VITAE, REVISTA DE LA FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA
ISSN 0121-4004 Volumen 11 numero 2, afio 2004.
Universidad de Antioquia, Medellin - Colombia. pags. 35-41

OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN
CULTIVOS SUMERGIDOS DEL PHANEROCHAETE
CHRYSOSPORIUM CON ADICION DE SUSTRATOS

POLIMERICOS

OBTAINING OF SECONDARY METABOLITES IN PHANEROCHAETE CHRYSOSPO-
RIUM SUBMERGED CULTURES BY ADDITION OF POLYMERIC SUBSTRATES.

Freimar Segura S.,' Amanda I. Mejia G." y Gloria A. Jiménez T.?

RESUMEN

La produccién de la enzima ligninoperoxidasa -LiP- y de metabolitos de interés como la vainilla, son
estudiados adicionando los polimeros aserrin de pino (AP) y polivinilalcohol (PVOH) a cultivos sumergidos
del Phanerochaete chrysosporium, usando bioreactores con agitacion orbital y con agitacién neumitica. Los
medios que contienen AP y alcohol veratrilico, en agitadores orbitales, presentan una correlacién directa
entre la produccién de LiP y de vainilla, independiente de si tienen PVOH. En los medios con PVOH
se obtiene mayor cantidad de LiP que en los que no lo contienen. En los experimentos con agitacién
neumitica se observa dcido vainillinico, lo que implica que la aireacién causa oxidacién de la vainilla
haciendo inapropiado éste tipo de bioreactor.

Palabras clave: Poilivinilalcohol, aserrin de pino, Phanerochaete Chrysosporium, vainilla, alcohol
veratrilico.

ABSTRACT

The effect of pine sawdust (PS) and polyvinyl alcohol (PVA) polymers in the production of the
ligninoperoxidase (LiP) enzyme and of important metabolites as vanillin is studied in Phanerochaete
chrysosporium submerged culture media. Bioreactors with orbital and pneumatic agitation are used.
The procedure with orbital agitation shows a direct relationship between the LiP activity and the vanillin
concentration when the medium is enriched with PS and veratrylalcohol (VA) regardless of the presence
of PVA. On the other hand the addition of PVA increases the LiP activity .

The procedure with pneumatic agitation is inappropriate, since the air used in this method causes oxidation
of vanillin to vanillic acid.
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INTRODUCCION

Lalignina es un polimero complejo constituyente
de casi todas las plantas en mayor o menor grado y es
el material rigido que le confiere resistencia a los ta-
llos lefiosos. La degradacién de la lignina por hongos
de la podredumbre blanca de la madera es producida
por las enzimas lignina peroxidasa (LiP)" % manga-
neso peroxidasa (MnP)? y lacasa®. Estas enzimas son
producidas por diferentes microorganismos. Una
propiedad importante de estas enzimas es su habi-
lidad para oxidar un amplio rango de compuestos
orginicos toxicos a metabolitos no téxicos y/o CO,
>. Laimportancia de las aplicaciones biotecnoldgicas
de estos procesos es un tema de estudio por parte
de muchos grupos de investigacién.

El basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium ha
sido el mas ampliamente estudiado. Es un hongo fi-
lamentoso que crece en cultivos liquidos agitados en
forma tipica formada por agregacién de las esporas
durante la germinacién. Su tamafo y forma unifor-
mes son un requisito importante en la produccién
de metabolitos secundarios y son influenciados por
la velocidad y forma de agitacion®.

Durante su metabolismo secundario el P. chry-
sosporium bajo condiciones limitadas de nitrégeno o
carbono’, produce un gran nimero de enzimas oxi-
dativas que son excretadas en el medio extracelular,
entre estas enzimas se encuentra la LiP. Esta enzima
es de gran importancia por su alto poder oxidante
y su capacidad para degradar muchos compuestos
recalcitrantes como lignina, cloroligninas, pesti-
cidas, colorantes y algunos polimeros sintéticos®.
Bajo condiciones adecuadas de O,, agitaciéon y pH,
esta enzima puede producir a partir de maltiples
sustratos, entre ellos el polivinilalcohol (PVOH),
compuestos de valor comercial importante como el
benzaldehido”!’. En trabajos previos donde hemos
estudiado la biodegradacién del PVOH en cultivos
sumergidos del Phanerochaete chrysosporium'!, se ha
encontrado vainilla, en cantidades comparables a la
que han obtenido otros autores'*"*. El PVOH es un
polimero soluble en agua, ampliamente usado en
aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y quimicas’.
Se produce en el mundo, en un orden de 500.000
toneladas en 1995™.

Los residuos (aserrin) producidos durante la ela-
boracién de madera aserrada proveniente de coniferas
es alrededor del 5-8 % (en base a la biomasa del tronco

VITAE

utilizado)'>'%. El exceso de aserrin es evacuado algu-
nas veces en los vertederos y otras veces se incineran
indiscriminadamente aumentando la contaminacién
ambiental. La acumulacién de aserrin puede tener
efectos ambientales negativos: su descomposicién
produce diéxido de carbono que se dispersa en la
atmosfera; ademas, los residuos pueden ser un medio
ideal para la propagacién de plagas y enfermedades”.
Por lo tanto, las investigaciones que conduzcan a una
tecnologia de utilizacién del aserrin de pino es im-
portante, no solo desde el punto de vista ambiental
sino también desde el punto de vista de la obtencién
de productos de alto valor agregado.

La vainilla es un compuesto intermediario de la
oxidacién metabdlica que se genera durante la bio-
degradacién de la lignina, o de compuestos modelos
de lalignina y de contaminantes aromiticos, cuando
la biodegradacién es ocasionada por el Phanerochaete
chrysosporium'®. Estos compuestos intermediarios in-
cluyen quinonas sustituidas, hidroquinonas, acido
benzoico, fragmentos de anillos abiertos, ademas de
benzaldehido y vainilla, los cuales son metabolizados
posteriormente por procesos intracelulares'>".

La mayor concentracién de vainilla de origen
natural estd entre 1y 3%, obtenida a partir de
granos adecuadamente madurados de especies de
Vainilla orchid®. A partir de sus granos madurados
se obtiene un extracto café en solucién etandlica y
en esa forma tiene multiples aplicaciones. Pero este
producto tiene altos precios debido a los cambios
climaticos que afectan el volumen de granos de vai-
nilla producidos cada aino. Desde 1936 en EEUU la
firma Salvo Chemical Corp® inicio la produccién
en gran escala de vainilla sintética a partir de aguas
de desecho que contenian lignina sulfitada. Este
desarrollo surgié por la necesidad de resolver el
problema causado por las altas concentraciones de
lignina, en la demanda bioquimica de oxigeno. Estos
aspectos no han mejorado, ya que el licor que queda
después de recuperar la vainilla también es altamente
contaminante. La produccién de vainilla sintética es
un complemento a la obtenida naturalmente, sin
embargo la alta demanda de vainilla natural hace
que su precio sea cientos de veces mayor que el de la
sintética®!. La vainilla natural también se ha obtenido
por biotecnologfa, por transformacién realizada por
las enzimas de microorganismos como la Pseudo-
monas putida y Streptomyces setonii desde eugenol o
cido fertlico como sustratos'?. Con varias cepas
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de Nocardia, se ha obtenido vainilla a partir de
cido vainillinico®. Experimentos para inducir la
produccién de vainilla en organismos modificados
genéticamente también se estin desarrollando?®.
Otro estudio reciente menciona el potencial biotec-
noldgico de hidrolizar enzimiticamente la pimienta
roja y capsaicina a vainilla®.

En éste trabajo se estudia la produccién de la
enzima LiP por Phanerochaete chrysosporium -(Pc), en
cultivos sumergidos utilizando polimeros naturales
y sintéticos como cosustratos y diferentes tipos de
agitacién, dando lugar a la obtencién de compues-
tos de alto valor agregado e interés comercial como
son las enzimas y los compuestos formados por la
degradacién de los polimeros, tales como la vainilla
u otros compuestos tipo fendlicos, de interés far-
macéutico, alimentario o cosmético.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones del cultivo
para replicarlo. Se utiliza la cepa Phanerochaete chry-
sosporium BKM-F-1767 (ATCC 24725) replicada en
medio YMPG, la cepa se replica sobre este medio'y
se incuba a 37°C por 5 dias y se mantiene a 4°C'2

Medio de cultivo: El medio de cultivo con-
tiene por volumen: glucosa al 1 g %, tartrato de
amonio al 0.02 g %, MgSO,.7H,O al 0.05 g %;
CaCl, 12H,0 al 0.01 g %; Tween 80 al 0.05g %;
tiamina clorhidrato 0.1 mg %; alcohol veratrilico
2,5 mM; solucién de elementos traza 70 ml/L (la
cual contiene por litro: icido nitriloacético 1,5
g; MgSO,.5H,0 3 g; NaCl 1 g; FeSO,.7H,O
0,1 g; CaCl,.2H,0O 0,1 g; ZnSO,.7H,O 0,1 g;
CuSO,.5H,0 0,01 g; AIK(SO,) 12H,0 0,01 g;
HBO, 0,01 g; Na,MoO,.2H,0 0,01 g.)**. Se llevé a
pH 4.5 con buffer de tartrato de sodio®.

Reactivos: El aserrin de pino (AP) se obtiene
de la regién del oriente antioquenio, se seca a peso
constante y se lleva a tamaifo de particula entre 297
y 500 p.

Se utiliza polivinilalcohol -PVOH- distribuido
en Colombia por Productos Quimicos Genéricos S.
A., producido por BASF Quimica con las siguientes
especificaciones: Peso molecular entre 120 a 180 Kg
mol™' y alto grado de hidrdlisis.

Se utiliza alcohol veratrilico (AV), Aldrich, pu-
reza del 96%, d=1.157

Todos los demids reactivos usados son calidad
comercial, grado reactivo

Ensayo de bioconversion del aserrin de
pino -AP-

Ensayos con aserrin de pino (AP): 4 erlenmeyers
conteniendo cada uno AP al 0,1 p/v % en el medio
de cultivo descrito anteriormente, se esterilizan e
inoculan con solucién de esporas a una concentra-
cién final de 5710° esporas/ml y se rotulan como
ensayo AP1, AP2, AP3 y AP4.

Se hacen dos controles bajo las mismas condi-
ciones (sin inoculo).

Se hacen igualmente experimentos sin aserrin
y con inoculo y sin aserrin y sin inoculo. Todos
los erlenmeyers se tapan con torundas de algodén
estériles y se dejan a temperatura ambiente en un
agitador orbital marca Heidolph Unimax 2010, a
150 r.p.m. por 10 dfas.

Un seguimiento de la actividad enzimatica (LiP)
se hizo a partir del 3 dia en los erlenmeyers AP1y
AP2y en los controles.

En las muestras AP3 y AP4 y en los controles
solo se determina la actividad enzimadtica el dfa 10
y se determinan los compuestos fendlicos, como se
describe mas adelante.

Ensayo de bioconversién de AP en presencia o
ausencia de PVOH y/o alcohol veratrilico (AV)

Todos los ensayos se hacen en erlenmeyers conte-
niendo aserrin de pino (AP) al 0,1 p/v % en el medio
de cultivo descrito previamente, pero sin el alcohol
veratrilico. Se esterilizan y se dividen asi:

6 erlenmeyers se inoculan (5°10° esporas/ml) y
se rotulan como POVO (PO significa sin PVOH y VO
sin alcohol veratrilico). 2 erlenmeyers se incuban
durante 7 dias, dos se incuban 10 dias y los otros
dos, 14 dias..

A 6 erlenmeyers se les afiade PVOH al 0,1 p/v %,
se inoculan (5710° esporas/ml) y se rotulan como
P1VO0; (P1 significa con PVOH y VO sin alcohol
veratrilico). La incubacién de hace por 7, 10 y 14
dfas como en el caso anterior.-

A 6 erlenmeyers se les anade PVOH al 0,1 p/v
% y alcohol veratrilico 2.5 mM. Se inoculan (5°10°
esporas/ml) y se rotulan como P1V1 (P1 significa
con PVOH y V1 con alcohol veratrilico). La incu-
bacién de hace por 7, 10y 14 dfas igualmente
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Se hacen dos controles bajo las mismas condi-
ciones (sin inoculo).

Todos los erlenmeyers se tapan con torundas de al-
godon estériles y se colocan a temperatura ambiente en
elagitador orbital Heidolph Unimax2010a 150 r.p.m.
por los dias establecidos. Al final de la experiencia se
filtra todo el contenido y se analiza la actividad de la
LiP y los compuestos fendlicos.

Ensayos con agitacién neumatica

Se realizan seis experimentos para los que se di-
seflan 3 tipos de bioreactores con diferentes caracte-
risticas, descritos por Segura et al, 2002%. El primer
biorreactor es de tipo tanque con agitacién orbital y
neumitica; los otros dos son tipo columna de bur-
bujeo de una sola etapa que difieren en su material
de elaboracién (vidrio o polipropileno). En estos
experimentos se utiliza el mismo medio de cultivo
o expresion de las LiP y la misma concentracién de
PVOH o de aserrin de pino que en los experimentos
citados anteriormente. Se toman muestras del medio
adiferentes tiempos de incubacién para determinar
la actividad de la LiP y de compuestos fendlicos.

Determinacion de la Actividad de la LiP

De los diferentes medios de cultivo ensayados se
toman muestras de 2 ml, se filtran a través de mem-
branas de 0.45 mmy se les determina la actividad de
la LiP como se ha descrito por Kirk et al, (1986)%.

Determinacién de compuestos fendlicos
(vainilla, acido vainillinico).

Los compuestos fendlicos se extraen del medio
extracelular previamente llevado a pH=2 con una
soluciéon de HCI 2N, con dos alicuotas de una
mezcla de acetonitrilo-diclorometano (90:10). Se
determina el espectro entre 200 y 400 nm, contra
estindares de dcido vainillinico, vainilla y alcohol
veratrilico en un espectrofotémetro Cary-50. Las
muestras con espectros caracteristicos se analizaron
por HPLC™.

Efecto del burbujeo de aire y de la luz sobre la
estabilidad de la vainilla.

Se disefia un ensayo control para determinar la
estabilidad de la vainilla en los medios de cultivo so-
metidos al proceso fermentativo con burbujeo de aire
y luz, factores que aceleran los procesos oxidativos
del sistema ligninolitico del hongo causando mayor
degradacién de la vainilla que se va formando con

VITAE

el tiempo. Se analizan durante 8 dias, soluciones de
vainilla (Sigma) al 0.01 % mg/ml en agua destilada
sometidas a la luz a temperatura ambiente y a la luz
y burbujeo de aire conjuntamente Se realizan dos
ensayos (por duplicado) en probetas de vidrio de
1L y 6 cm de didmetro. A cada probeta se anaden
500 mL de la solucién de vainilla. Dos probetas se
exponen a luz blanca y dos con luz y burbujeo de
300 mL/min de aire. Las soluciones se analizan por
espectrofotometria UV haciendo barridos entre 200
y 400 nm, de cantidades iguales tanto de las solu-
ciones estudiadas como de las soluciones estindar
de vainilla y de 4cido vainillinico, de concentracién

0,01 % mg/ml de agua.
RESULTADOS

Ensayo de bioconversion con aserrin de pino.

En los cultivos de P. chrysosporim ( figura 1) se
observa la actividad de la LiP de las muestras con
AP y sin AP, El dia de mixima actividad de la LiP
para los ensayos que contenian AP fue el dia 7 con
una actividad de 72,24 U/litro, mientras que para
los ensayos que no contenian AP fue el dia 6 con
una actividad de 49,38 U/litro. Los controles no
presentaron ninguna actividad.

Laactividad de la LiP en el décimo dia del experi-
mento para los ensayos AP3 y AP4 fue en promedio
72,69 U/litro.

o

Activity (U/L)
g (3,

2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Time (days)

Figura 1. Actividades promedio de la LiP en los medios
inoculados con esporas del Pe: i. con AP 0.1 w/v % ii.
sin AP,
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Obtencidén de vainilla con AP,

En la figura 2 se presenta la concentracion de
vainilla obtenida en los ensayos que contienen AV,
con y sin PVOH. Los ensayos sin AV dieron poco
reproducibles y la produccién de vainilla solo se
encontré en muy baja concentracién el dia 14. La
presencia la vainilla, desde el dia 7 hasta el dia 14, en
los experimentos que contienen alcohol veratrilico
(AV), confirman su importancia en la estabilizacién
del sistema enzimadtico del Phanerochaete chrysospo-
rium.

0.012
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0.008

o
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o
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Concentracion de vanillina
(mg/ml)

7 10 14

Tiempo (dias)

Figura 2. Concentracién de vainilla obtenida en culti-
vos inoculados con esporas de Pc con 0,1 w/v% de APy
2,5mM AV. i. Con 0,1 w/v % PVOH . ii. Sin PVOH.

Las actividades de la LiP obtenidas no se mues-
tran porque fueron muy similares a las obtenidas
en el ensayo de bioconversién del aserrin de pino
solo, mostrado previamente (fig 1). Los resultados
muestran que hay una correlacién (ver fig 2, dia 7),
entre una mayor actividad de la LiP con la mayor
concentracién de vainilla, en los experimentos en
cultivos suplementados con aserrin de pino y con
alcohol veratrilico. El PVOH parece no tener in-
fluencia en la produccién de vainilla en éste sistema,
ya que los resultados son similares en presencia y
en ausencia de PVOH.

Ensayos con agitacion neumatica.

En este sistema se inyecta aire entre 300 mL/
min y 750 mL/min. Se estudio la produccién de
LiP en tres tipos de fermentadores®; el sistema que
muestra la mayor rata de produccién de LiP es en el
biorreactor de vidrio tipo columna. La actividad de

la LiP obtenida en éste biorreactor se muestra en la
figura 3, donde se ve que la actividad aumenta gra-
dualmente hasta alcanzar maxima actividad el dfa 30
(43.22 U/1). Aunque la actividad enzimitica va au-
mentando con el tiempo, el metabolismo secundario
del hongo se retrasa (mixima actividad de la LiP el
dfa 30) y se obtiene menor actividad comparada con
la obtenida en los otros experimentos. El retraso
en el metabolismo primario se debe al desarrollo
del micelio en forma aglomerada, porque con esta
morfologia el hongo sélo crece en los extremos de
los filamentos?; la toma de oxigeno y nutrientes es
menor y esto se refleja finalmente en una baja tasa
de crecimiento®.
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Figura 3. Actividad de la LiP en medios inoculados
con esporas del Pc conteniendo PVOH al 0,1 p/v % en
un biorreactor tipo columna de burbujeo.

En el andlisis de los compuestos fendlicos que se
extraen del medio extracelular en los experimentos
agitados con aire como se describié en materiales y
métodos, no se observaron los espectros caracteris-
ticos de la vainilla; en cambio se presentaron los de
alcohol veratrilico y del 4cido veratrilico.

Resultados del burbujeo de aire y de la luz sobre
la estabilidad de la vainilla

En el figura 4 se presentan los espectros de las
soluciones de vainilla sometidas a la exposicién de
luz y a aireacién. Se observa que las soluciones ex-
puestas al burbujeo y a la luz pierden su estabilidad
mis rapido que las expuestas solamente a la luz. En
los barridos se observa la disminucién progresiva de
los picos de la vainilla y la aparicién de las bandas ca-
racteristicas al dcido vainillinico o vainilla oxidada.
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Figura 4. Espectros UV de las diferentes soluciones de
vainilla al 0.01w/v % expuestas a la luz y burbujeo: i.
Dia 0 . ii. Dia 3 solo con luz. iii. Dia 3 con luz y bur-
bujeo iv. Solucién estindar de vainilla y dcido vainilli-

nico al 0.01w/v %.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permiten
predecir el potencial del uso de polimeros como el
aserrin de pino para obtener mayor actividad de la
LiP y correlacionarla con la produccién de vainilla.
Sin embargo, para el logro de éstos objetivos, todavia
debe hacerse muchas investigaciones tendientes a
estabilizar el sistema, ya que factores como la luz
y el aire, y el tipo de biorreactor agitado o estatico
afectan su produccién, como es el caso de los bio-
reactores neumadticos, donde el aire va oxidando la
vainilla formada. En este aspecto, es muy promi-
soria la tecnologfa de bioprocesos de fermentacién
en estado sélido, los cuales se pueden llevar bajo
condiciones estiticas, evitando los procesos de oxi-
dacién que el aire causa a los metabolitos formados;
puede hacerse con pequenas cantidades de sustrato
(aserrin), obteniendo rendimientos muy eficientes
de los metabolitos de interés, disminuyendo la con-
taminacion ambiental y el sustrato gastado podria ser
usado como posible alimento para animales®. Estas
son alternativas que continuamos investigando.

Se tiene bien establecido que el alcohol veratri-
lico es el sustrato fisiol6gico para la LiP. La funcién
del alcohol veratrilico se confirma en éste trabajo. El
mecanismo de la actividad enzimitica del Phanero-
chaete chrysosporium con respecto a la degradacién de
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compuestos recalcitrantes y xenobidticos®, que se
ha estudiado por mas de 15 afios permanece desco-
nocido. Como lo han descrito Johjima et al (1999)*,
los sustratos no son capaces de aproximarse al grupo
hemo de la LiP y consecuentemente las reacciones
iniciales son realizadas por pequefios mediadores
redox que pueden oxidar esas estructuras.

Es un hecho conocido que el aserrin de pino es
un material ligninocelulésico muy dificil de degra-
dar que se produce en grandes cantidades. Por eso
es muy interesante la opcién de utilizarlo como sus-
trato en fermentaciones con hongos ligninoliticos
capaces de degradar la lignina y recuperar parte de
las estructuras aromadticas contenidas en su estruc-
tura para la obtencién de metabolitos secundarios
de valor comercial.
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