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ABSTRACT

Cyclohexanone monooxygenase (CHMO) catalyzes the oxygenation of linear or cyclic ketone ketone, thereby
producing the corresponding lactones, these lactones on an industrial level are obtained by chemical synthesis.
Instead, the biotransformation has the advantage of being highly enantioselective and regio-selective giving pure
products of high value, and contribute to the development of processes environmentally friendly. CHMO activity was
assessed 90 fungal strains which were divided into two groups: 85 strains of filamentous fungi were obtained from the
culture collection of Biochemical Drug Research Institute (IIFB) and 5 strains of yeasts isolated from soil
contaminated with oil. Three methods were employed CHMO screening for: (i) by means of the qualitative evaluation
by pH change (color change indicator) identified three strains with potential enzymatic activity, which was observed
for the strain introduced QD 177 a consumption of 41 mM to 30 hour period, by (ii) colorimetric assay for
determination of cyclic ketones, and subsequently the enzyme activity was measured by the (iii) spectrophotometric
monitoring depletion of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), which gave an activity of 90 IU / L.
We proceeded to identify the most active strain by macroscopic and microscopic characteristics, which relate to
Aspergillus flavus.

*Corresponding author: bio_juancho@hotmail.com

RESUMEN

Ciclohexanona monooxigenasa (CHMO) cataliza la oxigenacién de cetonas lineales o cetonas ciclicas, produciendo
asi sus correspondientes lactonas, estas lactonas a nivel industrial son obtenidas por sintesis quimica. En cambio, la
biotransformacidn tiene la ventaja de ser altamente enantio y regio selectivas dando productos puros de alto valor,
ademads de contribuir al desarrollo de procesos amigables con el medio ambiente. Se evalu6 la actividad CHMO de
90 cepas flngicas las cuales fueron divididas en dos grupos: 85 cepas de hongos filamentosos que fueron obtenidas
del cepario del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB) y 5 cepas de levaduras aisladas de tierras
contaminadas con petréleo. Tres métodos de screening para CHMO fueron empleados: (i) por medio de la evaluacién
cualitativa por cambio de pH (viraje de color del indicador), se identificaron 3 cepas con potencial actividad
enzimadtica, de las cuales se observo que la cepa 177 QD presentd un consumo de 41 mM al lapso de 30 horas, (ii)
mediante ensayo colorimétrico para determinacién de cetonas ciclicas; posteriormente se midié la actividad
enzimdtica (iii) mediante la monitorizacién espectrofotométrica de la deplecion de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), la cual dio una actividad de 90 UI/L. Se procedié a identificar la cepa mas activa
mediante sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas, que la relacionan con Aspergillus flavus.

INTRODUCCION

La busqueda de microorganismos que lleven adelante la transformacién enzimdtica (bio-transformacién) de
moléculas de interés industrial, llama la atencién de muchos investigadores, porque los procesos mediados por éstos
microorganismos no son nocivos para el medio ambiente y los productos obtenidos son biodegradables. Los mohos
(hongos filamentosos) y levaduras, constituyen una clase de microorganismos de gran importancia comercial, porque
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sintetizan gran cantidad de enzimas como Oxido/reductasas, (peroxidasa, lacasa); hidroliticas (quitinasa, celulasa,
pectinasa) (1). Estos son microorganismos eucariotas que pueden metabolizar los compuestos xenobioticos por medio
del citocromo P450 y otras enzimas, como por ejemplo las Baeyer Villiger Monooxygenasas (BVMO). La
produccién de enzimas en nuestro medio viene desarrollandose por los métodos de la biotecnologia clésica, la cual
presenta dos etapas principales: la de fermentacidn; etapa en la cual el microorganismo se multiplica para concentrar
la enzima y, la etapa de recuperacién y purificacion, en la que se aisla la enzima y se lleva al grado de pureza
adecuado para su uso, este dultimo en plena proyeccién en nuestro pais, cuyo pionero es el Instituto de
Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB) desde el afio 1999. La figura 1, muestra la ruta metabolica en
condiciones aerobias y anaerobias del metabolismo que realiza el microorganismo en presencia de ciclohexanona,
que es precursor central de varias moléculas de uso industrial, como: g-caprolactona y acido adipico. Desde otra
perspectiva, tenemos la biorremediacion de aguas contaminadas con compuestos aromaticos como el fenol y
catecol. Sabiendo que los derivados de fenol se usan como desinfectantes, antisépticos, fungicidas e insecticidas; las
cuales no son tratadas adecuadamente al momento de su desecho, ya que son eliminados directamente a los drenajes
contaminando las aguas. Los fenoles como los cresoles, actian precipitando proteinas, de donde se deduce su poder
germicida y su toxicidad (2).
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Figura 1.- Ciclohexanona como metabolito intermediario, en el metabolismo anaerdbico y aerobico de compuestos ciclicos en
los microorganismos (10).

La reaccién de Baeyer-Villiger (BV) es un proceso muy conocido que consiste en la transformacion de cetonas en
ésteres o lactonas, el interés en la reaccion se debe a que las enzimas que catalizan este proceso, son capaces de
reconocer una gran variedad de sustratos, teniendo selectividad y especificidad sobre el grupo carbonilo, estas
enzimas utilizan oxigeno molecular para mediar la oxigenacién nucleofilica de las cetonas lineales o cetonas ciclicas,
obteniendo sus correspondientes lactonas como se puede observar en la figura 2.
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Figura 2. Conversion enzimdtica de ciclohexanona a caprolactona.
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Este proceso es de interés industrial porque el producto formado es ampliamente utilizado en la sintesis de
policaprolactona (PCL) el cual es material biodegradable, que puede ser utilizado en la sintesis de bioplastico,
material quirdrgico, nanocdpsulas. Esta dltima como vehiculo de administracién de ciertos principios activos contra
el cancer (3). Uno de los mayores problemas en estos tiempos, es por una parte la contaminacién producida por el
ser humano, porque todo proceso de la vida cotidiana lleva consigo la generacién de basura, que puede ser orgdnica
o inorgénica, siendo la segunda una enfermedad silenciosa que dafia al medio ambiente. En un segundo plano aun
mas nocivo es el empleo de agentes quimicos los cuales son utilizados en la produccién de muchos materiales, en
especial el plastico (4). Debemos recordar que los procesos industriales de produccién en general no deben ser
agresivos con el medio ambiente, por otro lado se debe buscar que sean ventajosos desde el punto de vista de los
costos de operacion (5). De modo que tenemos la necesidad de paliar el incrementado del uso de agentes quimicos
por medio de la denomina “quimica verde” que evitaria erosionar los suelos, contaminar las aguas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Acondicionamiento de las cepas de hongos filamentosos y levaduras para el andlisis de actividad CHMO.

Tras el sembrado en medio Caldo Papa Dextrosa (CPD), se revel6 que las cepas se encontraban totalmente libres de
contaminacion, sin embargo no se encontraban en condiciones de ser sometidas a evaluacion enzimatica por la baja
concentracion de propagulos. Se logré aislar 5 cepas de levaduras, procedentes de muestras de tierras contaminadas
con petréleo. La evaluacién de la actividad debe ser realizada con una concentracién de 2,6 x10° prop/mt, este valor
equivale a una densidad 6ptica (DO) de 0,6 (6), el cual conserva la linealidad requerida para la evaluaciéon de la
actividad (7). Observaciones realizadas muestran que concentraciones bajas ¢ altas de propdgulos muestran
resultados con muy poca reproducibilidad de la prueba, aconsejando una concentracién intermedia de 2 x10°prop/m¢

(8).
Andlisis cualitativo por viraje de indicador.
Enla Tabla 1 se muestra que sélo 1 de 85 hongos filamentosos y 2 de 5 levaduras presentaron actividad CHMO.

Tabla 1. Evaluacion de la actividad CHMO en cepas fiingica

Microorganismos Negativos Positivos Codigo
Hongos Filamentosos 84 1 177 QD
Levaduras 3 2 7 QJR
14 QJR

Total 87 3

En la figura 3 podemos observar el viraje de color del indicador a tres diferentes tiempos, de una de las muestras
sometidas al ensayo.

Figura 3. Andlisis
cualitativo basado en el
viraje de puirpura de
bromocresol para la
deteccion de productos
dcidos, debido a la
actividad CHMO en la
cepa 177Q0D
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El mecanismo por el cual la enzima lleva su accién sobre su substrato (Figura 2) y la ruta de asimilacion (Figura 1),
son puntos clave para aseverar que si existe la presencia de actividad monooxigenasa por la formacién de compuestos
de caricter acido (9). Se puede llegar a observar la produccién de derivados de la ciclohexanona de manera
cualitativa por la reduccién del pH, porque en el medio solo existe ciclohexanona en tamp6n fosfato, propagulos del
hongo y purpura de bromocresol como indicador, el mismo que presenta un color violeta a pH ligeramente alcalino
y vira a color amarillo a pH 4cido (Figura3).

Medicion del consumo de sustrato por ensayo colorimétrico en hongos filamentosos y levaduras.

En la figura 4, se puede observa que a las 12 horas, las cepas 177QD; 14QJG; 7QJR, difieren muy poco en relacién
al consumo de sustrato (ciclohexanona). El dcido 3,5 di-nitrobenzoico posee un grupo auxocromo (grupo carboxilo),
un grupo cromdéforo (anillo bencénico) y los grupos nitro vendrian a ser los grupos cromdgenos, la presencia de
estos tres grupos confiere al compuesto la capacidad de emitir color al unirse con la ciclohexanona en medio
alcalino (KOH) dando una coloracién purpura, que presenta una mdxima absorbancia a 540 nm. Por lo tanto la
disminucién de la concentracién de ciclohexanona se ve reflejada en la disminucidn en la absorbancia (10). La cepa
177QD present6 un mayor consumo, llegando a consumir 41 mM de sustrato en comparacion con las otras cepas al
cabo de 30 horas. Con respecto a la evaluacidn del consumo de sustrato, se debe denotar que la saturacion del sistema
con un nimero elevado de propdgulos o formacion de excesiva de biomasa, dificulta la captacién de oxigeno,
haciendo que se inhiba la conversion de la ciclohexanona, Siendo esta una prueba cuantitativa preliminar para llevar
adelante la cuantificacién, mas sin embargo la prueba idonea para la determinar la actividad en este proceso
enzimdtico debe ser por medio de la deteccién de productos formados; pero dichos ensayos como ser cromatografia
liquida de alta precision (HPLC), cromatografia gaseosa (GC), incrementarian los costos, por lo tanto no se
realizaron.
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Figura 4. Comparacion de la velocidad de consumo de sustrato entre las cepas 177QD; 14QJG; 7QJR.
Identificacion de la cepa 177QD.
Caracteristicas macroscopicas.

En el cultivo la cepa 177QD la cual present6 un color oliviaceo y ocasionalmente verde oscuro como se muestra en la
figura 5, los micelios eran blancos, apenas visible; esclerocios y en ocasiones presentaban un color marrén a negro, el
tamafio y su forma era variable; en el reverso de la placa generalmente era incoloro y en ocasiones era amarillo
pélido. Inicialmente la cepa presentaba un aspecto algodonoso (hasta el tercer dia de incubacién), sin embargo en
algunas placas se observé la variacion de un aspecto granuloso por la esporulacién (a partir del quinto dia de
incubacién), sin embargo estas caracteristicas pueden variar debido al estrés de nutrientes o de los factores
fisicoquimicos de cultivo, como ser temperatura, pH, aireacién (11).
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Figura 5. Caracteristicas macroscdpicas en placas de PDA donde se observa el desarrollo de la cepa 177QD 'y se aprecia la
coloracion caracteristica del hongo.

Caracteristicas microscépicas.

Las caracteristicas observadas, al microscépio, son cabezas conidiales uniseriadas y biseriadas, principalmente
radiales; estipes normalmente rugosos, hialinos , color marrén pdlido. Vesicula esférica; métulas ocupando
practicamente toda la superficie de la vesicula. Como se observa en la figura 6; los conidios globosos o elipsoidales,
lisos o ligeramente rugosos, estas caracteristicas concuerdan con Aspergillus flavus.

Figura 6. Caracteristicas microscopicas cepa 177QD tomada a 100X.

Comparacion de diferentes técnicas de lisis.

Para realizar la confirmacién de la actividad CHMO primeramente comparamos diferentes técnicas de lisado, para
poder llevar adelante la cuantificacién de la actividad enzimatica por medio de la deplecién de cofactor, es asi que la
mejor técnica, con la cual se obtuvo 125 pg/ml de proteina a los 5 minutos, fue por lisis mecdnica con perlas de

vidrio (figura 7).
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La lisis mecdnica es una técnica fisica que no altera la forma nativa de la molécula de interés, pero a tiempos
prolongados se produce el incremento de la temperatura por la energia cinética liberada tras los golpes de las perlas
de vidrio. A comparaciéon con los procesos que incluyen el uso de compuestos quimicos como las técnicas de
ebullicién con SDS, o ebullicién en dlcalis fuerte, combinan el calor con la accién de un detergente o el incremento
del pH respectivamente; estas condiciones incrementa la posibilidad de desnaturalizar la proteina (12).
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Figura 7. Comparacion de técnicas de lisado a diferentes tiempos en biomasa de la cepa 177QD.

Medicion de la deplecion de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH).

Se confirmé la actividad CHMO de la cepa seleccionada, por medio del monitoreo de la oxidaciéon de NADPH.. El
NADPH reduce el anillo de flavina del FAD, grupo prostético de la BVMO, al cual ataca el oxigeno molecular
formando un peréxidcido, que posteriormente ataca a la ciclohexanona originando un intermediario de Criegee que
da lugar a la caprolactona y una molécula de agua. La oxidacién del NADPH por tanto ocurre en una etapa inicial
del mecanismo (Figura 8) como consecuencia de la reduccién del FAD. El FAD, a diferencia del NADPH, esta fijo
en el sito activo de este tipo de enzimas, mientras que el NADPH es libremente disociable. En trabajos realizados con
con genes putativos de BVMOs tipo I, observé que los hongos presentan menor frecuencia de  actividad
monooxigenasa (13), sin embargo al trabajar con cepas de Aspergillus para la produccién de caprolactona, si se
observ6 actividad CHMO (14). Los hongos filamentosos al ser organismos pluricelulares pueden ser manipulados
con mayor comodidad por su desarrollo lento, también se puede aprovechar el que se puede utilizar su propia

biomasa como soporte (15), en comparacion con las levaduras las cuales tienen un desarrollo rdpido, similar al de las
bacterias.
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Figura 8. Deplecion de cofactor NADPH a 340 nm de la cepa 177QD.
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EXPERIMENTAL

Se analizaron 85 cepas de hongos filamentosos del cepario del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
(ITFB) de la Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), paralelamente se aislaron cepas de levaduras de muestras
de tierra contaminada con petrdleo, dichas muestras fueron recolectadas en la poblacién de Sanandita, del
Departamento de Tarija.

Acondicionamiento de las cepas de hongos filamentosos y levaduras para el andlisis de actividad CHMO.

Las cepas de hongos filamentosos se encontraban en estado liofilizado, a las que se les afiadié medio de cultivo
Caldo Papa Dextrosa (CPD) pH 6,8; se incubo a una temperatura de 22°C durante 5 dias. Se tomaron 200 pf del
cultivo para sembrarlos en placas de Agar Papa Dextrosa (PDA), siendo cultivadas en las mismas condiciones de
temperatura y pH durante el lapso de 7 dias (16).

Se tomaron 2 g de tierra contaminada con petréleo para el aislamiento de levaduras, a la cual se le afiadieron 2 m{
solucidn fisioldgica, se incub6 a 25 °C durante 24 horas a 100 rpm, se procedi6 a la siembra de 100 p{ en medio de
cultivo PDA, a una temperatura de 25°C durante 48 horas.

Llevando adelante el ensayo cualitativo (viraje de indicador) y posteriormente el ensayo cuantitativo (consumo de
sustrato) previamente se procedié a concentrar esporas por medio del sembrado en tubos con medio PDA en pico de
flauta, los cuales fueron incubados a 22°C durante 15 dias, pasado este tiempo se procedid al lavado de esporas con
tamp6n fosfato (20 mM  pH 6,8); alcanzando una concentracién de 2 x 10° prop/ml el cual equivale a densidad
optica (DO) igual a 0,6.

Se procedié a inocular a las cepas de levaduras en medio de cultivo Dextrosa Peptona Extracto de Levadura
(YEPD) (17), el cual fue incubado a 25°C durante 48 horas a 150 rpm. Posteriormente se realizaron lavados con
tampodn fosfato (20 mM; pH 6,8) Hasta llegar a obtener un saturado de células con una DO de 0,6.

Deteccion de la actividad CHMO

En el ensayo cualitativo se prepararon soluciones de ciclohexanona a una concentracion de 50 mM en tampoén
fosfato (20 mM pH 6,8); a las cuales se le afiadieron 100 pf de pirpura de bromocresol como indicador, la reaccién
tuvo tres mediciones de tiempo a las 0; 6; 12 horas respectivamente en comparacion con la solucién de ciclohexanona
sin la presencia del microorganismo como control; la reaccién es positiva cuando existe cambio del pH, el cual era
monitoreado por el cambio de color de la solucién (18), el cual cambia de purpura a amarillo si existe reduccion del
pH.

Medicion del consumo de ciclohexanona como sustrato por ensayo colorimétrico en hongos filamentosos y en
levaduras.

Se cultivaron las cepas fungicas en medio PDA en pico de flauta hasta que alcanzaron un desarrollo de 15 dias,
posteriormente se lavaron y se resuspendieron en tampoén fosfato (20 mM pH 6.8) hasta una concentraciéon de
aproximadamente 2x10” prop/m(. Se emplearon 5 viales pequefios, uno para el blanco, uno para tiempo cero y tres
viales para las repeticiones de la prueba; se afiadi6 200 puf de la suspensién fingica y 14 pf de una solucién de
ciclohexanona 1M en cada vial, posteriormente se procedié a la medicién de la absorbancia en un espectrofotémetro
(Varian Cary 50 Bio UV-visible) del tubo de tiempo cero y se dejé los otros tubos a temperatura ambiente en
agitacioén a 100 rpm durante 12 horas, transcurrido este tiempo se afiadié 143 uf de 3.5 4cido dinitrobenzoico (DNB)
al 1% por 3 min y 143 pl de hidréxido de potasio (KOH) 0.2 N (preparados en etanol a 96° GL) se dej6 en reposo
durante15 min, finalmente se centrifugé a 8000 rpm durante 1 min; y se realiz6 la lectura del sobrenadante a 540 nm
(10). Las cepas aisladas de levaduras fueron cultivadas en medio dextrosa peptona extracto de levadura (YEPD)
durante 48 horas, se recolecté 1 m{ de cultivo, se resuspendieron las célula en tamp6n fosfato (20 mM pH 6.8) hasta
que la muestra presente una absorbancia de 0,6; posteriormente se procedié de la misma manera que el apartado
anterior para realizar la medicién del consumo de ciclohexanona.

Comparacion de la velocidad de consumo de sustrato.
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Para esta prueba se prepararon viales que contenian ciclohexanona a una concentracién de 50 mM, procediendo a
la medicién de la velocidad de consumo de sustrato, mediante el método colorimétrico descrito anteriormente de las
cepas que presentaron actividad CHMO a diferentes tiempos durante 30 horas.

Identificacion de la cepa con mds actividad enzimdtica.

La identificacién se realiz6 observando las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de la cepa que presento la
mejor actividad CHMO.

Observacion macroscépica.

Se determinaron las caracteristicas de desarrollo morfoldgicas y de pigmentacion en el medio de cultivo para la
discriminacién de la cepa seleccionada. Se tomé los micelios de las cajas Petri, donde se presenté desarrollo con
ayuda de una lupa; se consideraron las siguientes caracteristicas: Anverso de la caja (Aspecto del frente hifal:
velloso, seco, algodonoso, formacién de macro estructuras sexuales, Color: de la especie fingica). Reverso de la caja,
(Aspecto del frente hifal: rugoso, liso. Pigmento: Presencia/ ausencia).

Observacion microscopica.

Se utiliz6 la técnica de la cinta adhesiva en portaobjetos para la observacion en el microscopio, para luego observar e
identificar las caracteristicas del hongo (conidios, hifas de la cepa).

Comparacion de técnicas de lisado.

Para realizar el ensayo de la deplecién de cofactor, se debe trabajar con células lisadas debido a que CHMO es una
proteina intracelular (20). Se llevo adelante la evaluacién de las técnicas de lisado se procedid a la siembra de las
cepas en frascos de 100 m{ en medio de cultivo CPD, durante 7 dias a 22°C en agitacién a 100 rpm. Al cabo de este
tiempo se sometieron las muestras a las diferentes técnicas de lisado: agitacién mecdnica con perlas de vidrio, lisis
por ebullicién en presencia de alcalis fuerte, lisis por ebullicién en presencia de Dodecil Sulfato Sédico (SDS). En el
ensayo por agitacion mecdnica con perlas de vidrio, se tomaron aproximadamente 500 mg (peso promedio) de
biomasa y, en el caso de las esporas se concentraron hasta llegar a una concentracién de 2 x 10® prop/m¢, a lo cual se
agregd soluciéon de lavado (PBS) (0,9 % p/v NaCl en 0,1 M de tampén fosfato, pH 7) con el fin de remover
proteinas o remanentes extracelulares. Posteriormente se agregé perlas de vidrio acidificadas con 4cido clorhidrico
(HCl) 0,1 N en tamp6n de lisis (20mM tris-HCl pH 7,6; 10 mM; NaCl) la mezcla fue agitada en un vortex (V-
UM100 united product and instruments, Inc.) durante 8 minutos (se repitieron ciclos de agitacién por vortex durante
el lapso de 1 minuto e incubadas en hielo) (21). Posteriormente la suspension fue centrifugada a 8000 rpm durante 10
minutos a 5°C, se mididé la concentracién de proteinas totales por el método de Bradford. De igual manera en el
ensayo por lisis por ebullicién en presencia de dlcalis fuerte, se tomaron aproximadamente 500 mg (peso promedio)
de biomasa y para el caso de las esporas se concentraron hasta llegar a una concentracién de 2 x 10% prop /m(. Se
lavé con PBS 'y se adicioné 3 m{ de hidréxido de sodio (NaOH) 0,2 N; la solucién fue llevada a ebullicién durante 5
minutos. Posteriormente la suspensién fue centrifugada a 5000 rpm 10 minutos a 5°C, finalmente se midi6 la
concentracion de proteinas totales por el método de Bradford.

En el ensayo por lisis por ebullicién en presencia de SDS, se tomaron aproximadamente 500 mg (peso promedio) de
biomasa y para el caso de las esporas se concentraron hasta llegar a una concentracion de 2 x 10® prop /m¢, a
las que se efectio lavados con PBS con el fin de remover proteinas o remanentes extracelulares, se adicionaron 3 m{
de tampodn de lisis SDS (1 % p/v SDS en 100 mM de Tris —HCI, pH 7,6); la solucién se llevo a ebullicién durante 5
minutos. La suspension fue centrifugada a 5000 rpm durante 10 minutos a 5°C, se midi6é la concentracién de
proteinas totales por el método de Bradford.

Medicion de la deplecion de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH).

Se sometié la biomasa de hongo filamentoso seleccionado, a un proceso de lisado para obtener una concentracién de
0,5-1mg/m{ de proteinas totales. Luego de haber obtenido la concentracién requerida de proteinas totales se conservé
la muestra a 0°C, mediante el uso de bafio de hielo para evitar la inactivacién de la enzima. La absorbancia inicial
debe encontrarse entre 0,5 y 0,8; con el fin de conservar la linealidad de la técnica (22-23-24). Se controld la
disminucién de la absorbancia de NADPH en un espectrofotémetro (Varian Cary 50 Bio UV-visible) durante 1
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minuto; cuando ya no hubo cambio en la absorbancia se afladié 200 pf del sustrato de la enzima y se esperd hasta
los 5 minutos.

CONCLUSIONES

Se evalué la actividad ciclohexanona monooxigenasa por medio de un screening de 90 microorganismos flingicos,
obteniendo 3 cepas con actividad enzimética. Se evidencié que la cepa 177QD presenta la mejor capacidad de
asimilacién de la ciclohexanona como sustrato, identificdndola por medio de las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas que presentaba, cumpliendo con las caracteristicas de Aspergillus flavus.
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