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RESUMEN

El desarrollo de métodos biocataliticos ha permitido la preparacién de una amplia variedad de productos
con alto valor agregado a través de procesos simples, selectivos, econdmicos y respetuosos con el medio
ambiente. En este trabajo se evalué la transformacién microbiana causada por el hongo Aspergillus sp.
sobre el sustrato arilpropanoide trans-cinamaldehido. El proceso se llevé a cabo empleando los medios
de cultivo liquido Sabouraud y Czapeck-Dox, a temperatura promedio de 24°C, humedad relativa
entre 45 y 60% vy agitacién orbital a 120 rpm. El sustrato se transformé principalmente a los productos
metabdlicos: 3-fenil-1-propanol, alcohol cinamilico, 3-fenilpropanal, acetato 3-fenilpropilico, acetato de
cinamilo, alcohol bencilico, 1-fenilpropanol y 2-fenilpropanol. A partir de los resultados se concluyé que
el hongo Aspergillus sp. convirti inicialmente el trans-cinamaldehido mediante reacciones de reduccién,
y posteriormente modificé los productos resultantes por esterificacion y descarboxilacién, generando
varios compuestos que se emplean como materias primas en diferentes industrias. Se discute una posible
ruta metabdlica y el efecto del medio de cultivo en la transformacién del sustrato.

Palabras clave: Aspergillus sp., actividad antiftiingica, reduccidn, acetilacién, ruta metabdlica.

ABSTRACT

The development of biocatalytic methods has allowed the preparation of a wide variety of products with
high added value through simple, selective, economical and environmentally friendly processes. In this
work, the microbial transformation of arylpropanoide substrate trans-cinnamaldehyde using the fungus
Aspergillus sp. was investigated. The process is carried out in liquid media culture Sabouraud y Czapeck-
Dox to an average temperature 24°C, relative humidity between 45 and 60%, and with agitation at 120
rpm on a orbital shaker. The biotransformation of the substrate generated mainly the metabolic products
3-phenyl-1-propanol, cinnamyl alcohol, 3-phenylpropanal, 3-phenylpropyl acetate, cinnamyl acetate,
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benzylic alcohol, 1-phenylethanol, and 2-phenylethanol. From the results it is concluded that the fungus
Aspergillus sp. initially converted the frans-cinnamaldehyde by reduction reactions, and later modified the
products resulting through esterification and decarboxylation. In the process, several compounds used as
raw materials in different industries were generated. The metabolic pathway and culture medium effect

on substrate transformation are discussed.

Key words: Aspergillus sp., antifungal activity, reduction, acetylation, metabolic pathway.

INTRODUCCION

Las biotransformaciones son un campo emer-
gente de la ciencia que emplea catalizadores biol6gi-
cos, por ejemplo, células completas y enzimas, para
realizar reacciones quimicas (1). En la Gltima déca-
da, este campo ha despertado gran interés y actual-
mente es una de las dreas mis promisorias para la
investigacién cientifica, debido a su aplicabilidad en
la obtencién de materias primas y productos ttiles
en diferentes procesos industriales y en sectores tan
trascendentales como el farmacéutico, el quimico
y el agricola (2-5). Los productos obtenidos me-
diante procesos de biotransformacion se consideran
naturales, lo que les aporta un valor agregado con
respecto a sus contrapartes sintéticas, especialmente
cuando son empleados como materias primas para
la alimentacién o el cuidado de la salud (6).

Aunque el principal uso de los sistemas biol6gi-
cos para la sintesis de sustancias orgdnicas reside en
la preparacién de compuestos dpticamente activos
(enantiopuros), estos procesos también se han em-
pleado para modificar grupos funcionales aquirales;
en esta aproximacion se aprovecha el hecho de que
las biotransformaciones se pueden llevar a cabo en
condiciones suaves, como temperatura ambiente,
presién atmosférica y pH neutro, evitando asf las
condiciones de reaccién extremas que pueden
conducir a la formacién de productos secundarios
indeseables (7). Ademads, se puede obtener en un
tnico proceso de biotransformacién algunos pro-
ductos que requieren varias etapas sintéticas, si se
utilizan para su produccién las metodologias de
sintesis clasica. Otra caracteristica importante de las
biotransformaciones lo constituye el hecho de que
son un método que no tiene un impacto negativo en
el ambiente (8, 9); debido a que el medio de reaccién
utilizado puede ser acuoso y es posible biodegradar
o reutilizar los subproductos.

El uso de microorganismos (por ejemplo hongos
filamentosos) como biocatalizadores ha suscitado
particular interés, en parte como consecuencia de su

habilidad para generar grandes cantidades de bioma-
sa y una amplia variedad de enzimas diferentes en
corto tiempo. Adicionalmente, los microorganismos
son habiles para realizar diversas reacciones, incluso
algunas casi inaccesibles por medios quimicos (10).
Entre los hongos filamentosos mds empleados para
llevar a cabo biotransformaciones estin las espe-
cies del género Aspergillus. En el presente trabajo
se informa sobre los productos resultantes de la
biotransformacién del trans-cinamaldehido (I) con
el hongo Aspergillus sp. Ademis, se evalta el com-
portamiento de la concentracién del sustrato y los
productos metabdlicos en funcién del tiempo y del
medio de cultivo empleado en la biotransformacién.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Se emplearon solventes (AcOEt, MeOH, n-
hexano, CHCI,) de la marca Merck, grado analiti-
co. Las muestras estidndares de alcohol cinamilico,
3-fenil-1-propanol y (I) se adquirieron en la casa
comercial Sigma-Aldrich. EI acetato de 3-fenil-
1-propanol se obtuvo por acetilacién habitual del
3-fenil-1-propanol, empleando anhidrido acético
y piridina, y posterior extraccién con éter etilico
(11). Se utilizaron silica gel 60 (0,040-0,063 mm)
y Sephadex® LH-20 de Merck y Sigma-Aldrich,
respectivamente. Para los medios de cultivo se uti-
lizaron peptona de caseina (Merck KGaA, Darms-
tadt, Germany), alfa-D(+)-glucosa anhidra (Acros
Organics, New Jersey, USA), extracto de levadura
(Oxoid, Hampshire, England), K,;HPO, (Ma-
llinckrodt Chemical, Xalostoc, México), NaNO,
(Merck, Darmstadt, Germany); MgSO,.7H,O
(Protokimica, Medellin, Colombia), y FeSO,.7H,O
(Carlos Erba Reagents, Chaussée du Vexin — BP).

Métodos de separacion y analiticos

Los anilisis por cromatografia de capa fina
(CCF) se llevaron a cabo empleando cromatoplacas
de silica gel 60 F,.,, de 0,25 mm (Merck), y como
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fase mévil, la mezcla de n-hexano-AcOEt (8:2).
Los compuestos se visualizaron bajo radiacién
UV a 254 y 365 nm, y mediante aspersién con la
mezcla AcOH:H,SO,:H,O (143:28:30), seguido de
calentamiento (~100°C, 1 min). Para la cromato-
grafia de columna (CC) se emplearon como fases
estacionarias silica gel 60 y Sephadex® LH-20. Los
andlisis mediante cromatografia de gases (CG) se
efectuaron en un cromatégrafo Hewlett-Packard
6890 (Agilent Technologies), equipado con un
detector selectivo de masas Agilent MSD 5973,
en el modo de ionizacién electrénica. La columna
empleada fue una DB-35MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um, Agilent Technologies). Las condiciones
cromatogréficas fueron las siguientes: temperatura
de la columna, 50-250°C a 10°C/min; temperatu-
ra del inyector, 230°C; temperatura del detector,
280°C; gas de arrastre, N, a 1 mL/min. La compo-
sicidn relativa de los constituyentes individuales se
determind a partir del drea promedio de los picos.
Los espectros de masas se obtuvieron por ionizacién
electrénica (IE), mediante CG-EM, en las condi-
ciones citadas previamente. Los espectros infrarrojo
(IR) se determinaron en un Perkin Elmer Paragon
1000, empleando como solvente cloroformo. Los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN)
de "Hy "C se obtuvieron empleando como solvente
cloroformo deuterado, en un equipo Bruker AMX
300. Las multiplicidades se establecieron por la
secuencia de pulso JMOD. Los desplazamientos
quimicos se expresan en valores de & (ppm) y las
constantes de acoplamiento J en hertz (Hz).

Evaluacion de la toxicidad del sustrato (I)

Las evaluaciones de toxicidad, referida como
actividad antifangica de (I) frente al hongo fila-
mentoso Aspergillus sp. (cepa aislada y caracterizada
morfolégicamente por el Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Medellin), se llevaron a cabo con la meto-
dologfa descrita por Bustillo ef al., 2003 (12), con
algunas modificaciones. Para las evaluaciones se
utilizaron frotis del microorganismo realizados en
agar papa-dextrosa (PDA) e incubados durante 48
horas. La toxicidad se determiné empleando dife-
rentes concentraciones (100, 250, 500 y 1000 mg/L)
de (I), y midiendo los didmetros de crecimiento
micelial del hongo cada 24 horas durante 288 horas.
Las mediciones se efectuaron por triplicado y cada
ensayo se respald6 con los respectivos controles
(blanco absoluto y blanco de solvente: etanol). La
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toxicidad de (I) se expresé como porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial, el cual se cal-
culé de acuerdo con la expresion: 100 x (didmetro
promedio de crecimiento radial del micelio en el
medio de control — didmetro promedio de creci-
miento radial del micelio en el medio del ensayo)/
didmetro promedio de crecimiento radial del mice-
lio en el medio de control. Para (I) se construyeron
las correspondientes curvas de toxicidad frente al
microorganismo, a partir de las cuales se buscé
determinar una concentracién aproximada que
inhibiera el crecimiento micelial del hongo entre
el 40 y 50% a la mitad del tiempo de evaluacion;
este valor se utiliza como concentracién inicial del
sustrato en los procesos de biotransformacién. La
seleccién de dicha concentracién pretende evitar
el uso de niveles del sustrato demasiado elevados
como para inhibir completamente el crecimiento
del microorganismo, o demasiado bajos y tolerables
para el hongo y que conducen a la formacién en baja
proporcién de los productos de biotransformacion;
esto altimo, ademads, promueve la generacién inde-
seable de metabolitos propios del microorganismo,
que dificultan la separacién y el anilisis.

Preparacion del preindculo de Aspergillus sp.

La preparacién del preindculo se realizé de
acuerdo con la metodologia empleada por Miyazawa
etal., 1997 (13), con algunas modificaciones. En dos
matraces Erlenmeyer de 500,0 mL cada uno, con
250,0 mL de medio de cultivo liquido Sabouraud
(peptona de caseina, 10 g/L; alfa-D(+)-glucosa an-
hidra, 40 g/L), se inocularon esporas de Aspergillus
sp., conservadas en un medio de cultivo sélido de
agar PDA a 24°C. Los matraces Erlenmeyer con el
indculo se cubrieron con trozos de algodoén estéril y
se preincubaron durante 3 dias en un agitador orbi-
tal (Centricol serie 0239 con cdmara de incubacién)
2120 rpm y 24°C.

Biotransformacion a escala preparativa y ais-
lamiento de los metabolitos

Una vez terminado el periodo de preincubacion,
se retiré la biomasa mediante filtracién con un
lienzo de nylon estéril y se transfirié a 6 matraces
Erlenmeyers, de 1,0 L cada uno, con 500,0 mL de
medio de cultivo Sabouraud fresco y el sustrato (I).
La biotransformacién se produjo a una temperatu-
ra de 24°C, con agitacién a 120 rpm, durante un
periodo de 288 horas. Posteriormente, el medio de
cultivo y el micelio se separaron mediante filtracién
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con una malla de nylon; el filtrado obtenido se
saturé con NaCl y se extrajo con AcOEt (4 x 400
mlL). La fase orginica resultante se secé con sulfato
de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporé a presion
reducida en un rotoevaporador. El residuo obtenido
se fraccioné mediante sucesivas CC, empleando
como fases estacionarias silica gel (fase mévil: sis-
temas de polaridad creciente de n-hexano-AcOEt),
y Sephadex® LH-20 (sistema de elusién: la mezcla
n-hexano-CH,Cl,-MeOH, 2:1:1 v/v), permitiendo
el aislamiento y purificacién de 4 productos meta-
bélicos, denominados (III), (IV), (V) y (VI). Un
andlisis por CG-EM de las fracciones obtenidas
en los muestreos también reveld la presencia de los
compuestos designados como (II), (VII), (VIII) y
(IX). Los metabolitos se identificaron por métodos
espectroscopicos y espectrométricos y mediante
comparacion de sus espectros con los obtenidos para
muestras estindares y/o con los datos reportados
en la base de datos NIST Mass Spectral Library,
NIST?02 (version 2.0).

Experimentos en el curso del tiempo y efecto
del medio de cultivo

El material resultante del preinéculo se filtré y
la biomasa se distribuyé en 4 matraces Erlenmeyer
de 500,0 mL cada uno, con 250,0 mL de medio
de cultivo Sabouraud fresco y el sustrato (I), a la
concentracién de 300 mg/L. Las condiciones de
temperatura, agitacién y tiempo corresponden a
las citadas para la biotransformacién preparativa.
Cada 24 horas se retiraron, a través de una sonda
estéril, 50,0 mL de medio de cultivo que incluia
parte del micelio. Este material se combiné con 50,0
mL de etanol al 95% con la finalidad de detener la
biotransformacién. Cada una de las muestras se
extrajo con AcOEt (3 x 50 mL), de acuerdo con
el procedimiento descrito para el aislamiento de
metabolitos. El residuo obtenido se redisolvié con
5,0 mL de CHCI, grado analitico, se filtr6 a través
de un microfiltro Whatman (0,45 um) y se analiz6
por CCF y CG-EM. La relacién entre el sustrato 'y
los productos se determind con base en el drea de
los picos en CG.

Ademis, y con el objeto de evaluar el efecto del
medio de cultivo en la biotransformacién del com-
puesto (I) por el hongo Aspergillus sp., se hizo un
estudio en el curso del tiempo del proceso usando
el medio de liquido Czapeck-Dox (solucién A:
glucosa 5%, extracto de levadura 0,1%; solucién
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B: K,HPO, 0,5%; NaNO, 0,2%; MgSO,.7H,0
0,05%; FeSO,.7H,0 0,001%).

RESULTADOS Y DISCUSION

Toxicidad de (I) sobre Aspergillus sp.

En la figura 1 se observa que el crecimiento mi-
celial de Aspergillus sp. se inhibié completamente a
concentraciones de 500y 1000 mg/L del compuesto
(I), durante todo el tiempo de evaluacién (24 a 288
h). En este mismo intervalo de tiempo, a niveles
de 250 y 100 mg/L, la inhibicién del crecimiento
vari6 en el rango de 80,0-20,1% y 45,0-11,8%, res-
pectivamente. A estas concentraciones se aprecia
decrecimiento en la inhibicién del microorganismo
a medida que aumenta el tiempo de evaluacion,
lo cual puede atribuirse a una disminucién de la
toxicidad de (I) por parte del microorganismo. En
general, los resultados muestran un relativo buen
control del crecimiento radial de Aspergillus sp. por
parte de (I). Este hecho concuerda con diferentes
estudios en los que se demuestra que este arilpropa-
noide posee una elevada actividad antiftingica (14,
15), razén por la cual se ha planteado la posibilidad
de emplearlo en el control de enfermedades de la
poscosecha (16). Sin embargo, un inconveniente
posible en su uso directo como antiftingico es la ge-
neracién de resistencia microbiana a mediano plazo,
como resultado de la capacidad del microorganismo
para metabolizar el compuesto (I) a sustancias in6-
cuas. Lo anterior refuerza la necesidad de estudios
de biotransformacién que permitan determinar las
posibles rutas metabdlicas empleadas por los hongos
filamentosos.
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Figura 1. Actividad antifingica de (I) contra el hongo
Aspergillus sp.
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La concentracién de (1) elegida para la biotrans-
formacién se determind a partir de la informacién
suministrada en la figura 1. Se seleccioné una
concentraciéon de sustrato de 300 mg/L, inferior
a la de 500 mg/L (que no permite el crecimiento
del hongo), y ligeramente superior a la de 250
mg/L (que present6 la mds alta inhibicién, pero
inferior al rango 40-50%, a la mitad del tiempo de
evaluacién). A este nivel se pretende obtener una
actividad enzimadtica que redunde en un proceso de
conversién adecuado del arilpropanoide por parte
del microorganismo.

Productos de biotransformacién

Los datos espectroscépicos de los productos
metabdlicos detectados, aislados e identificados se
presentan a continuacion:

Compuesto (II). En el anilisis por CG-EM
present6 un tiempo de retencién, t, = 13,38 min.
EM-IE, m/z [% intensidad relativa]: 134 (M") [56],
105 [63], 103 (C,H,") [14], 92 (M-C,H,O") [30],
91 (C,H,") [100], 78 (M-CO-C,H,") [24], 77
(CH.™) [24], 45 [14].

Compuesto (1II). Se aislé como un semisélido
de olor agradable. Mediante anilisis por CG-EM
present6 un tiempo de retencién, t, = 10,87 min.
EM-IE, m/z [% intensidad relativa]: 134 (M") [66],
115 (M-H,O-H") [69], 105 [56], 103 (C,H,") [35],
92 [85], 91 (C,H,") [100], 78 [97], 77 (C,H,")
[63], 89 [27]; IR v, (CHCIL,, cm™): 3300 (-OH),
3020 (=C-H), 2950, 1620 (C=C), 1500 (C=C),
1480, 1050 (C-0), 910, 750; RMN 'H (300 MHz,
CDCL,): 7,20-7,40 (m, 5H); 6,60 (d, 1H, J = 16,0);
6,38 (dt, 1H, J = 16,0; 6,0); 4,30 (d, 2H, | = 6,0);
RMN "C (75 MHz, CDCL,): 8 63,2 (C-1); 126,4
(C-27); 128,2 (C-2); 129,1 (C-3’); 130,3 (C-4’);
132,0 (C-3); 137,5 (C-1").

Compuesto (IV). Se aislé como un liquido inco-
loro y viscoso. Mediante anilisis CG-EM present6
un tiempo de retencién, t, = 9,21 min. EM-IE, m/z
[% int. rel.] 136 (M™) [20], 118 (M-H,O") [55], 117
[100],92 [39], 91 (C,H,") [90], 78 [18], 77 (C ,H,")
[22], 65 [18]; IR v, (CHCI,, cm™): 3350 (-OH),
3030 (=C-H), 2980, 1550 (C=C), 1500 (C=C),
1430, 1390, 1100 (C-0), 950; RMN 'H (300 MHz,
CDCL,): 6 7,20-7,30 (m, 5H); 3,69 (t, 2H, ] = 6,4);
2,70 (t,2H, ] = 7,7); 1,85-1,95 (dt, 2H, ] = 7,7; 6,4);
RMN "C (75 MHz, CDCL,): & 32,0 (C-3); 34,5
(C-2); 62,4 (C-1); 125,5 (C-4); 128,2 (C-2°, 3* )5’
y 6'); 142,0 (C-1’).
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Compuesto (V). Se aislé como un liquido incoloro
de olor balsimico. Mediante anilisis por CG-EM
present6 un tiempo de retencion, ¢, = 11,69 min.
EM-IE, m/z [% int. rel.]: 118 [71], 117 [100], 91
(C,H,") [57], 77 (C,H,") [10], 65 [13], 43 [19];
IR v (CHCL,, cm™): 3074-3026 (=C-H), 1729
(C=0), 1601 (C=C), 1495, 1227 (C-0), 1031;
RMN 'H (300 MHz, CDCL,): § 7,20-7,60 (m, 5H);
412 (t, 2H, ] = 6,6); 2,72 (t, 2H, ] = 7,4); 2,07 (s,
3H); 1,99 (dt,2H, ] = 7,4; 6.6); RMN "“C (75 MHz,
CDCl,): 6 21,3 (CH,); 30,7 (C-2); 32,6 (C-1); 64,2
(C-3); 126,5 (C-4); 128,8 (C-3’ y 5°); 128,9 (C-2’
y 6); 141,7 (C-1); 171,4 (C=0).

Compuesto (VI). Mediante andlisis por CG-EM
present6 un tiempo de retencién, t, = 13,07 min.
EM-IE, m/z [% int. rel.]: 176 (M") [33], 134 [30],
133 [28], 117 [35], 116 [37], 115 [100], 105 [43],
91 (C.H,") [27], 77 (C.H,") [8], 43 [30]; IR v,___
(CHC,, cm™): 3047 (=C-H), 1734 (C=0), 1614
(C=C), 1257 (C-0), 1028; RMN 'H (300 MHz,
CDCl,): 6 7,20-7,60 (m, 5H); 6,67 (d, 1H, ] = 15,9);
6,30 (dt, 1H, J = 15,9; 6,4); 4,73 (d, 2H, ] = 6,4);
2,10 (s, 3H); RMN "C (75 MHz, CDCI,): § 18,9
(CH,); 63,0 (C-1); 121,1 (C-2); 124,5 (C-2’y 6°);
126,0 (C-4); 126,5 (C-3'y 5); 132,1 (C-3); 134,1
(C-1"); 168,7 (C=0).

Compuesto (VII). Presentd un tiempo de reten-
cién, t, = 5,48 min en el anilisis por CG-EM.
EM-IE, m/z [% int. rel.]: 108 (M™) [76], 107 [51], 91
(C,H,") [18], 80 [11], 79 [100], 78 [16], 77 (C.H,")
[71], 51 [14], 50 [12].

Compuesto (VIII). Tiempo de retencién, t, =
5,94 min. EM-IE, m/z [% int. rel.]: 122 (M") [24],
107 [80], 79 [100], 78 [26], 77 (C,H.") [64], 5
[13], 50 [8].

Compuesto (IX). Tiempo de retencién, t, = 6,95
min. EM-IE, m/z [% int. rel.]: 122 (M) [23], 92
[47], 91 (C,H,") [100], 65 (C;H,") [21], 63 [9].

La informacién espectroscopica para los com-
puestos (III), (IV) y (V) coincide con los valores
encontrados para muestras estindar de los compues-
tos alcohol cinamilico, 3-fenil-1-propanol y acetato
3-fenilpropilico, respectivamente. La identificacion
de los compuestos (II), (VI), (VII), (VIII) y (IX) se
logré mediante comparacién de los espectros con
aquellos registrados en bases de datos; corresponde
alos productos 3-fenilpropanal, acetato de cinami-
lo, alcohol bencilico, 2-feniletanol y 1-feniletanol,
correspondientemente.
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Algunos de estos productos de biotransforma-
cién han sido empleados como materias primas
en diferentes industrias, especialmente en la com-
posicién de sabores y aromas. El compuesto (III)
posee un olor a jacinto, perdurable y agradable, y el
metabolito (IV), junto con su éster (V), encuentran
uso en compuestos de perfumeria (17). Del mismo
modo, las propiedades aromadticas de los ésteres del
cinamato, como por e¢jemplo el compuesto (VI), son
bien reconocidas por su aplicacién como fragancias
en jabones y cosméticos (18). Ademids de sus usos en
perfumeria, por su olor agradable y como agentes
de sabor, estos productos metabdlicos han demos-
trado ser efectivos para prevenir el oscurecimiento
de la piel (19) causado por la irradiacién de los
rayos ultravioleta del sol, y para reducir la caida del
cabello y favorecer su crecimiento (20). Asimismo
son utiles como intermedios para la sintesis de va-
rios productos farmacéuticos como los antivirales,
particularmente inhibidores de la VIH proteasa (21),
y para la produccién de colorantes, agroquimicos
y alcaloides, entre otros (22). Entre los productos
obtenidos, los compuestos (III) y (VIII) tienen la
mayor demanda como sabores y fragancias.

Experimentos en el curso del tiempo

En la figura 2 se aprecia que el sustrato es
transformado principalmente en dos metabolitos
mayoritarios [(III) y (IV)], y algunos productos
minoritarios [(IT), (V), (VI), (VID), (VIII) y (IX)].
Estos compuestos no fueron detectados por anali-
sis mediante CCF o CG a partir de un cultivo de
Aspergillus sp. carente del sustrato. En este sistema,
el sustrato de partida (I) se consumi6 en un ~85%
durante las primeras 48 horas del proceso; a partir de
este momento, la concentracién de (I) permanecié
aproximadamente constante. El metabolito (III)
presentd, durante todo el tiempo del andlisis una
abundancia relativa superior al 50%, alcanzando
un valor maximo al cabo de 72 h (~70%). De otro
lado, el compuesto (IV) mantuvo una abundancia
relativa, cercana al 15%, entre 24 y 288 h de evalu-
acién. La formacién mayoritaria de (III) muestra la
alta eficiencia de Aspergillus sp. en la reduccién del
grupo carbonilo. Ademis se observé que durante
todo el proceso de biotransformacion, los produc-
tos (II), (V, (VI), (VIL), (VIII) y (IX) alcanzaron
abundancias inferiores al 5%. Es muy interesante
anotar que el 1-fenil-1,3-propanodiol, producto
metabdlico de la biotransformacién de (I) con
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Colletotrichum acutatum (23), no fue detectado en el
presente estudio.

A partir de la estructura de los productos obte-
nidos y los experimentos en el curso del tiempo,
en la figura 3 se plantea una posible ruta metabd-
lica para la biotransformacién de (I) por el hongo
Aspergillus sp. En la transformacién se aprecia que
el microorganismo posee una gran capacidad de
reducir el grupo aldehido a alcohol, que puede
atribuirse a la accién de enzimas del tipo alcohol
dehidrogenasa (ADH) y las coenzimas NADH vy
NADPH, a partir de las cuales un ién hidruro es
transferido al grupo carbonilo de (I) para producir
(IIT) (24). Otra posibilidad es que se reduzca el doble
enlace activado mediante la accién de la enzima
enoato reductasa (ER), generando el compuesto
(II), el cual es seguidamente reducido por enzimas
ADH para la formacién de (IV). Sin embargo, la
produccién mayoritaria de (III) podria indicar que
Aspergillus sp. presenta quimioselectividad hacia la
reduccién del grupo carbonilo, o que la velocidad
de transformacién de un grupo aldehido a alcohol
es mayor en comparacién con la reduccién del doble
enlace. Otros autores han encontrado que la qui-
mioselectividad de las bioreducciones que se llevan
a cabo empleando células completas, de los enlaces
C=Cversus C=0 es frecuentemente pobre, debi-
do a la competencia de la enzima ER con relacién
a enzimas ADH (25, 26), ya que ambas dependen
del mismo cofactor nicotinamida.

—w— Alcohol bencilico (VII) +
—A— 3-fenil-1-propanol (IV)
110 —>— Cinamaldehido (I)
100 —e— Acetato 3-fenilpropilico (V)
—k— I-feniletanol (IX)

2-feniletanol (VIII)
—— 3-fenilpropanal (II)
—@— Alcohol cinamilico (III)
—a— Acetato de cinamilo (VI)

3 o ,. L . o TR
S50
g 40
'g 30
5 A
S ?g OB L S S i o SR i
<
R3]
g
g 4 * j
EL : *
2z’ B W
. " " oy
) ¥ [ ] I L]
.
1 e o o
0 . v ¥ Vv VvV v v v v A4
-1 T ¥ T L T by T ) T b T X T
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (H)

Figura 2. Experimento en el curso del tiempo de la
biotransformacién de trans-cinamaldehido (I) por el
hongo Aspergillus sp. en medio liquido Sabouraud.
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Figura 3. Posible ruta metabdlica de (I) por el hongo
Aspergillus sp.

La obtencién de (I11) a partir del trans-cinamal-
dehido mediante el uso de catalizadores convencio-
nales y especializados es considerada un reto, debido
a que la hidrogenacién del doble enlace C-C es
cinética y termodindmicamente mds favorable que
la reduccién del grupo C=0O; este hecho disminuye
ostensiblemente el rendimiento para la obtencién
del producto deseado, el alcohol cinamilico (27).
Por tanto, la utilizacién de un biocatalizador como
el hongo Aspergillus sp. puede ser una alternativa
razonable para la hidrogenacién selectiva de (I) y la
consecuente produccién del compuesto (III), una
vez se lleve a cabo un proceso adicional de puri-
ficacién que permita eliminar algunos productos
minoritarios.

Se considera al compuesto (IV) proveniente
potencialmente de las rutas [(I)—>(II)—>(IV)] 6
[(I)—>(II)—>(IV)]. Es posible pensar que la etapa
[(IIT)—>(IV)] o no se cumplié debido a que las
abundancias de (III) y (IV) permanecieron cons-
tantes entre 24 y 288 h, o se present6 rapidamente
y durante las primeras 24 h del proceso, después
de lo cual la biotransformacién se estabiliza y las
abundancias relativas de (III) y (IV) permanecen
casi invariables, lo que involucraria probablemente
un proceso de inhibicién enzimdtico; sin embar-
go, son necesarios estudios complementarios para
llegar a esta conclusién. De otro lado, la sucesién
[(I)>II)—(IV)] transcurrirfa durante las prime-
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ras 24 horas del bioproceso; hipotéticamente, esta
ruta involucrarfa que la conversién [(II)—>(IV)] es
rapida, y no permite que el aldehido (II) se acumule
en gran proporcioén. Es interesante anotar que para
esta clase de sistemas, Stuermer et al., 2007 (26) han
planteado que el aldehido a, b-insaturado no sélo se
consume como resultado de una ripida reduccién
del grupo aldehido al alcohol alilico correspondien-
te (el cual no es un sustrato para las enzimas ER),
sino también por una sobrerreduccién del aldehido
saturado (formado por la accién de la ER), para dar
el alcohol saturado como producto final. Ademis,
proponen que la reversibilidad de la interconversién
de aldehido-alcohol permitiria asimismo usar el
alcohol cinamilico como sustrato (para la obtencién
del alcohol saturado) el cual es, por supuesto, redu-
cido por la ER cuando se encuentra como aldehido.
Asi, la secuencia [(III)—>(IV)] se darfa por la ruta
[(IT)— ()~ (1) > (IV)].

Los ésteres (V) y (VI), empleados para la fa-
bricacién de bases aromdticas, presentaron una
baja abundancia relativa (<10%) durante todo el
proceso; ambos compuestos provienen de la aceti-
lacién, debida a la accién de lipasas, de los alcoholes
3-fenil-1-propanol y cinamilico, respectivamente.
Por otra parte, los productos (VII), (VIII) y (IX)
resultan posiblemente de la accién de cetodcido-
descarboxilasas sobre precursores de naturaleza
acido a- 6 B-oxo-carboxilicos y la subsiguiente re-
duccién del aldehido por enzimas ADH. Esta clase
de transformaciones ha sido propuesta en la ruta de
Ehrlich de levaduras, para convertir L-fenilalanina
en 2-feniletanol (28). No obstante, estos precurso-
res dcido oxo-carboxilicos no se detectaron en el
presente estudio.

Efecto del medio de cultivo en la
biotransformacién

En la figura 4 se observa que un cambio del
medio de cultivo afecta las abundancias relativas
de los metabolitos; en particular, se aprecia que a
las 96 h de biotransformacién hay un cambio en la
selectividad hacia la formacién de (III) cuando se
utiliza el medio Czapeck-Dox. En consecuencia,
se llevé a cabo un estudio en el curso del tiempo
para la biotransformacién de (I) con Aspergillus sp.
empleando este medio.
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Figura 4. Perfil cromatogrifico a las 96 h de biotransformacién de (I) con el hongo Aspergillus sp. en los medios
de cultivo Sabouraud (izquierda) y Czapeck-Dox (derecha).

Las abundancias relativas de los metabolitos
durante las 288 horas de evaluacién se represen-
tan en la figura 5. En este medio, (I) se consumi6
ripidamente (~80% durante las primeras 48 h),
transformindose mayoritariamente en (III) y
(IV). El producto (IV) alcanzé cerca del 70% de la
abundancia relativa al cabo de 48 horas, mientras
que el alcohol insaturado (III), en este mismo lapso
de tiempo sélo se acumulé en un 8%. El hecho de
que (IV) alcance su concentracién maixima a las
48 horas, tiempo en el cual el alcohol cinamilico
apenas se estd comenzando a formar, indica que éste
se debe estar formando preferentemente mediante
la secuencia [(I)>(I1)—>(IV)], en donde juega un
papel determinante la enzima ER. Por su parte, el
metabolito (III) alcanzé la mayor abundancia relati-
vaalas 144 h de biotransformacién; sin embargo, la
concentracién disminuyé a niveles del 15% al cabo
de 240 horas. Adicionalmente, los ésteres (V) y (VI)
presentaron una baja abundancia relativa (<10%)
durante todo el proceso.

Al comparar las abundancias de los metabo-
litos obtenidos en ambos medios se observa que
en Sabouraud el compuesto (III) alcanza en corto
tiempo niveles 4 veces superiores a los obtenidos

para (IV), diferente de lo que se encuentra en el
medio Czapeck-Dox. Adicionalmente, en éste dl-
timo medio, (III) se comporta como un metabolito
intermediario, disminuyendo su concentracién a
expensas de su conversién a los compuestos (VII),
(VIII) y (IX), los cuales incrementaron su abun-
dancia a partir de 172 h. Este comportamiento no
se observd en el medio Sabouraud. Asi, el medio
de cultivo Czapeck-Dox, rico en minerales, podria
estar aportando iones metalicos necesarios para
algunos procesos cataliticos (por ejemplo, como co-
factores o dcidos Lewis), favoreciendo procesos que
involucran la ER y descarboxilasas. En este sentido,
Caldeira et al., 1996 (29) sugieren la participacién
de un centro azufre-hierro en el mecanismo de la
enzima ER. Ademis, el medio de cultivo, posible-
mente estd influyendo en el estado fisiol6gico del
hongo, lo cual, a su vez, podria inducir diferencias
en la eficiencia hacia la formacién de determinados
productos. Algunos autores han encontrado que el
estado fisiolégico del microorganismo y el medio
de cultivo afectan tanto el rendimiento como la
selectividad de los productos, y por tanto ambos son
considerados pardmetros criticos en la optimizacién

de los procesos (30-32).
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Figura 5. Experimento de la biotransformacién de
trans-cinamaldehido (I) por el hongo Aspergillus sp. en
medio liquido Czapeck-Dox, en el curso del tiempo.

CONCLUSIONES

De la biotransformacién del sustrato trans-cina-
maldehido (I) con el hongo filamentoso Aspergillus
sp., se identifican los metabolitos 3-fenil-1-propa-
nol, alcohol cinamilico, 3-fenilpropanal, acetato
3-fenilpropilico, acetato de cinamilo, alcohol ben-
cilico, 1-fenilpropanol y 2-fenilpropanol, mediante
una combinacién de RMN 'H y “C, EM-IE, y
por comparacién con los datos cromatograficos y
espectrales obtenidos para muestras auténticas. Los
resultados sugieren que el microorganismo tiene la
capacidad de: i.) Transformar el sustrato mediante
reacciones de hidrogenacién del grupo carbonilo
[(I)—>II), (I1)—>(IV)], mediante enzimas ADH y
el doble enlace C-C [(I)—(1I), (III)—>(IV)], a tra-
vés de ER, ii.) Efectuar reacciones de esterificacién
[acetilacién; (IIT)—(VI), (IV)—(V)], por accién de
lipasas, y iii.) Reducir la extensién de la cadena del
sustituyente, posiblemente mediante descarboxila-
cién [(I1)—(VIII), (II))—(IX), (VII[)—(VID)]. La
transformacién de trans-cinamaldehido por Aspergi-
llus sp. estuvo influenciada por el medio de cultivo;
el hongo transformé ripidamente el sustrato en
medio Czapeck-Dox y su accién fue un poco mds
limitada en medio Sabouraud. En éste tltimo, el
producto metabdlico mayoritario fue (III) (~75%),
seguido por (IV) (~20%). En Czapeck-Dox, (IV)
tue el producto que se formé en mayor proporcion,
excepto entre 120y 168 h, intervalo en el cual (III)
fue el metabolito mayoritario. La biotransformacién
de (I) usando Aspergillus sp. puede ser una alternativa
simple y eficiente para obtener agentes de sabor y
fragancias congéneres del trans-cinamaldehido. Sin
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embargo, para la optimizacién del proceso y para de-
terminar con certeza las enzimas y los mecanismos
de regulacién involucrados en la biotransformacién,
son necesarios otros estudios.
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