et
al., 2003). Los estudios han sido realizados principalmente en medio sumergido
y no hay informacion de los productos obtenidos en cultivo en medio solido. En
el presente estudio se obtuvieron diferentes compuestos, sin embargo, la gran

diversidad y baja concentracion en el medio no permitié su identificacion.

Es necesario explorar mas a fondo la biotransformacién del acido p-cumarico

en medio soélido para poder identificar los productos generados.

Las cepas fungicas usadas en este estudio en fermentacion liquida presentaron
diferentes capacidades para biotransformar el &cido p-cumarico en compuestos
de alto valor agregado. En cultivo liquido A. niger C17309 biotransformé el ACU
en intermediarios de los hidroxibenzoatos, mientras que la cepa A. tamarii
V12307 biotransformd el &acido p-cumarico en acido caféico, acido p-
hidroxibenzdico, acido protocatecoico y caféico. Mientras que en cultivo solido
con el medio de cultivo A, el acido p-cumarico es transformado en sélo un

compuesto y con el medio B en 10 compuestos.
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9. BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO FERULICO

El 4-vinilguayacol (4VG) es un compuesto derivado del acido feralico que tiene
un costo 40 veces mayor. El 4VG posee un fuerte olor a clavo y es un
componente importante en la elaboracién de las cervezas Belgian y German
Rauch. El 4VG también se utiliza para la elaboracion de vinos, salsa de soya,
en la industria de perfumes y para la produccion de acetovainillina y
etilguayacol (Mathew et al., 2007) e incluso es utilizado para la preparacion de

soluciones oftdlmicas con aroma (US Patent 20060292188).

Para el estudio de la biotransformacion del acido ferulico (AF), se utilizé la cepa
A. niger DAR2 por su capacidad de producir 4VG.

La cepa A. niger DAR2 es una cepa diploide obtenida por recombinacion
parasexual a partir de las cepas superproductoras de enzimas, las cepas
Aw96-3 y Aw96-4, las cuales a su vez fueron aisladas de la cepa silvestre A.
niger C28B25 (Montiel-Gonzalez et al., 2002). Por ello también fue incluida en
este estudio la cepa A. niger C28B25. En este capitulo se presenta, la
identificacion del 4-vinilguayacol por RMN, GC-MS y HPLC. Los estudios de
biotransformacién del acido feralico usando dos medios de cultivo (A'y B) y dos
cepas, la cepa A. niger C28B25 y la cepa A. niger DAR2. En sistema de cultivo

liquido y cultivo sélido.

Finalmente, se caracterizd parcialmente la descarboxilasa que interviene en la
transformacion del acido feralico en 4VG en la cepa A. niger DAR2 del cultivo

liquido.

9.1 IDENTIFICACION DEL 4-VINILGUAYACOL

En el capitulo 6 de seleccion de cepas se encontré que A. niger DAR 2 generd
acido vainillinico (AV) y un compuesto desconocido a partir de acido ferulico. El
analisis de la cromatografia en capa fina del extracto del cultivo de la cepa
diploide DAR 2 mostr6 un compuesto con un Rf de 0.95, este extracto fue
analizado por HPLC y el compuesto presentd un tiempo de retencion de 25.23

min. Por cromatografia preparativa del extracto concentrado se detectaron tres
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manchas con valores de Rf de 0.125, 0.51 y 0.95, los valores corresponden al
AF (0.125) y AV (0.51), el dltimo compuesto fué posteriormente identificado
como 4VG por *H-RMN (Figura 9.1), **C-RMN (Figura 9.2) y GC-MS (Figura
9.3y 9.4).

El espectro de proton de resonancia magnética de proton muestra para los
protones aromaticos muestran un sistema ABX, este sistema es caracteristico
de los anillos tri-sustituidos en la posicion 1, 2, 4 entre 6.93 y 6.80 ppm, los
cuales corresponden a Hg, He y Hr. A 6.63 ppm se observé un doble de
dobles que integran para un protén (H;) con una constante cis-trans de Jcp=
10.8 y Jc.a= 17.6 Hz.

Los protones vinilicos muestran un patron caracteristico de doble de dobles a
5.58 que corresponden a H,, con constante de acoplamiento gem-trans de Ja.p=
0.9, J.c= 17.6 Hz; otro doble de dobles que integra para un proton se observé a
5.12, el cual también integra para un protdon y presenta una constante de
acoplamiento de gem-cis Jp.a= 0.9 y Jp.= 10.8 Hz. Finalmente, se observo un
singulete en 3.90 que integra para tres protones que corresponden al grupo
OCHzs.

El espectro de C' mostr6 nueve sefiales correspondientes a los carbonos
presentes en la molécula. La cual presenta tres carbonos cuaternarios (146.57,
145.63, 130.27 ppm), tres uniones C-H en la zona de aromaticos (120.05,
114.34, 107.99 ppm), dos carbonos vinilicos (136.62, 111.44 ppm) y un

carbono del grupo metoxilo a 55.66 ppm.
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IH-NMR: 3 (ppm) 6.93 (d, 1H, J=1.9 Hz, He), 6.91 (ddd, 1H, J;= 0.5, J,= 1.9, Jo= 8.0 Hz, Ha), 6.86
(d, 1H, J= 8.0 Hz, He), 6.63 (dd, 1H J;= 10.8, J,= 17.6 Hz, H,), 5.67 (br s, 1H, OH),5.58 (dd, 1H J;=
0.9, Jo= 17.5 Hz, Ha), 5.12 (dd, 1H, J;= 0.9, J= 10.8 Hz, Hy), 3.90 (s, 3H, OCHs).

Hb
Hc
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Hd Hf
He OCH;,
OH
) 1
w — 3
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B w
1.97 0.96 1.02
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Figura 9.1. Espectro 'H-RMN del 4VG.

B3C-RMN (Fig. 9.2) **C-NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 146.57 (C-3-Ar), 145.63 (C-4-Ar), 136.62
(C-7), 130.27 (C-1), 120.05 (C-6), 114.34 (C-5), 111.44 (C-8), 107.99 (C-2), 55.56 (C-9).
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Figura 9.2. *C-NMR Espectro del 4VG.
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Figura 9.3. Cromatograma de ionizacion del extracto concentrado del cultivo
de A. niger DAR 2 |

Abundance
150.1

9000

8000 1351

7000

000 7 1071

1000
51'1 631 !‘ B9 | I
o 01 | TP |l 80 .l 1180
T T T L R

T L S e e o B o B e L
prfz--> 10 20 a0 40 80 80 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160

Figura 9.4. Espectro de masa del 4VG

El cromatograma del analisis por ionizacion del extracto concentrado, mostro
un compuesto que eluy6 a los 15.34 min (Figura 9.3). El espectro de masa de
este compuesto (Figura 9.4), mostré los siguientes picos de iones moleculares
(m/z): 150 (M+), 135 (M+- CH3), 107 (M+ -CH3 y CH2 =CH2) y 77.
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El analisis espectroscopico del compuesto resultante de la biotransformacion
del AF por A. niger DAR2 demostr0 que este compuesto sufre una
descarboxilacion al nivel de la cadena con la correspondiente pérdida de CO,,
llevando asi a la formacion del 4VG (Figura 9.4) y el analisis de los fragmentos
por espectrometria de masas muestra fragmentos similares a los encontrados

en extractos de Rhodotorula (Huang et al., 1993; Koseki et al., 1996).

9.2 BIOTRANSFORMACION EN FERMENTACION EN MEDIO LIQU IDO DEL
ACIDO FERULICO POR LA CEPA SILVESTRE A. niger C28B25 Y LA CEPA
RECOMBINANTE A. niger DAR2 EN MEDIOS DE CULTIVO Ay B.

La biotransformacién del AF se llevd a cabo con ambas cepas, en las
condiciones detalladas en la seccion 5.3.1. La toma de muestras se realizo a
intervalos de 12 h durante 72 h. Las muestras fueron tratadas como se
describe en la seccibn 5.9.1 y en las alicuotas se determind el pH,

concentracion de azlcares, amonio, sustrato y productos.

Los valores de pH durante la fermentacion con el medio A disminuyeron de de
6.6 a 27 vy de 6.6 a 3.1 al final del cultivo, con la cepa silvestre y
recombinante, respectivamente. Mientras que en los cultivos con medio B, el

pHvade 6.6 a7.2yde 6.6 a7 al final del cultivo, para las mismas cepas.

A las 60h de cultivo con medio A, se observé que la maltosa fue totalmente
consumida por la cepa silvestre, mientras que la glucosa permanecio presente
hasta las 108 h de fermentacion. Con la cepa recombinante, la maltosa fue

totalmente consumida a las 84 h y la glucosa a las 108 h (Figura 9.5).

Para el caso de los cultivos con medio B, dada la rapidez del cultivo y la baja
concentracion de sacarosa en el medio soélo fue posible medir su concentracion
a 0y 24h y se determind que los azucares fueron totalmente consumidos por

ambas cepas a las 24 h.

Después de 120h de cultivo, el consumo de tartrato de amonio en el medio A,

fue del 33% por ambas cepas.
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Figura 9.5. Cultivo para la transformacion el acido feralico con A. niger DAR 2 y
A. niger C28B25 en medio de cultivo A por FML. Maltosa (om), glucosa (ce),
biomasa (AA), tartrato de amonio (¢ #).Los simbolos vacios son para A. niger
C28B25 vy los llenos para A. niger DAR 2.

La formacion de biomasa en el medio A fue mayor con A. niger C28B25 (7.7
mg/ml), en comparaciéon con A. niger DAR 2 (6.3 mg/ml), mientras que los
valores de biomasa en cultivos con el medio B fue mayor en A. niger DAR 2
(4.5 mg/ml) en comparacién con A. niger C28B25 (3.5 mg/ml). Este resultado
sugiere que bajo las condiciones establecidas A. niger DAR 2 presenté una
mayor tolerancia a la toxicidad del AF (Tsioulpasa et al., 2002). Otra posible
explicacion a considerar es el contenido del extracto de levadura en el medio B
(3g/l), el cual podria ser incorporado a biomasa y asi incrementar de manera

importante su concentracion.

Se observa que con ambos medios de cultivo la cepa diploide DAR 2 present6
una concentracion de biomasa similar al final de la fermentacion. A. niger
C28B25 presentd una biomasa mayor en los cultivos con el medio A, el cual

tiene dos azucares, maltosa y glucosa.
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La Figura 9.5, muestra los perfiles de biomasa, maltosa, glucosa y tartrato de
amonio para A. niger C28B25 y A. niger DAR2 con el medio A y acido ferulico

durante la fermentacion.

Las Figuras 9.6 y 9.7, muestra la biotransformacion del &cido ferulico en &cido
vainillinico y 4-vinilguayacol con A. niger C28B25 y A. niger DAR 2 con los
medios de cultivo A y B. La Tabla 9.1 muestra la conversion y el rendimiento

molar obtenidos después de 5 dias de cultivo.

La conversion del acido feralico con el medio de cultivo A por A. niger C28B25
fue de 67% (Tabla 9.1), con una concentracién de 32 mg/l de &cido vainillinico
a las 60 h de cultivo, que se tradujo en un rendimiento molar del 22% (Figura
9.5); ademas se detectaron pequefias concentraciones de alcohol vainillilico
(15mg/l). Con el medio de cultivo B, se observé una conversion del acido
feralico del 36%, con una produccion de &cido vainillinico de 137 mg/l a las 24
h de cultivo (Figura 9.5), alcanzando un RM de 57%. La conversion es mas alta
en el medio A, pero el rendimiento de acido vainillinico muestra que su
formacion se ve beneficiada con el medio de cultivo B. En términos de
productividad, Ghosh et al., (2006), utilizaron Paecilomyces variotii MTCC 6581
y después de 16 dias de cultivo, obtuvieron alrededor de 137 mg/l de &cido
vainillinico. La productividad (mg/l d) fue 3 veces mayor en este estudio con la

cepa silvestre C28B25 que la reportada para Paecilomyces variotii MTCC 6581

A. niger DAR2 disminuyé gradualmente el AF en el medio de cultivo A y la
concentracion de 4VG fue detectada a partir de las 24 h de fermentacion
(Figura 9.5). Después de 108 h de fermentacion, sélo se encontro el 35% del
AF y las concentraciones de AV y 4VG fueron 67 mg/l y 48mgll,
respectivamente. En esta etapa de la fermentacion los RM para el 4VG y AV
fueron 22% y 15%, respectivamente, mientras que la conversion del AF fue de
66%. Por otro lado, con el medio de cultivo B, se observd que durante las 36
primeras horas de fermentacién, la cepa DAR 2 solo habia consumido el 8.2%
del AF, en esta etapa se encontraron 21 mg/l de 4VG y 45 mg/l de AV.
Después de 48 h, el AF mostré una disminucion importante y un incremento en

la concentracion de 4VG. Luego de 72 h de fermentacidn, sélo se detectd el
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35% del AF y las concentraciones de AV y 4VG fueron 59 mg/l y 149 mg/l,
respectivamente. En esta etapa de la fermentacion los RM para el 4VG y AV

fueron 57% y 13%, respectivamente.
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Figura 9.6. Produccion de AV y 4VG durante la biotransformacion del AF por
las cepas fungicas A. niger C28B25 y A. niger DAR2 en FML con medio de
cultivo A. AF (oe), AV (om), 4VG (#). Los simbolos vacios son para A. niger
C28B25 vy los llenos para A. niger DAR 2.

Tabla 9.1. Conversion y rendimiento molar de los productos de la
biotransformacion de &cido ferdlico por A. niger C28B25 y A. niger DAR2 en

medio liquido con el medio Ay B.

Cepas Cepas
C28B25 DAR?2 C28B25 DAR?2
Medio A Medio B
Conversion AF (%) 67 66 36 64
RM 4VG/AF (M/M) ND 14 ND 57
RM AV/AF (M/M) 22 15 57 13

ND: No detectado
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Figura 9.7. Produccion de AV y 4VG durante la biotransformacion del AF por
las cepas fangicas A. niger C28B25 y A. niger DAR 2 en FML con medio de
cultivo B. AF (ce), AV (Om), (#) 4VG. Los simbolos vacios son para A. niger
C28B25 vy los llenos para A. niger DAR 2.

En los extractos de A. niger DAR2 con el medio de cultivo B, se detectaron 15
mg/ml de alcohol vainillilico, metoxihidroquinona, asi como otros productos en

pequefnas concentraciones que no fueron identificados.

El 4VG incrementa su concentracion (205 mg/l) a las 84 h de cultivo y al final es
de 229 mg/l.

En la biotransformacion del AF se observaron patrones diferentes en las dos
cepas. A. niger DAR 2 produce 4VG, AV, alcohol vainillilico y

metoxihidroquinona y A. niger C28B25 solo produce acido vainillinico.

En la Tabla 9.1, se puede observar que la conversion molar del acido feralico
es similar en ambos medios (64% y 66%). Sin embargo se observan
diferencias en los rendimientos de los productos formados en ambos medios.

El rendimiento de formacién de AV es de 15% y de 14% para 4VG.
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Es decir, A. niger DAR 2 forma preferencialmente el 4VG en el medio B

mientras que en el medio A los rendimientos de 4VG y AV son similares.

En el caso de A. niger C28B25 el rendimiento del medio es de 67%, casi el
doble que en el medio B. A. niger C28B25 en ningun caso forma 4VG. El
rendimiento de 4VG es de 57%, 2.6 veces mas en medio B que en el medio A.
Los metabolitos encontrados han sido previamente reportados por Oddou et al.,
(1999).

La biotransformacion del AF por la cepa diploide, sugiere una descarboxilacion
no oxidativa a 4 VG, el cual posteriormente es reducido a alcohol vainillilico y
metoxihidroquinona, semejante a la ruta que siguen Pestalotia palmarum
(Rahouti et al., 1989; Priefert et al., 2001). La descarboxilacion del acido
ferdlico puede ser parte del sistema de detoxificacion del microorganismo, para
mantener el nivel de compuestos inhibitorios bajo el umbral de concentracion.
Un mecanismo similar se ha observado en el metabolismo secundario,

particularmente en la via del acido fenilpropendico (Seshime et al., 2005).

No se detectd vainillina en los cultivos, debido a que este compuesto se
encuentre en bajas concentraciones y haya sido rapidamente metabolizado
(Karmakar et al., 2000). La biotransformacion del AF con la cepa silvestre
sugiere una degradacion de la cadena propendica en AV que posteriormente
sufre una descarboxilacidon no oxidativa para originar la metoxihidroquinona,

como ha sido reportada en A. niger | 1472 (Lesage-Meessen et al., 1996).

La desregulacion en la produccion de enzimas ha sido reportada en la cepa
diploide DAR 2, esta cepa produjo una mayor cantidad de invertasa y en menor
tiempo en comparacion con la cepa silvestre C28B25 (Montiel-Gonzélez et al.,
2002). De hecho, la cepa diploide mostré variacion en las proteinas que
regulan varias enzimas hidroliticas (Loera y Cordova, 2003; Montiel-Gonzalez
et al., 2002). La regulacion diferencial de las enzimas que participan en la
biotransformacion del AF podria explicar la acumulacion del 4VG por la cepa

diploide, lo que podria ser ventajoso para su produccion.
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La biotransformacion de compuestos fendlicos ha sido reportada por Ward et
al., (2006), sin embargo los estudios de la descarboxilacién del AF en 4VG por
cepas fungicas son escasos, ya que estos se han realizado principalmente en

bacterias y levaduras (Priefert et al., 2001).

Las concentraciones obtenidas de 4VG se encuentran por debajo de las
obtenidas en cultivos de Bacillus coagulans (908 mg/l) (Karmakar et al., 2000) o
Debaryomyces hansenii (1470 mg/l) (Mathew et al., 2007), sin embargo este
estudio nos ha permitido conocer mas profundamente la via de
biotransformacion del AF por dos cepas del género Aspergillus. La conversion
de AF con los dos medios de cultivo y las dos microorganismos estudiados, se
caracteriz0 por presentar un valor cercano a 2/3 excepto para el caso de la
cepa silvestre en medio B, donde la conversion es cercana a 1/3. La cepa A.
niger DAR 2 favorecio la formacion de 4VG en medio B, mientras que en medio
A forma de manera indistinta 4VG 6 AV. La cepa A. niger C28B25 en
cualquiera de los medios solo forma AV, el rendimiento de formacién de AV es

mayor en el medio B pero la conversion es baja.

9.3 BIOTRANSFORMACION DEL ACIDO FERULICO EN FERMENT ACION
EN MEDIO SOLIDO POR LAS CEPAS A. niger C28B25 Y A. niger DAR 2 EN
MEDIOS DE CULTIVO Ay B.

Se realizo un estudio preliminar para tener informacién sobre el crecimiento de
las cepas fungicas en ambos medios de cultivo. Los resultados obtenidos
mostraron que ambas cepas en el medio de cultivo A tuvieron un mayor tiempo
de crecimiento (36h), mientras que con el medio B, el periodo fue mas corto
(24h) debido a que el medio A contiene dos azucares (maltosa 21 g/l y glucosa

3 g/l), mientras que el medio de cultivo B s6lo sacarosa (3 g/l).

Las Figuras 9.8 y 9.9, muestran la tasa de produccién de CO; durante la FMS
de las cepas A. niger C28B25 y DAR 2 con los medios de cultivo A y B. Las
curvas de CO, de A. niger C28B25 y A. niger DAR 2 con el medio de cultivo A,

mostraron que ambas cepas tuvieron una fase lag cercana a 8 h y se observo
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un primer maximo de tasa de produccion de CO,, a las 11 horas (Figura 9.8 y
Figura 9.9), fendmeno que se explica debido al consumo de glucosa, fuente de
carbono de facil asimilacion. Posteriormente se presentdé un segundo maximo
a las 19 h para A. niger C28B25y de 20 h para la cepa A. niger DAR 2. Este
comportamiento también se observd durante la fermentacion de A. tamarii
V12307 con &acido p-cumarico (Figura 8.7). El segundo maximo puede ser
como consecuencia del consumo de la maltosa. Este comportamiento también
se observoé en los cultivos de la cepa A. tamarii V12307 con &cido p-cumarico
(Figura 8.7), se observaron 2 tasas maximas de produccion de CO,, a las 4.1 h
y 11 h.

CO, (mg/h g MSI

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
Tiempo (h)

Figura 9.8. Tasa de produccion de CO, durante la FMS de A. niger C28B25

(...) Yy A. niger DAR2 (—) con acido feralico como sustrato y medio A.

En el cultivo en medio sélido el medio B, ambas cepas presentaron una fase de
retardo de 6- 7h.

A partir de los datos de la formacion de CO, se obtuvieron los parametros
cinéticos correspondientes (Tabla 9.2).
En la Figura 9.8 se aprecia que la cepa silvestre se alcanzé la méxima tasa de

formacion de CO; a las 11.1 h y para la cepa diploide se present6 a las 13h. No
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se observaron dos valores maximos de formacion de CO, como con el medio
A.
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Figura 9.9. Tasa de produccién de CO,; durante la FMS de A.niger C28B25

(...) Y A. niger DAR2 (—) con acido feralico como sustrato y medio B.

La duracion de la fase lag es muy semejante. Ademas, con el medio de cultivo
A, las tasas de maxima de produccién de CO, se presentaron en un tiempo
mayor que con el medio B.

Tabla 9.2. Parametros cinéticos de la biotransformacion de acido feralico por A.
niger C28B25 y A. niger DAR 2 con los medios de cultivo Ay B.

Duraciéon Hco2 Tasa maxima de
A. niger fase lag h* produccion de CO,
(h) (mg CO,/h g MSI)
Medio A C28B25 8 0.51 1.25
DAR 2 8 0.58 1.48
Medio B C28B25 7 0.38 0.8
DAR 2 6 0.45 1.13
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En la Tabla 9.2 se aprecia que en los ensayos con el medio A ambas cepas
alcanzan tasas superiores de CO; que las que se obtuvieron con el medio B.
Por otra parte, la cepa recombinante en ambos medios de cultivo alcanza tasas

mas altas de CO,, al comparar con la cepa silvestre.

Durante la FMS se analizaron la humedad y pH durante el transcurso de la

fermentacion para ambas cepas, los resultados se muestran en la Tabla 9.3

Tabla 9.3. Humedad y pH obtenidos durante la biotransformacion de acido
ferulico con A. niger C28B25 y A. niger DAR 2 con los medios de cultivo A y B.

Humedad (%) pH
A. niger
Inicial Final Inicial Final

Medio A

C28B25 69.5+0.65 62.5+0.7 6.72+0.01 3.5+0.15

DAR 2 73.2+0.05 66.4+0.8 6.73+0.21 3.9+0.27
Medio B

C28B25 70.1+0.54 66.2+1 6.72+0.08 7.4+0.31

DAR 2 67.2+0.49 53.1+0.7 6.70+0.06 7.9+0.15

Los valores de humedad muestran un descenso porcentual similar para ambas
cepas en el medio A. Mientras que con el medio de cultivo B, la disminucion de
la humedad fue mayor en la cepa diploide. La pérdida de humedad durante la
FMS es frecuente, a pesar de que la aireacion en la FMS es con aire humedo
saturado, la pérdida de humedad se presenta debido al calor metabdlico
(Mitchell et al., 2002).

El pH mostr6 cambios importantes en ambos medios. Para el caso del medio
de cultivo A, se observa una acidificacién del medio (Tabla 9.3). Mientras que
con el medio de cultivo B, el efecto es el contrario, el pH incrementa en todos
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los casos. Este efecto es resultado del crecimiento y formacién de productos de

biotransformacion.

Tabla 9.4. Evolucion del amonio, glucosa y maltosa durante la
biotransformacion de acido ferulico con las cepas A. niger C28B25 y A. niger

DAR 2 con medios de cultivo A.

Tiempo  Concentracibn Concentracion Concentracion

A. niger (h) de amonio de maltosa de glucosa
(9/l) (a/l) (9/l)

DAR 2 0 1.8+ 0.09 18.00+ 0.09 3.00 + 0.07
8 1.04+ 0.05 3.12+0.30 6.19 + 0.32
36 0.95 +0.02 1.12+0.12 0

C28B25 0 1.8+ 0.02 18.0+0.4 3.00 +.14
8 152+ .01 3.61+ .04 4.69 + .07
36 1.26 + .06 3.55+ .6 7.18+ 0.7

La concentracion del tartrato al final de la fermentacion fue del 50% de la
concentracion inicial para la cepa diploide, mientras que en los extractos de la

cepa silvestre el amonio residual fue de 70% de su valor inicial (Tabla 9.4).

La cinética de biotransformacion del acido ferulico por las cepas silvestre A.
niger C28B25 y A. niger DAR 2 con medio de cultivo A, mostré que ambas
cepas siguen la misma tendencia en el consumo de maltosa, ya durante las 8
primeras h de cultivo se consumio alrededor del 80% de la maltosa, después
de este tiempo, aparentemente este azucar ya no Se consume de manera
importante y al final del cultivo se encontr617% en el cultivo con la cepa
diploide y con la silvestre 19% (Tabla 9.4).

La Figura 9.10 muestra los perfiles de biotransformacion del acido feralico por

A. niger C28B25y A. niger DAR 2 en cultivo en medio sélido.
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En la fermentacibn en medio sélido con los medios A y B, ambas cepas
degradaron el acido ferulico de manera importante aunque los niveles de

conversion fueron ligeramente mayores en la A. niger C28B25 (Figura 9.10).
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Figura 9.10 Productos de la biotransformacion del AF por la cepa A. niger
C28B25 y DAR2 en FMS con medio de cultivo B. AF (ce), AV (m), 4VG (0#),
acido caféico (*).Los simbolos vacios son para A. niger C28B25 y los llenos
para A. niger DAR 2.

La cepa A. niger DAR 2 tuvo una conversion del AF del 59% y 63% con el
medio A y B, respectivamente. Mientras que A. niger C28B25 presentd

conversiones del 68% y 66%, para el medio A y B, respectivamente (Tabla 9.5).

En el analisis de los extractos de los cultivos de A. niger C28B25, con el medio
de cultivo A, se encontraron trazas de alcohol vainillilico a las 20h de cultivoy a
las 36h se determinaron 15 mg/l de AV, ademés se encontré un producto con
un tiempo de retencion de 1.55 min, el cual no pudo ser identificado, razén por

la cual no es posible calcular los rendimientos (Tabla 9.5).

Con el medio B, la cepa silvestre biotransformé el AF en acido caféico y 4VG

(Figura 9.10), con un RM del 20 y 46, respectivamente. Durante la FMS, con el
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medio B, el AF fue biotransformado lentamente durante las primeras 8h; a las
20h solo se detecto el 53% del AF (Tabla 9.4).

Tabla 9.5 Conversion y rendimiento molar de la biotransformacioén del acido
fertlico en FMS por las cepas A. niger C28B25 y A. niger DAR con el medio
de cultivo Ay B.

Conversion A. niger A. niger
C28B25 DAR 2
Medio A
Conversion AF (%) 68 59
Medio B
Conversion AF (%) 66 63
RM 4VG/ AF (M/M) 46 76
RM ACF/AF (M/M) 20 ND
RM AV/AF (M/M) ND 5

Es importante destacar que el periodo de concentracion elevada del acido
caféico (Figura 9.10), coincide con la fase exponencial de crecimiento (Figura
9.9) y en ese momento sblo queda un 15% del azucar en el medio. El acido
caféico es acumulado hasta las 20h y posteriormente es metabolizado. Este
mecanismo ha sido reportado principalmente en bacterias como Clostridium
methoybenzovorans (Mechichi et al., 1999), con una transformacion del acido
fertlico en acido caféico a través de una o- desmetilacion del compuesto

fendlico.

A. niger C28B25 presenta la maxima concentracion de 4VG a las 12h cuando
hay 14% de azucares en el medio. La concentracion del 4VG disminuye a las
20h y al final de la FMS se determinaron 63 mg/I.

El anadlisis de los productos de biotransformaciéon mostro que con el medio de
cultivo A, A. niger DAR 2 biotransformé el acido feralico en AV a las 36h de

cultivo, se detectaron aproximadamente 30 mg/l de este compuesto y como
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producto mayoritario un compuesto con tiempo de retencion de 1.81 min, el

cual no pudo ser identificado.

Por otro lado, con el medio de cultivo B, A. niger DAR 2, biotransformo el AF en
4VG y AV, con un RM de 76% y 5%, respectivamente (Figura 9.10). Durante
las 8 h de cultivo no se detectaron productos de la biotransformacion del AF,
sino hasta las 12 h, donde se detectaron 125 mg/l de 4VG y 26 mg/l de AV. La
concentracion del AV permanece constante hasta el final de la fermentacion,
mientras que la concentracion del 4VG incrementa hasta alcanzar una

concentracion final de 446.78 mgl/l.

Durante la biotransformacion del acido ferulico en FMS, se encontré que el
medio de cultivo juega un papel muy importante en la formacion de productos.
Con el medio de cultivo A se obtuvieron altas conversiones en dos productos
principales con tiempo de retencion 1.55 min y 1.81min (no identificados), para
A. niger C28B25 y A. niger DAR 2, respectivamente. Por otro lado con el
medio B, se encontré que el acido ferulico es biotransformado en 4VG y ACF
por A. niger C28B25 y A. niger DAR2 biotransformoé el AF en 4VG y AV.

La comparacion de la FMS con la FML de la transformacion del acido feralico
permite establecer diferencias importantes. De las condiciones probadas con
ambas cepas, se muestra las condiciones que favorecen la conversion del AF

por orden de importancia:

FML y medio de cultivo A,
FMS con medio B,
FMS y medio de cultivo A,

P wbd PR

FML con medio de cultivo B.

La cepa A. niger DAR 2 biotransformé el AF en 4VG en cultivo liquido y solido,
con excepcion de la FMS y medio A. Se obtuvieron RM de 14, 57 y 76 para la
FML y medio A, FML y medio B y FMS con medio B, respectivamente. Esta
cepa también produjo AV con RM de 15, 13 y 5 para la FML y medio A, FML y

medio B y FMS con medio B, respectivamente. Para la obtencién de estos
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productos es necesario que en un primer paso de este sistema de
biotransformacion del AF se lleve a cabo una descarboxilacion oxidativa del AF,
la cual puede ser parte del sistema de detoxificacion de los microorganismos y
evitar llegar a un nivel inhibitorio. Un mecanismo similar ha sido observado en
el metabolismo secundario, particularmente en la via del &cido fenilpropendico
(Seshime et al., 2005).

La cepa DAR2 en FMS con el medio B mostré6 mayores concentraciones de
4VG en un tiempo menor que la FML con el mismo medio. Este
comportamiento ha sido reportado en la FMS, las fermentaciones son mas
cortas, se tienen rendimientos mayores, ya que es menor la produccion de
proteasas que puedan inhibir las enzimas responsables de la

biotransformacion (Hoélker y Lenz, 2005).

En medio B las concentraciones de 4VG por A. niger DAR2 fueron 228 mg/l y
446 mg/l, para la FML y FMS, a 120 y 24 h respectivamente, en términos de la
productividad de 4VG, se encontraron valores de casi 10 veces mas en la FMS,
18.5 mg/l h en comparacion con 1.9 mg/l h encontrados con FML.

Se ha observado el mismo comportamiento de incremento en la productividad
en los estudios de producciéon de metabolitos secundarios cuando se usan
ambos sistemas de cultivo, los metabolitos se incrementan 'y este
comportamiento se encuentra asociado a la formacion de hifas aéreas y la
produccion de esporas en la fase estacionaria de crecimiento microbiano
(Robinson et al., 2001).

La preferencia de la descarboxilacion no oxidativa por A. niger DAR 2 a
diferencia de A. niger C28B25, posiblemente esté relacionada con la
desregulacion en la produccion de enzimas.

Por otro lado, A. niger C28B25 mostré como producto de biotransformacion el
AV, preferentemente y se observaron RM de 22 y 57, para la FML con medio A
y FML con medio B, respectivamente. De forma diferente, en la FMS con
medio B, el mismo microorganismo tuvo como producto principal de la

biotransformacién del acido ferulico al acido caféico.
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Los cultivos con pH final cercano a la neutralidad de 7.4, fueron los que
presentaron como producto principal el 4VG. En los sistemas donde se
encontraron diversos productos de biotransformacion, el pH tuvo valores

acidos.

Es importante resaltar la reproducibilidad que se tuvo en los resultados
obtenidos con A. niger DAR 2. Barthelmebs et al., (2000), clonaron la enzima
ferdlico descarboxilasa de L. plantarum con el objetivo de optimizar la sintesis
de 4VG y encontraron inestabilidad en el sistema que se reflej6 en las bajas
concentraciones obtenidas de 4VG.

Después de haber estudiado el comportamiento de la biotransformacion del AF
por A. niger C28B25 y A. niger DAR 2 en cultivo liquido y solido se puede
proponer una via de transformacion (Figura 9.11 y 9.12). En la Figura 9.11, se
observa con A. niger DAR2 el acido ferulico sufre una descarboxilacién del
acido ferdlico en 4-vinilguayacol, seguida de dos oxidaciones para generar
vainillina y &cido vainillinico, que posteriormente es descarboxilado e
hidroxilado para formar la metoxihidroquinona. Aunque también se observa que
la vainillina es reducida para formar el alcohol vainillilico. Mientras que A. niger
C28B25 soblo oxida el acido ferulico en acido vainillinico, con una posterior

descarboxilacion e hidroxilacion para formar la metoxihidroquinona.

En la Figura 9.12 el mecanismo es muy similar, excepto para A. niger C28B25,
ya que se presenta una metoxilacion del acido ferulico para generar el acido

cafeico.
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Figura 9.11. Rutas de biotransformacion del AF por A. niger C28B25 (Flechas
punteadas) y A. niger DAR 2 en FML con medio de cultivo Ay B. Los corchetes

indican intermediarios propuestos en la ruta de biotransformacion.
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Figura 9.12. Rutas de biotransformacion del AF por las cepas A. niger C28B25
(Flechas punteadas) y A. niger DAR 2 en FMS con medio de cultivo B. Los

corchetes indican intermediarios propuestos en la ruta de biotransformacion.

Finalmente, en este estudio observamos que A. niger C28B25 preferentemente
biotransformé el AF via degradacion de la cadena propendica en AV y no

sigue una via como Streptomyces sannanensis MTCC 6637, donde el AF es
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biotransformado en vainillina, que posteriormente es oxidada para formar AV
qgue a su vez es biotransformado en guayacol y acido protocatecoico (Ghosh et
al., 2007). A. niger DAR 2 llevé a cabo la transformacion a través de la
descarboxilacion del AF a 4VG, este mecanismo ha sido ampliamente
reportado en bacterias (Cavin et al., 1997; Lee et al., 1998; Karmakar et al.,
2000), levaduras (Mathew y Abraham, 2006; Suezawa and Susuki, 2007) e
incluso hongos (Nazareth y Mavinkurve, 1986; Rahouti et al., 1989).

La biotransformacion del acido ferulico en cultivo sélido mostré ventajas sobre
el cultivo liquido, en cuanto a la productividad del 4VG. Aunque, no todos los

compuestos obtenidos en medio A fueron identificados.

Cabe destacar que A. niger DAR 2 es una cepa fue obtenida por recombinacién
parasexual, sin transferencia de genes entre especies, por lo que conserva su
caracteristica como cepa GRAS, por lo que puede ser usada en procesos
biotecnoldgicos para la obtencion de 4VG por vias reconocidas como naturales

para el consumo humano.

En el estudio de la biotransformacion del acido ferulico con A. niger DAR 2, se
realizaron etapas de purificacion parcial de la enzima feralico descarboxilasa,

los resultados obtenidos, se presentan en la siguiente seccion.

9.4 IDENTIFICACION Y PURIFICACION PARCIAL DE LA
DESCARBOXILASA RESPONSABLE DE LA BIOTRANSFORMACION DEL
ACIDO FERULICO EN 4-VINILGUAYACOL DE A. niger DAR 2.

El estudio de las descarboxilasas del AF en 4VG se ha realizado
principalmente en bacterias y levaduras. En 1995, Degrassi et al., aislaron una
ferulato descarboxilasa en Bacillus pumilus PS213; Donaghy et al., (1999),
usaron las cepas Rhodotorula rubra, Rhodotorula minuta y Candida lambica,
para el aislamiento de las descarboxilasas, utilizaron acido ferulico como
sustrato y se obtuvo el 4-vinil guayacol. Debido a que el estudio de la
descarboxilasa del acido ferulico se ha centrado en levaduras y bacterias,

surge el interés de purificar parcialmente en una cepa del género Aspergillus.
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El estudio se desarrollo con el extracto de la cepa A. niger DAR 2. Se
obtuvieron los extractos enzimaticos como se detalla en la seccién 5.8, se
evaluo la actividad enzimatica en funcion del pH y temperatura (seccion 5.12),
posteriormente se realizé la purificacion parcial de la enzima con la técnica de
intercambio i6nico y filtracion en gel, el andlisis de las actividades enzimaticas
en los extractos intracelulares y extracelulares. Durante los ensayos
enzimaticos s6lo se encontré actividad medida en el extracto intracelular con
base en la generacion de producto (4VG). Para conocer el comportamiento de
la actividad enzimatica en el tiempo, se realiz6 una curva de progreso a 40°C y
pH 6 (Figura 9.7), los datos se reportan en U/ mg de proteina. Una U es la

cantidad de enzima necesaria para producir 1Jumol de 4VG en un minuto.
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Figura 9.13 Actividad enzimatica del extracto intracelular de A. niger DAR 2.

Los simbolos indican los valores obtenidos por duplicado.

Durante 48 horas se midi6 la actividad enzimatica a través de la formacion de
producto (Figura 9.13). En esta grafica podemos observar que a medida que el
tiempo incrementa, la actividad enzimatica decrece, esto se debe a que el
sustrato se consume en la reaccion. Una vez obtenido el perfil de actividad
enzimatica se calculé la actividad de la descarboxilasa del acido ferulico

presente en el extracto intracelular, la cual fue obtenida a partir de la pendiente
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de la curva en funcién del tiempo. Para esta reaccion enzimatica se obtuvo

una actividad de 30 mU/mg de proteina a pH 6 y 40°C.

9.4.1 EVALUACION DEL pH Y TEMPERATURA EN EL EXTRACTO
ENZIMATICO INTRACELULAR DE A. niger DAR 2.

El ensayo enzimatico se realizé con diferentes valores de pH (4, 5, 6, 7 y 8).
Los resultados mostraron que a pH de 6 se observo la mayor actividad
enzimatica con un valor de 30 mU/mg de proteina. En extractos de
Debaryomyces hansenii se encontr0 mayor actividad al mismo valor de pH,

1.02 U/ mg de proteina (Mathew et al., 2007).
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Figura 9.14. Efecto del pH en la actividad enzimética del extracto intracelular
de A. niger DAR 2. Los simbolos indican los valores obtenidos por duplicado.

Se evaluo el efecto de la temperatura en la actividad enzimatica del extracto
intracelular a 30, 40, 50, 60, 70 y 80°C. El pH inicial en todos los casos fue de 6
(Tabla 9.5).
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Tabla 9.5. Efecto de la temperatura en la actividad enzimatica de la

descarboxilasa del acido ferulico del extracto intracelular de la A. niger DAR 2.

Temperatura mU/mg proteina

(°C)

30 6 +0.011
40 13 + 0.030
50 4 +0.002
60 ND

70 ND

80 ND

ND: no detectada

La mayor actividad se presento a 40°C. A 30 y 50°C la actividad fue menor y a
temperaturas superiores, no se detecté actividad. Se ha reportado que en
extractos de Bacillus subtillis la temperatura Optima se presenta a los 30C
(Cavin et al., 1997).

En este estudio no fue posible determinar la actividad de la descarboxilasa de
A. niger DAR 2 en el extracto crudo, la actividad enzimética solo se presento6 en
los extractos intracelulares libres de células. La actividad especifica de la
ferulato descarboxilasa de la cepa A. niger DAR 2 fue de 0.013 U/ mg de
proteina. Se ha reportado que los extractos de B. pumilis presentan una
actividad de 1.2 U/mg de proteina (Degrassi et al., 1995), C. lambica 52.6
mU/mg proteina, Rhodotorula rubra 24.5 mU/ mg proteina, Rhodotorula minuta
12 mU/ mg proteina (Donaghy et al., 1999). Aunque en nuestro estudio, la

actividad es baja, presenta actividad semejante a la de Rhodotorula minuta

Los diferentes estudios sobre las descarboxilasas han demostrado que esta
enzima se encuentra asociada a la membrana o es intracelular, ya que se ha

detectado la actividad enzimatica hasta que las células son lisadas.

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos 131



Biotransformacion del dcido ferilico

9.4.2 PURIFICACION PARCIAL POR INTERCAMBIO IONICO DE LA
ENZIMA FERULICO DESCARBOXILASA DE A. niger DAR 2.

La técnica de intercambio i6nico fue utilizada en la primera etapa de la
purificacion, se colocaron 60 ml del extracto intracelular en la columna de

intercambio anidnico y se recuperaron 7 diferentes fracciones (Figura 9.15).
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Figura 9.15. Cromatograma de intercambio aniénico del extracto intracelular de
A. niger DAR 2.

Cada fracciéon fue colectada, dializada y se realizé el ensayo de actividad
enzimatica. De las 7 fracciones colectadas, solo una de ellas mostr6 actividad,

(la fraccion 1), 10 m U/mg de proteina

9.4.3 PURIFICACION POR FILTRACION EN GEL DE LA ENZIMA
FERULICO DESCARBOXILASA DE A. niger DAR 2.

La fraccion obtenida por intercambio anidnico que demostré actividad se

analiz6 por la técnica de filtracion en gel (Figura 9.16).
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Figura 9.16. Cromatograma de filtracion en gel de la fraccion 1 a partir de la

columna de intercambio aniénico de A. niger DAR2.

Se obtuvieron 7 fracciones a las que se les determiné el peso molecular a partir
de la curva estandar, elaborada con la solucion de referencia recomendada por

el fabricante. Las fracciones obtenidas se muestran en la Tabla 9.4.

Tabla 9.4. Fracciones obtenidas por filtracion en gel.

Tiempo de PM

retencion (kDa)
(min)
4.8 755.0
8.8 224.6
9.2 198.8
10.5 133.5
10.7 125.1
11.0 115.7
11.8 91.0
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Los pesos moleculares calculados de las 7 fracciones obtenidas fueron
comparados con los reportados por otros autores debido a que después de
someter al extracto enzimatico a las diferentes etapas de purificacion, ya no fué

posible determinar actividad enzimatica.

La fraccion con el peso molecular de 91 kDa podria ser la proteina responsable
de la descarboxilacion del AF en 4VG, se ha reportado que la descarboxilasa
de L. plantarum presenta un peso molecular de 93kDa, y su estructura es un

homotetramero con actividad maxima a 30°C y pH 5.5-6 (Cavin et al., 1997).

Los resultados obtenidos durante la purificacion parcial de la enzima ferulico-
descarboxilasa del extracto intracelular de la cepa A. niger DAR 2 sugiere que
la enzima es intracelular, con un pH y temperatura optima de 6 y 40°C,
respectivamente. Posiblemente se trata de una enzima que presenta un peso
molecular aproximado de 91kDa. Es preciso realizar un mayor numero de
analisis para confirmar estos resultados, ya que no existen reportes previos

sobre la purificacion de enzimas de esta naturaleza en el género Aspergillus.
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En este trabajo se estudio la biotransformacion del acido clorogénico, p-
cumarico y ferdlico que son acidos hidroxicinamicos que se encuentran
presentes en la pulpa de café. El estudio se realiz6 con cepas aisladas de las
zonas cafetaleras de Veracruz y Chiapas, para la obtencion de antioxidantes y

precursores de aromas

Las cepas aisladas del nicho biolégico del café presentaron capacidad para
biotransformar los acidos hidroxicinamicos. De las19 cepas estudiadas, solo 8
cepas mostraron actividad, 7 del género Aspergillus y 1 del género Penicillium.
Ninguna de estas 8 cepas, silvestre o modificada mostré la capacidad de
biodegradar todos los sustratos con respecto a la via de referencia hasta
vainillina, sin embargo, se encontr6 que .poseen diferentes capacidades
enziméaticas para biotransformar &cidos hidroxicinamicos en los intermediarios

de esta via, ademas de otras moléculas interesantes (como el 4-vinilguayacol).

Con A. niger C23308 en cultivo liguido con un medio con bajas
concentraciones de azucar, se obtiene como producto 371 mg/l de &cido
caféico y 24 mg/l de acido protocatecoico a partir de 800 mg/l de &cido
clorogénico. Ambos productos con propiedades antioxidantes importantes. Por
lo que podria ser aplicado en la pulpa de café, ya que la concentracion del

acido clorogénico en este subproducto es de 3097 mg/kg.

La biotransformacion del acido p-cumarico en cultivo liquido por A. tamarii
V12307 con medio de cultivo A (altas concentraciones de azlcares), muestra
que posiblemente el mecanismo de reaccion es por medio de la degradacion
de la cadena propendica para la formacion del acido p-hidroxibenzéico. A.
tamarii mostro una productividad de 5 mg/l h de acido p-hidroxibenzdico de 2.5

veces mayor, comparada a la de P. variotii de 2 mg/l h (Sachan et al., 2006)

La misma cepa A. tamarii en cultivo liquido y medio de cultivo B (bajas
concentraciones de azlcar), muestra la capacidad de generar el acido caféico

como se establece en la via de referencia. Esta reaccion de biotransformacion
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sugiere la presencia de la enzima o-metiltransferasa en el microorganismo. La
productividad alcanzada con esta cepa fue de 144 mg/ | d, 9 veces mayor que
la obtenida con P. cinnabarinus de 16 mg/ | d (Estrada- Alvarado et al., 2003).

En cultivo sdlido, A. tamarii V12307, biotransforma el acido p-cumarico con
rendimientos de 56% y 24%, con medio de cultivo A y B. en diversos
compuestos, con medio A, sblo se produce un compuesto. Los productos

obtenidos por cultivo sélido deberan ser identificados posteriormente.

A. niger C17309 en cultivo liquido biotransforma el acido p-cumarico en
intermediarios del hidroxibenzoato, generando compuestos de alto valor
agregado como el 4-hidroxibenzaldehido, el metil-4- hidroxibenzoato, la
hidroquinona y el 4-propilfenolen en una proporcion de 2.47%, 0.54%, 10.6%,
0.65%, respectivamente. La presencia de estos compuestos sugiere que las

reacciones se dan a nivel de la cadena propendica y no en el anillo aromatico.

El acido ferulico en cultivo liquido es biotransformado por A. niger C28B25 por
la via de la degradacion de la cadena propendica en &cido vainillinico. Ademas,
se observo una productividad en términos de mg/ | d de 3 veces mayor con A.
niger C28B25 que la reportada con P. variotii MTCC 6581 (Ghosh et al., 2006)

La biotransformacion del acido ferulico en 4-vinilguayacol por A. niger DAR 2,

se efectua preferencialmente por la descarboxilacion no oxidativa.

El cultivo sélido mostré ser una herramienta interesante en el proceso de
biotransformacién del acido ferulico en 4-vinilguayacol que tiene un valor de 40
veces mayor que el acido ferulico y que es ampliamente utilizado en la industria
alimentaria y farmacéutica. En cultivo solido la produccién fue de casi el doble
de 4 vinilguayacol que en cultivo liquido en una tercera parte del tiempo,
también se observo una generacién de productos diferente, ya que la cepa
silvestre C28B25 en cultivo solido biodegradé el acido feralico en acido caféico,

mientras que en cultivo liquido no se observé este producto.
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Un exceso de azucares en el medio de cultivo puede inhibir de alguna manera
la generacion de productos y no soélo la presencia de azucares de facil
asimilacion, como ya estaba reportado (Ander et al., 1980; Lesage Meesen et
al., 1997).)

En la via de biotransformacién del acido feralico en cultivo sélido y liquido se
presentan reacciones principalmente a nivel de la cadena propendica, a
excepcion del cultivo solido con la cepa silvestre C28B25, donde se observo

una desmetilacion del anillo.

El estudio de la purificaciéon de la enzima ferulico descarboxilasa a partir del
extracto de A. niger DAR 2, mostrd que la enzima es intracelular con un pH 'y
temperatura 6ptima de 6 y 40°C, respectivamente y que posiblemente es una
enzima con un peso molecular aproximado de 91kDA. Este ultimo dato debera

confirmarse posteriormente.

Los productos obtenidos en este estudio mediante transformaciones
microbianas con cepas GRAS, pueden ser usados para consumo humano;
Ademas son naturales por haber sido obtenidos mediante procesos de

biotransformacion.

El desarrollo de este estudio, permite responder a la hipotesis planteada. En
cultivo sélido, con el uso de cepas de Aspergillus aisladas del nicho del café se
obtienen una mayor diversidad de compuestos y diferencias en la productividad

al comparar con el sistema en medio liquido

Este trabajo abre un campo prometedor para la produccién de compuestos de
alto valor agregado, ya que los resultados obtenidos en este estudio podrian
ser extrapolados a otros subproductos agroindustriales con cantidades

interesantes de acidos hidroxicindmicos.
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En un futuro seria interesante:

Identificar y caracterizar los diferentes compuestos obtenidos que debido

a la diversidad y concentracion no pudieron ser identificados.

Purificar la enzima ferulico descarboxilasa a partir del extracto
enzimético de A. niger DAR 2, ya que no hay reportes previos sobre la

purificacion de enzimas de esta naturaleza en el género Aspergilllus.

Realizar estudios enzimaticos en las diferentes etapas de Ila

biotransformacion.

Realizar estudios entre las cepas modificadas para la mejora de

productividades en la biotransformacion.

Continuar con estudios a futuro que permitan escalar el sistema para la

produccion de compuestos de alto valor agregado.
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Ferulic add biotransformation has a number of interesting industral uses. Ferulic acid blotransformation
by the wild strain Aspergillus niger C28B25 and a diploid strain DARZ, obtained by parasexual recombina-
rion, was studied. The wild strain of A mger C28825 biotransforms ferulic acid tovanillic acid (WAY while
the diploid strain DAR2 preferentially decarbocylates ferulic acid to 4-vinylguatacol (4VG). The lamer was
identified by mass spectroscopy, 'H and "C nuclear magnetic resonance spectroscopy, and quantified by
HPALC, The diploid strain A miger DAR2 and the wild strain showed 2 ferilic acid conversion of 64% and
36%, respectively, Molar yields show that the ormaton of 4VG was preferred, belng a8 much as 4.4 dmes
higher than the formation of VA in diploid strain cultures, Differential regulation of enz ymes involved in
the biotransformation of ferulic acld may explain the sccumulatdon of 4VG by diploid DARZ. This strain
produced both 4VG and VA,

@ 2010 Elsevier Lid. All rights reserved.

1. Introduction

Ferulic acid (FA) is one of the most abundant phenolic com-
pounds, it is well known for its antioxidant properties; it occurs
in plant cellular walls either freely or linked covalently to biopoly-
mers (Mathew and Abraham, 2006). The compound 4-vinylguaia-
col (4VG) is a particularly valuable product in the food industry,
for example, being used as flavouring in beers such as Belgian
wheat and German Rauch (Mathew et al,, 2007 ). It is also used as
a starting material for the manufacture of chemical commodities
such as vanillin, and in the ophthalmic field for preparing a solu-
tion containing flavouring agents {US Patent 20060292 188). The
aim of this work was to study the biotransformation of FA by the
wild and the diploid strain of Aspergilius niger C2ZBB25, The latter
had been obtained previously by parasexual recombination | Mont-
iel-Conzilez et al. 2002),

2. Methods
2. 1. Microorganism

Two strains of A niger were used: the wild strain C28B25 and
diploid strain DAR2, The wild and diploid strains of A niger were

* Coresponding author. Tel.: +52 (55) 5804 4999; fax: +52 (55) 5612 B083.
E-muil address: sauredodmanumupam me (G, Saucedo-Castafiedal.

(960-B524(% - zee front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doir 10010 15]] biortech 201 0LOLOBE

maintained in potato dextrose agar (PDA), and in Czapek Dox agar
(Difco), respectively,

2.2, moculum preparation

Spore suspensions for both strains were obtained from cultures
that had been incubated for 96 h at 30°C in 250 ml Erlenmeyer
flasks containing 50 ml of corresponding maintenance agar. The
spores were counted using a Meubauer hematocytometer and the
inoculum was adjusted to 107 spares/mlL

2.3, Cultures for ferulic acid biotransformation

The composition of the culture medium was as follows (gfl): 3,
sucrose; 3, yveast extract; 3, NaNO+; 0.5, K;HPOy4; 05, MgS0y and
0.5, KCL FA was first diluted in methanol and filtered through a
0.20 pm Millipore membrane, and added to reach a final concen-
tration of 800 mg(l. Fermentations were carried out in 35 ml glass
bottles containing 10 ml of broth, Incubation was realized at 30 °C
for 120 h at 100 rpm. Samples were taken in duplicate every 12 h,
mycelium was removed by filtration and biomass guantified by
gravimetry. Aliguots were analyzed for FA, products, sugar concen-
trations and pH.

The molar yield of product formation to FA consumed was ex-
pressed as:
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2.4, Analytical technigues < 200 g
“
241 Prepamtive chmmatngraphy (PC) ond purifirntion of oc
compounds 0 12 24 36 48 60 72 E4 06 103 120
Cultures were carried out in 500 ml Erlenmeyer flasks with Time {h)

300ml of medium for product purification and identification;
cell-free samples were obtained at 120 h. Samples were exmraced
three times with chlomform, and then the solvent was removed
under vacuum at 40 °C. Extracts were resuspended in 2ml of
methanol. PC of extracts was carmied out on a silica glass plate
using toluene, 14-dioxane, acetic acid (90:25:4) as the mobile
phase (Hopper and Mahadevan, 1997) fractions were analyzed by
HPLC and chamcterized oy GC-MS and NME.

2.42. Phenolic and sugar onolysis by HPLC

Phenolic and sugar content werz2 analyzed by HPLC as described
by Barghini 2t al. (2007) and Tovar-Castro et al (2003)
respectively.

243 NMR

The NMR assays were recorded on a Brucker DMX 500 MHz
spectrometer (Karmakar et al, 2000.). Chemical shifts values
(ppm) and coupling constants () were reported in hertz (Hz): 'H
NMR: & (ppm) 692 (d, 1H, J=19Hz, H_). K971 {ddd, 1H, j, =05,
J2=19, }3=8L Hz, Ha), 6.86 (d, 1H, f=8.0Hz H.), 663 (dd, 1H
J =108, L=17.6Hz HJ), 567 (br s, 1H, OH), 558 (dd IH
1, =09, J,=175Hz, H,, 512 (dd, 1H, J;=09, =108 Hz, H,),
390 (s, 3H, ULH;). "L NMHK (125 MHz, CDU;5) o (ppm): 1485/
(C-3-Ar), 145.63 (C4-Ar), 136,62 (C-7), 130.27 (C-1) 120.05 (C-
6), 114.34 (C-5), 111.44 (C-B), 10799 (C-2), 55.56 {C-5),

244 GC-MS analysis

GC coupled to MS was performed and results were interpreied
according to the comesponding decomposiion patterns, GC-MS
(mjzl: 150 (M), 135 (M -CHj), 107 (M~ -CHy and CH.=CH,)
and 77 (Huang et al, 1993},

3. Results amnd discussivn

Fiz. 1 shows ime course concentrations of FA, VA and 4VG for
the wild and diploid strain of A. niger (28B25, Table 1 shows the
conversion and yield values obtained for both strains after 5 days
of cultivation

Small changes in pH were observed: pH varied from 6.6 to 72,
and G.G to 7 atthe end of the cultures, for the wild and DAR2 strain,
respectively, Sugar was totally consumed after 24 h, and higker
values of biomass were reached by strain DAR2 (45 mg/ml) in com-
parisan to the wild stramn (35 mg'ml ), suggesting a higher toler-
anceof DAR2 strain to FA toxicity (Tsioulpasa et al,, 2002},

A FA conversion of 36% was observed (Tzhle 1) and a maximal
VA concentration of 137 mg/l was obtained, giving a yield of 57%
for the wild stram. A similar concentration of VA was found by
Ghosh et al. (2006), using Poecilomyces variotii MTCOC 6581; after
16 days of cultivation, the producivity (mglld) was almost three
times higher in the current study for the wild strain,

Biotransformacion de dcidos hidroxicindmicos

Fig 1. Transformation of ‘erulic acid into vanillic acid and 4-vinylguaiacol by
furgal strains 4 miger CXBE2S (wild type) and A niger DAR2 (dploid). (O) ferulic
acid A niger CHE2S, (@) ferulic acid A niger DAR2, (0 }vanillic acid A niger CIEB25,
(Mivanillic acid A niger DARZ. ( 4] 4-vinylguaiacol A niger DARL

Table 1
FA conversion and yield for the wild type strain and the DAR2 stmin at 1230h of
incubation.

tomeersion Wild type DARZ
FA conversion (=] 36 L]
Yield 4G [F2 [ MM ) ND 57
Yield VAFA M| M) 57 k]

AVE: 4-Vinylzumicol; FA: ferulic acid and VA: vanillc acid.
NI Mot detected

Low concentrations of methoxyhydroguinone for both strains
were detected as well as other products that could not be identified
and 15 mg/l of vanillyl alcohol was detected in DAR2 cultures, The
main difference in the FA biotransformation was that the diploid
strain DAR2 produced both 4VG and VA, while the wild strain pro-
duced mainly VA Conversion af FA into products was 1.8 times
higher in the diploid strain (64%) in comparison with the wild
strain {36%). Molar yietds show that the formation of 4¥C was pre-
fered, being as much as 4.4 timzs higher than the formation of VA
in diploid strain cultures.

Biotransformation of FA by the diploid strain suggests a non-
oxidative decarboxylation into 4VG, and this was reduced intovan-
illyl alcohol and methoxyhydroguinone. On the other hand, the
wild sbrain amwtiansionns FA via o propenoie diaim degradation
to VA with subsequent oxidative decarboxylation into methoxy hy-
droquinone (Fig. 2). This suggests that the diploid strain biotrans-
formed FA in the same way as Poecilomvoes variori or Pestalotia
pa'morum (Priefert et ak, 2001). Although vanillin was not de-
tected, this might be because vanillin is usually found at a low con-
centration and is rapidly metabolized (Karmakar et al, 2000}

Decarboxylation of FA could be part of a detoxification system
to maintain the level of inhibitory compounds under a threshold
concentration, A similar mechanism has been observed in the sec-
ondary metabolism, n particular in the phenylpropenoic acid
pathway (Seshime et al., 2005).

Studies regarding the enzymes involved in decarboxylation of
FA to 4VG have beer performed mainly in bactena and yeasts
{Prnefert et al, 2001}, High concentratiors of AWVE were obtained
in Bocillus coaguions BKOT (903 mgfl) or Debaryomyces harsendi
(1470 mgfl) cultures by Karmakar et al. {2000) and Mathew et al
{2007), respectively.
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Fig.  FA biotransformation by strains A miger CZEB25 (dashed amows) and DARZ. Dazhed brackets indicate postulated product.

A niger have been reported on FA biotransformation {Ward
et al, 2006), nevertheless studies conducted on fungus regarding
the enzymes involved in decarboxylation of FA to 4VG, are scatter,
Deregulation of enzyme production has been reported for the dip-
loid strain DAR2, used in this work, which was able to produce
higher amounts of invertase and more rapidly in comparison to
the wild type strain A miger C2B8B25 (Montiel-Gonzilez et al,
2002). In fact, the diploid strain showed vanations in the proteins
that regulate the expression of various hydrolytic enzymes (Loera
and Cordova, 2003; Montiel-Gonzalez et al., 2002), Accordingly,
the differential regulation of enzymes involved in the biotransfor-
mation of FA may explain the accumulation of 4VG by the diploid
strain, which could be advantageous for the formation of 4VG in a
potential straightforward process, It is worth mentioning that the
diploid strain is classified as a GRAS and thus it can be used to ob-
tain 4VG for human consumption.

4. Conclusions

The wild strain of A miger C28B25 biotransforms FA via a prop-
ennic chain degradation to VA, with a lower FA conversion, The
biotransformation of FA to 4VG by the diploid strain DARZ, prefer-
entially followed the non-oxidative decarboxylation pathway,
which could be advantageous for the formation of 4VG in a
straightforwand process, 4VG was confirmed by prepamative chro-
matography techniques and identified by 'H NMR, "'C NMR and
GC-Ms, Differential regulation of the enzymes involved in the bio-
transformation of FA may explain the accumulation of 4VG by the
diploid strain
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SELECCION DE CEPAS DE HONGOS FILAMENTOSOS CON ACTIVIDAD PARA
TRANSFORMAR COMPUESTOS FENOLICOS
ltzamng Baqueirg-Pefia, Gabriela Rodriguez-Serrano, Fduardo Bonz dlez- Zamora!, Christopher Augur 2y Berardo Savcedo-Costareda
Depio. de Biotecnologia, 'Depto. de Duimica, 1AM-Iztapalapa, San Rafael Mo 186, Col. Vicenting, ltapalaps, &ﬂ:ﬂﬂf mm
Tel-Fax: 58 (4 B 54, e-mail: sauredoE@rinm wam my
2IRD-IMEP Unirersité Paul Cézanne. 13387, Marseille -Francia

Introduccién. Lasz propiedndes benéficas de los L--mpumnz,a.mmm 7 1a cepa C17309, F..h,...,
| e

tes mI..v-

antioxidantes han sido amplinments reconocidas. enla - oz d

industrin farmacentica, alimenticia ¥ mmdfﬁi:u
Quimicamente son muy cercancs & alsunos de los
compuestos fendlicos. Exdisten reportes de la
biotransformacicn de los compuestor fenolicos, en
particular, el #cido ferulico. Se ha reportado In
reduccion del Acide ferilico por especies de Trametes (4],
Pymaperus cnnaberimus 1-937 bictransforma =l asido
feralico hasta acida vainBimico, =] coal e redueido
hasta vainillina (1}.

El.nh]etwn de este estudio uldcﬂ:i.nn-rllmgm
filamentosos capaces de transformar acidos fendlicos
hasta acide wainillimics ¥ vaimillins para lo cual ==
propons una ruta metabolica.

£ 6.4

camdne

Materfnal-sy}l&u&ns. Se renlizd In seleccién de 19
nep.u.a.u Z s de la coleccion TAMI-TRI Se utilizaron
4 cormpuestos fentlicos: acido p-rumarics, acido cafsico,
acido ferulico, Acide vaimillinico. La osicion del
medio de coltive fue (gfl): Sacarcsa 3. NaNO, 3,
E.HFPO, 1. Mg30, 0.5, ECl 0.5, extracto de levadora 3 v
mﬂn:fmﬂhﬂ!ﬂ}ﬂy“m@ﬂ.ﬂ:eﬂnmlﬂﬂ
de medic de cultive en tuboz de boca ancha, =
sgregaron 20 pl de compuesto fendlicn s la
concentracion tt[!ﬂﬂyﬂﬂﬂmﬁﬂ}y!Eﬂ
de suspension de Los tobos 3= ineubaron a
30°C. com icn comstante d= 100 rpm per 72 horas.
Du]rnEl.ﬂ.: 72 boras, &l sohrenadante fus analizado por
eromatografis en capa fina (3) ¥ HPLC (2). 3« construyo
wna curva patron de los 4 compuestos femdlices por
HPLC. El criteric de seleccion que se utilizo fue In
capacidad de los microorganizmos de bictransformar Ios

compuestos fendlicos de

erda a la ruta propuesta

Resultados y discusion. El anslisis cromatogzifice
mostrd que sxisten cepas con la capacidad de degradar
los compuestos fenclicos [cuadre 1). Las cepas C283132,
C17308, W26316, C16310 v Ad9%4, comvirtieron el
acido feralico (800 mgl) & acido wainillmizo. La sepa
C16310 genero concemtraciones de acide vainillinico de
0.35 mgil.

noelear Al wear &.uuﬂnu.El:ufm:uEﬂ] huEPlaW'r
C13308, 1a ’szm:bllrdlninu-ﬂmrm-
dnm‘gml]mﬂnﬁﬂ'ﬂl:ﬂ h:nﬂnwdm:m:lnlﬂrﬂ:

Bf del acido feralica.

Coadre 1. Biotransk acién de los dcidos hidroxicinimicos por
cepas de honpos.
Cepa Sustrato Producto Ride los
{mgT} coOmpuestos
enconirados
CZ3308 Addo Caféico 800 AcidoFentico D62
28312 Acico Feniico B0 Acido Vainilinco 0.72
Ci7300 Acido Fenlfico 800 Acido Vainlinco  0.72
Desconocido 085
p-cumiarico 800
V26318 Agido Ferliico 300 Acido Vainilinico  0.72
V12307 Acido Caféico 200 Desconocido 078
C18310 Acidio Feniico 800 Acido Vainilinco 0.72
AdRE4 Acido Fenlfico 800 Desconocdo 088
Agido Caféico 700 Descomocido 079
DAR 2 Acdo Fenlicn 800 Desconocido 085

ﬂm}usiﬁn D:hslgupanprnbuﬂu,mméqu:a
pueden  transformar loz  compuesto:  fendbicoz en loz
intermediarios de la ruta metabdlica propussta pama la
biotransformaciin ¥ seran evaluada: en medio schide =ohre
diferentes acidos fenolicos.
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ANEXO 2. Identificacion de cepas fungicas
Secuencias ITS1-5.8S-ITS2

C23308 Aspergillus niger ITS

GAGTCGGEGGTCTTTGEECCCAACCT CCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGT
TGCTTCGECEEECCCECCGAAAGACGECCECCEEEEEEECECCTCTGCCC
CCCGGEGECCCGT GCCAGCCGGAGACCCCAACACGAACACT GTCTGAAAGCG
TGCAGTCTGAGT TGATTGAATGCAATCAGT TAAAACT TTCAACAATGGAT
CTCTTGGI TCCGGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGT CTTTGAACGCACATTGCGCC
CCCTGGTATTCCGEEEEECATGCCTGT CCGAGCGT CATTGCTGCCCTCAA
GCCCGECTTGTGIGI TGEGT CACCGT CCCCCT CTCCGEEEEEACGEEECCC
GAAAGGCAGCGGECGECACCGECGT CCGATCCTCGAGCGTATGEEECTTTGT
CACATGCTCTGTAGGAT TGECCGECECCTGCCGACGT TTTCCAACCATTC
TTTCCAGGT TGACCT CGGAT CAGGT AGGGATACCCGCT GAACT TAASCAT
ATCAATAAGCGGAGGAA

C16310 Aspergillus niger ITS

AGTGCGEGTCTTTGEECCCACCT CCCATCCGTGTCTATTATACCCTGI TG
CTTCGGECGEECCCECGAAAGGAGGCCECCEEEEEEECECCT TTGCCCCCC
GGEECCCGT GCCCGCCCGAGACCCCAACACGAACACT GTCTGAAAGCGT GC
AGTCTGAGT TGATTGAATGCAATCAGT TAAAACTTTCAACAATGGATCTC
TTGGTTCCGECAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAACTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGT CTTTGAACGCACATTGCGCCCCC
TGGTATTCCGGEEEEECATGCCTGT CCGAGCGT CATTGCTGCCCTCAAGCC
CGCCTTGIGI'GT TGEGT CGCCGT CCCCCT CTCCGEEEEGEACGEECCCGAA
AGCCAGCGECEECACCGCGT CCGATCCTCGAGCGTATGEEECTTTGTCAC
ATGCTCTGTAGGATTGECCGECGCCTGCCGACGT TTTCCAACCATTTTTT
CCAGGT TGACCT CGGAT CAGGT AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAG

C17309 Aspergillus niger ITS

AAGT CGEGGTCTTTGEECCCACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGT T
GCT TCGECEEECCCCECEEAAGECGEECCECCEEEEEEECECCT CTGECCCCC
CGGEGECCCGT GCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACT GTCTGAAAGCGT G
CAGTCTGAGT TGATTGAATGCAATCAGT TAAAACT TTCAACAATGGATCT
CTTGGT TCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAACTAATGT G
AATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAGT CTTTGAACGCACATTGCGCCCC
CTGGTATTCCGGEEEEECATGCCT G CCGAGCGT CATTGCTGCCCTCAAGC
CCGGECTTGTGIGI TGEGT CGCCGT CCCCCT CTCCGEEEEEACGEECCCGA
AAGGCAGCGGECGECACCGECGT CCSATCCTCGAGCGTATGEEECTTTGICA
CATGCTCTGTAGGAT TGECCGECECCTGCCGACGT TTTCCAACCATTCTT
TCCAGGT TGACCT CGGAT CAGGT AGGGATACCCGCT GAACT TAAGCATAT
CATTAAGCGGAGGAA

V26316 Penicillium crustosum ITS

GTGGAGGEGECCCT CTGEEGT CAACCT CCCACCCGTGT TTATTTTACCTTGT
TGCTTCGECGEEECCCECAAAAACGEECCECCEEEEEECT TACGCCCCCGG
GCCCGCGCCAGAAGAAGGCCCCTCGAACTCTGT CTGAAGATTGAAGT CTG
AGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCC
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT GCGATACGTAATGT GAATTGCAAA
TTCAGTGAATCATCGAGT CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCC
GGGEEECATGCCT GTCOGAGCGT CAT TGCTGCCCTCAAGCCCGECTTGTG
TGTTGEECCCCGT CCCCCGAT CTCCCEEEGACCEECCCGAAAGGECAGCGG
CGGCACCGCGT CCGGT CCTCGAGCGTATGEEECT TTGT CACCCGCTCTGT
AGGCCCGECCGEECECT TGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGT TGACC
TCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT TAAGCATATCAATAAGCGGAG
GAA
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C28312 Aspergillus niger ITS

GAAGCGCTGAACT CGAGT CGGGTCT T TGGEECCCAACCTCCCATCCGTGTC
TATTGTACCCTGI TGCT TCGECGEECCCECCECT TGT CEECCECCEEEEG
GGCGCCT CTGCCCCCCGEEECCCGT GCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACA
CTGT CTGAAAGCGT GCAGT CTGAGT TGATTGAATGCAATCAGT TAAAACT
TTCAACAATGGATCTCTTGGT TCCGGCATCGAT GAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAGTCTTTAAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTAT TCCGEEGEEECATGCCT G CCGAGCGT CA
TTGCTGCCCTCAAGCCCGCECT TGTGTGI TGEGT CECCGTCCCCCTCTCCG
GGCCGACGEECCCGAAAGGCAGCGCECEECACCGCGT CCGATCCTCGAGCG
TATGGGECTTTGI CACATGCT CTGTAGGAT TGGECCGGECGCCT GCCGACGT
TTTCCAACCATTCT TTCCAGGT TGACCT CGGAT CAGGTAGGGATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATACGCGGAGGAATT

Secuencias TUBULINA

C23308 TUBULINA

GNRGRCVRGAMCAGGMCTACT TCGT CGAGT GGAT CCCCAACAACATCCAG
ACCGCCCTGTGCTCCATTCCTTTTGAGGT CTCAAGATGTCCTCCACCTTC
ATCGGTAACT CCACT AACAASCAGAGGCT CTACAGAGGAAYSKKCKTWCT
CKRCCTCVRTKSWSCKRWKCGKCGKYTAYSACAGR

XM _001392399.1 Aspergillus niger CBS 154 154 52% le- 94%
513.88 hypothetical protein 34
(An08g03190) patrtial
MRNA

C16310 TUBULINA

CRRCGRTACAGACCTACTTCGT CGAGT GGATCCCCAACAACATCCAGACC
GCCCTGTGCTCCATTCCTTTCGAGGWMI CAAGATGTCCTCTACCTTCATC
GGT AACT CCACCAAARSSGGAGGCACRRGGAKAAACGEEEGYGGYSGYCG
YTKWEYWACGKY GSGCGONEKSSYTSGKAG

Accession Description Max Total Query E Max
score score coverage Vvalue ident
XM_001392399.1 Aspergillus niger 158 158 57% le- 93%
CBS 513.88 35
hypothetical
protein
(An08g03190)
partial mMRNA

C17309 TUBULINA

TGRCATAMCAGACCTACT TCGT CGAGT GGATCCCCAACAACATCCAGACC
GCCCTGIGCTCCATTCCTCCCCGT GGACTCAAGATGT CCTCCACCTTCAT
CGGTAACT CCMCCYCCAT CCAGGAGCT CTACGAGAAAYWY YSRKKCMI TA
TTTTTTTYCKCTTCCWCRCWASWAAGT RTTWAGAAA
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Accession Description Max  Total Query E Max
score score coverage Vvalue ident
AM270165.1 Aspergillus niger 209 209 63% 3e-51 97%
contig An08c0100,
complete genome
C28312 TUBULINA
GYTRTCGTTYTAGRCATMYTCWAWNCGAGT GGATCCCAACAACATCOWGAC
CGCCCTGI GCTCCATTCCTGCGAGARGCRSAAGATGTCCTCCACCTTCAT
CGGTAACT GACTGACCATGAGCTCTTCAAKACAGYSWCGAYSWTRTTTCT
TTCTRRYYTSRTYMCTMICCWGW TTCYTRTAGAGMITKT GGCGTGSMTSC
TKTGT TSGACAMCT CMI CKSWGYGTWAMYMCRT AKMCCCAMCTC
Accession Description Max  Total Query E Max
score score coverage Vvalue ident
AM270165.1 Aspergillus niger 108 108 34% le- 88%
contig An08c0100, 20

complete genome

V26316 TUBULINA

CRRIVRTACCAGTRCTACTTCGI TGAGT GGATCCCCAACAACGT CCAGACCGCT CTGT GCTCCGT TCCCCT CGAGECCTMAAGATGT CT
TCCACCTTCGTTGGTAACTCCWT YCYCAT TWSARGAGCT CTTCAGAGAAAAT SYTTTYSKSKTTKTSMI TAMYTTTTTYTTSKTCYKT

KGYATVWKRRRRRRG
Accession Description Max  Total Query E Max
score score coverage Vvalue ident

FJ012876.1 Penicillium polonicum isolate 161 161 54% 8e- 94%
1892 beta-tubulin gene, 37
partial cds

FJ012871.1 Penicillium expansum isolate 161 161 54% 8e- 94%
Exp1895 beta-tubulin gene, 37
partial cds

AY654876.1 Penicillium melanoconidium 161 161 54% 8e- 94%
isolate IMI 321503 beta- 37
tubulin gene, partial
sequence

AY654875.1 Penicillium commune isolate 161 161 54% 8e- 94%
NRRL 890 beta-tubulin gene, 37
partial sequence

AY654874.1 Penicillium cyclopium isolate 161 161 54% 8e- 94%
NRRL 1888 beta-tubulin 37
gene, partial sequence

AY654873.1 Penicillium aurantiogriseum 161 161 54% 8e- 94%
isolate NRRL 971 beta- 37
tubulin gene, partial
sequence
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ANEXO 3. Curvas patron de concentracion de compuest  os fendlicos.

La concentracion e los compuestos fendlicos del estudio de la
biotransformacién de los acidos hidroxicinAmicos se realizé por la técnica de
HPLC, por lo que elaboraron las curvas patron de concentracion de 0-500 mg/I
(Figura A.3)
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Figura A.3. Curvas patron de concentracion de los compuestos fendlicos. Acido
caféico (+), acido p-cumarico (A), acido clorogénico (), acido feralico (o),

acido vainillinico ().

En la figura A3 se aprecia que las curvas siguen la ley de Lambert —Beer que
dice que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion. A
partir de las regresiones lineales de la curvas, se determinaron los coeficientes

e la regresion para cada curva (Tabla A.3).
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Tabla A.3. Coeficientes de la regresion lineal de las curvas de concentracion

de compuestos fendlicos

Compuesto fendlico Pendiente Ordenada R?
al origen

Acido caféico 536459 -2 x 10’ 0.980
Acido p-cumarico 620465 -1 x 107 0.987
Acido clorogénico 202704 -7x10° 0.978
Acido ferdlico 12034 -806088 0.990
Acido protocatecoico 26764 -235996 0.998

Acido p-hidroxibenzoéico 14428 4726.6 1
Acido vainillinico 6738 -98839 0.990
Alcohol vainillilico 2 x 10’ -16836 0.994

ANEXO 4. Curvas patron de concentracién de azucares

La concentracion e los diferentes azucares de los extractos de
biotransformacion se determinaron con la técnica de HPLC, por lo que se
elaboraron curvas patron de concentracion en un rango de 0- 10 g/l. Las curvas

S e muestran en la figura A.4.
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Figura A.4. Curvas patron de concentracion de azucares. Sacarosa(Ll]),

maltosa(X), glucosa(o), fructosa(A).

Se determinaron los coeficientes de la correlacion lineal a partir de las curvas

patrén de concentracion de azucares (Tabla A.4)

Tabla A.4. Coeficientes de regresion de las curvas patron de concentracion de

azucares.
Azucar Pendiente Ordenada al R?
origen
Sacarosa 168533 -47376 0.980
Maltosa 145404 12741 0.988
Glucosa 206059 91499 0.979
Fructosa 189047 -7702 0.983
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ANEXO 5. Curva Patrén de concentracion de Amonio

La concentracion de tartrato de amonio en los extractos de biotransformacion
con medio de cultivo A, se determiné por medio de la técnica de determinacién
de amonio. La curva patron se elaboré a partir de una solucién de nitrato de

amonio en un rango de 0-500 mg/l (Figura A.4).
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Figura A.5. Curva patron de concentracion de amonio.

A partir de la regresion lineal de la curva de concentracion de amonio, se

obtuvo la siguiente ecuacion:

y = —61.702x + 61.184 R%= 0.993

Que fue usado para calcular las concentraciones de amonio en los extractos de
los cultivos
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ANEXO 6. Preparacion de Soluciones del Método de L owry

Reactivos

A Na,COs3 (J.T. Baker) al 2% en NaOH (J.T. Baker) 0.1N
B CuSO, (J.T. Baker) al 1% en H, O

C Tartrato de Na y K (J.T. Baker) al 2% en H, O

D Reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma) 1:1 en agua
Procedimiento

1. Se mezclaron 50 volimenes de A + 1 volumen de B + 1 volumen de C,

de esta solucion se tomaron 5 ml y se les agrego 1 ml de muestra.

2. Después de dejar reposar 10 minutos, en la oscuridad, se agregaron 0.5

ml de reactivo D.

3. Finalmente se dej6 reposar 30 minutos en la oscuridad y se leyo a Asgo

nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-160 A.

ANEXO 6.1 Curva patron de seroalbumina para la determinacién de proteina

Para determinarla concentracién de proteina en el extracto enzimatico de la
cepa diploide DAR 2, se uso el método de Lowry y se elaboré la curva patrén
de concentracion de proteina con seroalbimina como solucién de referencia, la
curva se construy6é en un rango de concentracion de 0-500 pg/ml a partir de

una solucion de 1 mg/ml (Figura A.6)
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Figura A.6. curva patron de concentracion de seroalbumina.
A partir de la regresion de la curva, se obtuvo la siguiente ecuacion:

y = 0.0023x — 0.0054  R*=0.990.
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