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Qesumen

Los carotenoides, ademds de ser los pigmentos naturales por excelencia, son
precursores de la vitamina A y actlan como antioxidantes bioldgicos
protegiendo a las células contra los radicales libres. La astaxantina
(3.3"-dihidroxi-B,p"~caroten-4,4"-diona) es el pigmento responsable de la
coloraciéon en crustaceos, aves y pescados y éstos la obtienen a pariir de su
dieta a través del necton y zooplancton; su biosintesis esta limitada a pocas
especies de microorganismos incluyendo a la levadura Phaffia rhodozyma.
Esta levadura ademds de fermentar azicares posee la caracteristica de ser

carotenogénica.

Diversos faclores han sido reportados como estimuladores de la
carotenogenesis en microorganismos, Grajales en 2002, encontrd que el
aminodcido arginina (fuente de nitrégeno orgdnico) presentd un efecto
estimulatorio sobre la produccion de carotenoides (470 pg /g de células} en
comparacion con el control (230 ug /g de células). Y propuso que el oumento
en la carotenogénesis, por parte de P. rhodozyma, podria ser debido a que el
grupo guanidino de la arginina, es utilizado por la enzima éxido nitrico sintasa
(NOS) para producir 6xido nitrico (NO), el cual al ser un radical libre, genera
en las células de la levadura estrés oxidativo y éstas, en respuesta, activan la

biosintesis de los carotenoides.

En apoyo a esta hipotesis se colabord en los trabajos realizados por Grajales
en 2002; y se cultivé a la levadura en presencia de nitroprusiato de sodio (NPS)
un donador de NO y se observod gue efectivamente el NO induce la

carotenogenesis.

tad
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lQegumen

Se cultivo también a la levadura en ausencia total de O, (pero en presencia

de arginina) y no se percibioé estimulacion en la carotenogénesis debido a
que el efector éxido nitrico, no se habia formado. Por dltimo, se midié a la NOS
en extractos enzimaticos de la levadura cultivada en presencia y ausencia de
arginina. Ademds de haber encontrado actividad, ésia resulté ser mas

elevada en presencia del aminoacido.
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CAROTENOIDES

Caracteristicas y Funciones:

Los carotenoides son tetraterpenos, compuestos de 40 Gtomos de
carbono, formalmente derivados del fitoenos. Como grupo, son moléculas
extremadamente lipofilicas con poca o nula solubilidad en aguaX. Por elio,
su localizacion estd restringida a dreas hidrofobicas de las células. Sin
embargo, cuando estan asociados a proteinas o substituidos por grupos

polares fuertes pueden encontrarse en ambientes acuosos3.

Muchas de las funciones que poseen son consecuencia de su capacidad
para absorber la luz, por o que su papel natural es dar color. Por esto
podemos observar colores que van desde el amarillo al rojo. Esta propiedad
se deriva de la presencia de dobles enlaces conjugados que conforman un
cromoforo largo, el cual, posee la caracteristica de absorber luz en la regidon

visible2s.

Los carotenoides se dividen en dos grupos segun su estructura quimica:
carotenos (Cao Hss) que no contienen oxigeno en sus anillos terminales (figura

1) y xantofilas (Cso Hss O2) que silo contienen2® (figura 2).

Los carotenoides se encuentran en animales, algas, hongos y bacterias; y

muchos factores ambientales (luz, temperatura, oxigeno, minerales, fuente de

5
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carbono y nitrégeno) pueden alterar las concentraciones de estas moléculas
en los tejidos y organismos.

FIGURA 1: B-CAROTENO (PRINCIPAL CAROTENQO)

w i
FIGURA 2: LUTEINA (UNA DE LAS PRINCIPALES XANTOFILAS)

ACTIVIDAD DE PROVITAMINA A

Una de laos funciones mejor conocidas de algunos carotenoides es la
capacidad de ser metabdlicamente transformados a retinoides, los cuales
son compuestos con actividad bioldégica de provitamina A. Se ha sugerido
que el sitio inicial de esta conversion es la pared del intestino y que ia
reaccién es catalizada por la p-caroteno-15, 15'-dioxigenasa.

Daniela Castro Granados
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Este proceso resultaria en la formacion de retinal, el cual puede sufrir

reduccion reversible a retinol u oxidacion hasta acido retinoico??.

COLORANTES

Estudios realizados en los anos 70 demostraron que algunos colorantes
sintéticos presentaban efectos cancerigenos y embriotoxicos; y fueron
prohibidos por la Food and Drug Administration (FDA) en los anos 80V7. Es por
eso que los carotenoides han adquirido gran importancia y se han utilzado

como una altemativa para sustituir a los colorantes sintéticos rojos y amarillos.

Los carotenoides se han usado tfradicionalmente como aditivos en algunos
alimentos, bebidas y forgjes, en forma de extractos naturales o como
compuestos puros. Los colorantes mads usados en alimentos, famacos y
cosméticos incluyen al B-caroteno, la cantaxanting, la luteina, la astaxantina,

la zeaxanting, la capsanting, la capsorubina y a algunos apocarotenoidest?.

21.22.28,

En la avicultura se han utilizado durante muchos anos extractos naturaies de
zeaxanting, luteina y cantaxantina, para la alimentacidon de gallinas de
postura, pollos de engorda y la optimizacion del color de la yema de huevo y
la piel de pollo®- 14, Otros como el B-caroteno y el 8-apocarotenal se utilizan en

la produccion de quesos, mantequilla, jugos, helados y dulce?!.

Daniela Castro Granados
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ESTIMULACION DEL SISTEMA INMUNE

AUn no se conoce con certeza el mecanismo por el cual los pigmentos de
fipo carotenoide pueden funcionar en esta estimulacion, lo que se conoce es
que el dano oxidativo a las membranas limita la respuesta inmune vy

posiblemente los carotenoides funcionen como antioxidantes de éstas?.
ANTIOXIDANTES

La funcién de los carotenoides como antioxidantes en los organismos esta
bien establecida, ya que participan en la inactivacion de radicales libres que
se producen durante el metabolismo nomal de las células!s vy
proporcionando protecciéon contra la combinacién potenciaimente danina

del oxigeno con la luz visible o UV23,

En microorganismos y plantas se ha demostrado que los carotenoides
inactivan a los radicales libres mediante un proceso en el que se transfiere la

energia de altos niveles de excitacién a un friplete del carotenoide?s.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Se sabe que los radicales libres son moléculas con un electréon libre, no
apareado, y por consecuencia especies altamente reactivas capaces de

iniciar la peroxidacion de lipidos y con ello la destruccion de estructuras que

8
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los contienen como las membranas celulares; de inactivar proteinas, enzimas,
o de causar mutaciones en moléculas de ADN o ARNé. 8, Algunos ejemplos de
radicales libres son las especies reactivas de oxigeno (ERO) que a
continuacion se describen en la Tabla 1.

TABLA 1: ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

ESPECIES  REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)
NOMBRE FORMULA FORMACION

Descargas eléctricas sobre el Oz o por

i " accion de la luz UV
Oxigeno en singulete 102 Omgeno_e” forma
excitada
- . Oxigeno que ha captado
Sk @ un electrén
Perdxido de hidrégeno Ha0: Cuando el superoxido capta otro

electron y se protona

Producto que se genera cuando el
Dl biendle HO H?O: se rompe i:! captar un electrén y
tiene un electron menos que el otro
producto, el ién hidroxilo
i Se forma por la actividad de la 6xido
Oxido nitrico NO nitrico sintasa sobre el grupo
guanidino de la arginina
Producto de la reaccién espontinea

Peroxinitrito HOONO del NO con el O

(Tomado de Hansberg, 1999)
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ASTAXANTINA

Propiedades y Usos

La astaxantina (3.3 -dihidroxi-B.p'-caroten-4,4"-diong) es un pigmento
compuesto por ocho unidades de isoprenoides que comuUnmente se
encuentra en animales marinos (figura 3). Los salménidos y crustdceos la

obtienen en su dieta para adquirir su distintiva coloracion™.

La astaxantina tiene dos carbonos asimétricos en las posiciones 3 y 2', por lo
que puede existir en cuatro configuraciones incluyendo los enantiomeros 38,
3'Sy 3R, 3'R; o las formas meso 3R, 3'S y 3'R, 351,

FIGURA 3: ASTAXANTINA

Su férmula quimica es C4Hs204, tiene un peso molecular de 596.86 g/ mol y uin
punto de fusion de 224 ° C. Es soluble en diclorometano, cloroformo, acetona
y DMSO. En presencia de cualquier base puede sufrir una oxidacion rapida e
imeversible al derivado 2,3-dehidro (CoHss04), lamado astaceno’s.

ie
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Biosintesis

Los carotenoides son sintetizados a partir de la via de los terpenoides o
isoprenoides. Los precursores isoprenoides son el dcido mevaldénico (MVA) e
isopentenil difosfato. La ruta biosintética se conoce como la via mevaldnica2,
La astaxantina, como los ofros carotencides, es un producto de la via

mevaldnica, que estd representada en la figura 4.

La astaxantina posee un gran interés cientifico y comercial debido a sus
grandes perspectivas de aplicacién en la industia famnacéutica como
marcador en el seguimiento de células, como agente anfioxidante y
antitumoral; en la industria de cosméticos; en la industria alimentaria como
suplemento y cdmplememo en la coloracién indirecta y directa de diversos
productos; en la acuacultura como fuente de pigmentacion en la dieta de
crust@ceos (camardn y langosta). de peces, en la fijacién del colorante en el
musculo de la trucha arco iris y principalmente del salmon?2,

Su biosintesis estd limitada a pocas especies de microorganismos
incluyendo a Ila levadura Phaffia rhodozyma'é, a la microalga
Haematococcus pluviales'?, y a las bacteras Brevibacterium sp'3
Agrobacterium avurantiacum, Paracoccus carofinifasiens y Alcaligenes sp

cepa PC-133,

11
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Acetil CoA

HMG CoA sintasa

HMG CoA
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FIGURA 4: BIOSINTESIS DEL FITOENO POR LA VIA DEL MEVALONATO.
Hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA), isopentenil pirofosfato (1PP), dimetilalil
pirofosfato (DMAPP), geranilpirofosfato (GPP), famesilpirofosfato (FPP),
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) .2
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FIGURA 4: CONTINUACION BIOSINTESIS FITOENO
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Phaffia rhodozyma

La levadura P. rhodozyma pertenece al grupo de los basidiomicetos y fue
aislada en los anos 70 en regiones montanosas de Japdén, Alaska y en la
antigua URSS¢, por Herman Phaff, Martin Miller y Minoru Yoneyama, de resinas
de varias especies de Betuna y arboles relacionados?s. Su ciclo sexual se ha
demostrado en una cepa nombrada Xanthophyllomyces dendrorhous, pero

aun es causa de controversials.

La caracteristica peculiar de esta levadura es que, ademds de ser
carotenogénica, tiene la habilidad de fermentar azicares como la glucosa,
la maltosa, la sacarosa y la rafinosa, produciendo etanol y CO..

En cepas silvestres se ha reportado que puede sintetizar carotenoides {de 300
a 500 pg de carotenoides /g levadura) como el -caroteno, y-caroteno,
toruleno y la astaxantina que, por mucho, es el carotenoide mas abundante
sintetizado por ésta (85-87% del total)l. 14 y estd presente en la configuracion
3R, 3'R's, El crecimiento de la levadura vy la sintesis de carotenoides, son

Ontimos a una temperatura de 20-22 ° C y a un pH de 5.00.

Desde la década pasada ha existido un interés significativo por el desamollo
de P. hodozyma como fuente de astaxantina para el cultivo de peces y
crust@ceos?. Es por eso que varias compaiiias como Phillips Petroleum, Ingene,
Universal Foods y Gist Brocades han iniciado la comercializacion del pigmento
producido por esta levadura?2. 28,

14
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Anteceo!enjces

Diversos factores han sido reportados como estimuladores de la
carotenogénesis en microorganismos, en P. rhodozyma se ha propuesto que
el 102 y el radical peréxido inducen la biosintesis de astaxanting?®. 31,

Grajales encontré en 2002, que el aminodcido arginina (fuente de nitrdgeno
orgdnico) presenté un efecto estimulatorio sobre la produccion de
carotenoides!3, y propuso gue el aumento en la carotenogénesis por parte de
P. rhodozyma, podria ser debido a que el gupo guanidino de la argining, es
utilizado por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) para producir éxido nitrico
(NO). el cual al ser un radical libre, genera en las células de la levadura estrés

oxidativo y éstas en respuesta, activan la biosintesis de los carotenoides’s.

La enzima NOS cataliza la oxidacion de la arginina para producir NO y
citrulina?®. La generacién de 6xido nitrico es un proceso de oxidaciéon en 2
etapas: la primera de ellas depende de la accién de los grupos hemo de la
enzima y conduce a la sintesis de un intermediario estable denominado N-
hidroxi-L-arginina. En una reaccién posterior, se lleva a cabo la oxidaciéon de
este compuesto, en presencia de NADPH, para producir NO. Ambos pasos
son catalizados por los cofactores FAD y FMN y de la misma manera es

requerida la tetrahidrobiopterina (H4B) 25 (figura 5).

La enzima Oxido Nitrico Sintasa (NOS) ha sido ampliamente estudiada en los
mamiferos debido a que posee funciones fisioldgicas y patologicas
importantes3z. Aunque muchas isofornas de NOS’s han sido purificadas y
caracterizadas de diferentes tejidos y células en mamiferos y plantas, sélo se

15
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han encontrado en la literatura unos cuantos reportes en microorganismoss2.

En 1994, la NOS fue parcialmente purificada en la bacteria Nocardia sp vy
encontrada dependiente de la presencia de NADPH, Ca?*, FAD, FMN Y H4B7;
en 1996 Stachura ef al encontraron que la bacteria Helicobacter pylor,
expresaba a la NOS en pacientes con Ulcera duodenal. Sin embargo, el
significado de su presencia, no se conoce aun. Wahn-Soo Choi et al, en 1997,

identificaron en Staphylococcus aureus una isoforma diferente de la NOS en

mamiferos24.
HN_ ZNH *
2 \( 2 ZHNYN_OH o] Nl'b
H NAOPH*H NADP* y VZNADPH*H' 1r2NADP Y
H
(“ - (o
04 Hzo
HN
3 COOH *H *H COOH
L-arginina NG-hidroxi-L-arginina L-Citndine

FIGURA 5: PRODUCCION DE OXIDO NITRICO POR. LA OXIDO NITRICO SINTASA

Debido a que el incremento en la sintesis de carotenoides puede deberse a
diversos factores, entre los cuales se encuentra el estrés oxidativo, es de
interés cienlifico el estudio de la presencia de la enzima oxido nitrico sintasa

en la levadura carotenogénica Phaffia rhodozyma.

16
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Ogjetivos

GENERAL

« Determminar si la estimulacion de la carotenogénesis es una respuesta al
estrés oxidativo provocado por la presencia del éxido nitrico generado
por la enzima 6xido nitrico sintasa en la levadura Phaffia rhodozyma.

PARTICULARES

« Determinar la concentracion de arginina con mayor estimulacién sobre
la sintesis de carotenoides.

« Comprobar si la presencia de éxido nitrico generado quimicamente,
provoca una estimulacion en la sintesis de carotenoides.

« Demostrar la actividad de la enzima éxido nitrico sintasa en la levadura
P. rhodozyma.

« Evaluar la participacion del oxigeno en la actividad de la éxido nitrico
sintasa.

17
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Mate'r)iales y Mé’coo‘los

CEPA DE Phaffia thodozyma

La cepa de P. rhodozyma (NRRL Y-10922) utiizada en este irabgjo fue
proporcionada por * The Agricultural Research Service Culture Collection™ del
* Northen Regional Research Laboratory” en Peoriq, llinois; 61604 USA.

ACTIVACION DE LA CEPA DE Phaffia rhodozyma

La cepa se obtuvo a pariir de un liofilizado que fue resuspendido en 1 mL de
medio de cultivo YM (ver su composicion en MEDIOS DE CULTIVO) en
condiciones estériles. Posteriormente, las células resuspendicas fuaron

inoculadas en agar YM, en cajas petr de plastico, por agotamiento.

Las cajas sembradas se incubaron duranie 48 horas a una temperatura de
22 ° C: y una vez que se observd crecimiento (colonias redondas, concavas,
con margen entero, cremosas, opacas y con el color naranja-rosaceo) se

mantuvieron en refrigeraciéon para su futura utilizacion.

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo utilizados en este frabajo se describen a continuacidn.

18
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Materiales Y Métodos

ACAR YM EZT‘

COMPONENTES @ g/L

 Extracto de levadura

S| SO

Extracto de malta i - 9

Bacto peptona 15

Glucosa . 30-

NOTA: agar 1.5%

SOLUCION DE VITAMINAS

VITAMINA | Mg

Pantotenatod;cqlq_; 60 _—
Tiamina 30

~ Biotima | 2

~ Piridoxina | 15

Niacina | 180
NOTA:
1. Disolver en 400 mL de aqua destilada, ajustar a pH 3.5 - 4.0 con HCl.

2. Esterilizar por filtracion la solucién de vitaminas.

Daniela Castro Granadas



Materia'es Y Métoolos

MEDIO DE CULTIVO QUIMICAMENTE DEFINIDO PARA LA
LEVADURA Phaffia thodozyma, (Flores-Cotera, 2001)

- NUTRIENTE | EéﬁﬁéﬁéﬁTE "'MéwalDAD Il (W/V)L
E C ~ Glion | 70mM  30g
N (NH¢): soj, 60?55?&3&"_]%‘— 79/295
T NaMPO. | 10/6mM | 141/056
NaHPO, 1074 mM 1.38/0.554
K KSO. . 5/07mM  087/012g
e MgSOd e e o e ot
a0 @Gd.Ho  oB5mM  22mg
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Mafe‘r'ia|es Y Meétodos

FERMENTACIONES

PREINOCULO :

Para el preindculo se tomdé una asada de células de P. rhodozyma
procedentes de las cajas sembradas anteriormente (ver activacion de la
cepa) y se inocularon en 30 mL de medio YM liquido, en matraces de 250 mL.
Los matraces fueron incubados durante 48 horas, a 22 ° C con una agitacion
constonte de 150 rpm. Después del tiempo de incubacion, todo el contenido
del matraz se centrifugd a 10,000 rpm duranie 10 minutos, se desechd el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en solucion salina isoténica estéril al
mismo volumen. Este procedimiento se repitid dos veces mas. A continuacion
se midio la densidad o6ptica del preinéculo en un espectrofotometro a una
Ade 540 nm. La concentracion del preinéculo debe ser del 2 % (densidad
éptica de 1.5).

Todas las fermentaciones se realizaron en un medio de cultivo quimicamente
definido, previamente preparado e inoculado con la suspensidon del
preinéculo, en matraces bafleados de 250 mL (o botellas de 100 mL con
tapdén de rosca para los experimentos en ausencia de oxigeno), a una
temperatura de 22 ° C con agitacién constante a 150 rpm. Este
procedimiento se siguié de la misma manera en todas las condiciones
evaluadas durante este trabgjo y las Unicas variantes se redlizaron en las

concentraciones de arginina y amonio segun el experimento realizado.
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Materia|es y Métoolos

MVUESTREO

El muesireo se llevé a cabo cada 24 horas, desde el tiempo cero hasta las 26
horas, y se realizé de la siguiente manera (a menos que se indique alguna

diferencia).

En tubos de ensayo de 5mL se pusieron 2mL del medio de cultivo de cada
condicién evaluada y se centifugaron a velocidad mdaxima duranie 10
minutos. Se guardaron tanto las células como el sobrenadante y se realizaron

sus respectivas determinaciones.

A las células se les determind el crecimiento por densidad éptica y los
carotenoides totales por el método de Sedmak; al sobrenadante se le midid

el pH (ver técnicas en el apéndice).

La actividad enzimdatica de la éxido nitrico sintasa (NOS) se determind a fravés
de los exiractos enzimdticos de la levadura mediante un kil colorimétrico
(especifico para esta enzima) llamado " Calbiochem No. 482702" , coparz de
medir a la enzima a través de la formacién de nitratos y nitritos, los cuoles son
productos de degradacion del éxido nitrico (Ver preparacion de los extractos
enzimdaticos en el apéndice).
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M akariales M &todos
Y

EXPERIMENTOS

1. Se deteminé la concentracién de arginina que presentd un efecto mayor
sobre la producciéon de los carotenoides y el crecimiento en la levadura
Phaffia rhodozyma (para utilizarla en los expermentos posteriores). Las
condiciones evaluadas fueron: 2, 10, 20, 30, 40 y 50 mM de arginina.

2. También se cultivé a la levadura en presencia de nitroprusiato de sodio
(SNP, nitrosilcianoferrato de sodio), un donador de NO; con ei objeto de
probar una vez mas el mecanismo de defensa que la levadura presenta al
encontrarse en un ambiente de estrés, es decir, que el NO induce de
alguna manera produccion de carotenoides. Se ulilizaron tres
concentraciones del SNP: 0.1, 0.5 y ImM y éstas se adicionaron al medic

de cultivo después de 24 horas de crecimiento.

3. Para comprobar si la arginina estaba provocando un estrés oxidativo
dentro de las células de P. rhodozyma y éstas, en respuesta, producian una
mayor cantidad de carotenoides, al ser utilizado este aminodacido por la
NOS para producir NO; se llevé a cabo una fermentacion donde se cultivo
a la levadura en presencia y ausencia del aminodcido arginina, con el
objeto de redlizar extractos enzimdticos de estas célula, para medir si
existia o no actividad enzimdatica de la NOS y asi poder probar su presencia

en la levadura.
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4. Por Ultimo, se cullivd a la levadura en presencia de arginina pero en
ausencia total de oxigeno, con ei fin de comprobar que €l otro susfrato de
la enzima NOS es el oxigeno molecular, pues si éste no estaba presente
durante la fermentacién, se esperaba que no hubiera produccion de NO y
por consecuencia no se observaria un aumento en la producciéon de los
carotenoides. Esta fernentacion se llevd a cabo en botellas de 100 mi con
un volumen de llenado del 20 % durante 192 horas y la adicidon de la
arginina se realizd a las 24 horas de cullivo.
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Resu“:aolos

Experimento 1:

a) Crecimiento de la levadura Phaffia rhodozyma cultivada a diferentes

concentraciones del aminodcido arginina: 2, 10, 20, 30, 40, y 50 mM.

GRAFICA #1: Cinética de crecimiento de la levadura Phaffia rhodozyma en

diferentes concentraciones de Arginina.
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Resu‘taalos

b) Produccién de carotenoides a diferentes concentraciones del aminodcido
arginina: 2, 10, 20, 30, 40, y 50 mM por la levadura Phaffia rhodozyma
(grdfica 2).

GRAFICA #2: Produccién especilica de carotenoides por la levadura Phaffia
rhodozyma a diferentes conceniraciones de arginina.
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Experimento 2: Produccién de carotenoides por la levadura Phaffia
rhodozyma en presencia de un donador de éxido nitrico, el SNP.

ESTE EXPERIMENTO FORMA PARTE DE LOS RESULTADOS REPORTADOS EN LA TESIS
DE MAESTRIA DE ERIKA GRAJALES, 20062 (Pdgina 73)

GRAFICA #3: Produccién especifica de carotenoides por ia levadura Phaffia
rhodozyma cultivada en presencia de un donador de NO-

ug /4 de célula

TIEMPO (Horas)

——0.1mM SNP ~#- 05 mM SNP —&—1mM SNP ~*-10mM amonio |
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Experimento 3: Cultivo de la levadura Phaffia rhodozyma en presencia y

ausencia del aminodcido arginina.

ESTE EXPERIMENTO FORMA PARTE DE LA TESIS DE MAESTRIA DE ERIKA GRAJALES,
2002

GRAFICA #4: Actividad enzimética de NOS en la levadura Phaffia rhodozyma

en presencia y ausencia de arginina.
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Qesultaolos

Experimento 4: Cullivo de la levadura Phaffia rhodozyma en presencia del
aminodcido arginina, pero en ausencia de oxigeno.

ESTE EXPERIMENTO FORMA PARTE DE LOS RESULTADOS REPORTADOS EN LA TESIS
DE MAESTRIA DE ERIKA GRAJALES, 2002 (PGgina 65)

GRAFICA #5: Produccién especifica de carotenoides por la levadura Phaffia
rhodozyma cultivada en ausencia de oxigeno.
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Discusién

Experimento 1:

Grajales en 2002, evalud las concentraciones 2, 10 y 20 mM de arginina y las
compar6é con diferentes concentraciones de sulfato de amonio (como
conftrol); observando una estimulacion en la produccion de ios carotencides
totales al ufilizar arginina come fuente de nitrégeno. En este experimento se
incrementaron las concentraciones de arginina, con el fin de determinar cuai
de estas estimularia en mayor canfidad la producciéon de carotencides
totales y que efecto tendian en el crecimiento de ia levadura. Las

concentraciones fueron 2, 10, 20, 30, 40 y 50 mM

En la grdfica #1 se muesira que el crecimiento de la levadura Phaffia
rhodozyma no varié al ser cultivada en las diferentes concentraciones de
arginina. Esto puede deberse a que el aminodcido nc es foxico para la
levadura y puede utilizaro para su crecimiento como fuente de niirégeno. En
las seis condiciones evaluadas, la cinética de crecimiento fue similar. Del
fiermpo cero a las 24 horas de fementacion, se observd la fase de
adaptacién, en la que la levadura inicia el reconocimiento de las condiciones
presentes en su ambiente, para poder utilizar los nuirientes en la siguiente
fase. La fase exponencial comenzé a partir de las 24 horas y continud hasta
las 48 horas, al observarse un cambio drdstico en la pendiente. Por Uliimo la
fase estacionaria se determiné a partir de las 48 horas con témino en las 96
horas de fermentacion; debido a que la concentracion celular de ias 72 horas
presentd valores similares a los de las 48 horas.
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Discus‘ién

En el experimento que esta representado en la grafica #2, se observé que las
concentraciones que estimularon en mayor cantidad la produccion de los
carotenoides fueron: 20, 10 y 30 mM. Por lo que se detemindé que la
concentracién éptima de arginina para los siguientes experimentos seria 10
mM, debido a que si no existié gran diferencia entre 20 mM (611.204 pg
Cl/g de célula) y 10mM (543.11 pg CT /g célula) es recomendable la
utilizacion de la concentracion menor. Este resultado concuerda con lo

descrito por Grajales, 2002.

Es importante noiar que con 2, 40 y 50 mM las producciones obtenidas fueron
menores. La concentracién 2 mM no presentd estimulacion, Unicamente
pemitié el crecimiento. La concentracién 50 mM al parecer tuvo un efecto
negativo sobre la produccion de carotenoides ya que junio con 40 mM, se ve
una disminucion en la produccién con respecto a 10, 20 y 30 mM. Este efecto
podria explicarse al pensar que altas concentraciories de arginina (40 y 50
mM) resultan téxicas para las células, sin embargo, esto se contrapone al
observar en la grafica #1que el crecimiento no se ve afectado. Por lo que
este efecto podria deberse a una inhibicién por sustrato de ia enzima éxido
nifrico sintasa. En cuanto a el efecto con 2mM puede suponerse que es muy
poca la cantidad de arginina para poder generar NO e inducir la produccion

de carotenoides.

Experimenio 2:

Se sabe que el NO- es una especie reactiva de oxigeno y debido a que posee
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Discusién

un electrén libre no apareado perienece al grupo de los radicales libres
causantes de producir, enfre otras cosas, estrés oxidativo dentro de las
células. En microorganismos solo se conocen algunos reportes sobre la
existencia de la NOS y por tanto de la produccion de NO.

En general, las células de levadura y muchos organismos, tienen varios
mecanismos de defensa contra el ataque de los radicales libres, entre ellos se
encuentra un multisistema enzimatico a través del cual son capaces de
transformar estas especies reactivas en agua, como por ejemplo, las enzimas
superoxido dismutasa, la catalasa y los niveles de glutation; o mediante un
proceso en el que fransfieren la energia de altos niveles de exitacion a un
triplete del carotenoide. Conociendo este uUltimo mecanismo de defensa se
puede explicar el aumenio en la produccion de carotenoides en presencia
del aminodcido arginina, pues como ya se explicéd antes, todo indica que se

esta produciendo dxido nitrico en las células de P. rhodozyma.

En la grdfica #3, se muestra el comportamiento de la produccion de
carotenoides al cultivar a la levadura Phaffia rhodozyma en presencia de un
donador de oxido nitrico, el NPS, adicionado en diferenies concentraciones
(0.1, 0.5 y ImM) a las 24 horas de fermentacién (estas concentraciones fueron
descritas por Membiillo et al, 2000 como condiciones ideales para ver el
efecto del NPS sobre la defensa de E. coli al estrés oxidativo). Y se observd
que la menor concentracion de NPS, indujo una mayor produccion de
carotenoides al comparara con la adicidén de 0.1y 0.5 mM de NPS y el control

amonio 10 mM.
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El crecimiento en las fres concentraciones de NPS fue semejante, es decir,
alrededor de 4 mg / mL y en presencia de amonio fue de 10 mg / mL (a las
96 horas de femmentacién). Esto sugiere que el NO generado afecta el
crecimiento de la levadura; pero en relacion a la produccion de
carotenoides, puede pensarse que induce la carotenogénesis. Sin embargo,
en altas concentraciones el NO es téxico para la célula, pues la produccién
mayor de carotenoides se obtuvo en 0.1 mM de NPS y no en 0.5y 1 mM de
NPS, donde la produccion fue semejante a la obtenida en presencia de
amonio 10 mM. Sin embargo. puede sugerirse también, que el NPS en altas
concentraciones si estimula la produccion de carofenoides, pero éstos

pueden estarse desintfegrando para poder inactivar al NO generado.

Experimento 3:

En la gréfica #4 se observa que la estimulacion por la presencia de arginina
apoya la hipotesis de que en la levadura Phaffia rhodozyma estd presente la
enzima NOS®. Se buscéd la actividad de NOS (con un kit coloiimétrico
especifico para esta enzima) en extractos enzimaticos de células cultivadas
en presencia y ausencia de arginina. En ambas condiciones se obtuvo
actividad; y como se esperaba, en presencia de arginina se observd una
mayor actividad de NOS comparada con el control de amonio. Este resultado
confima que la arginina es utilizada por la NOS para producir NO y cifruling, lo
cual también apoya los resultados obtenidos en los experimentos 1y 2. La
mayor actividad se obtuvo alas 36 horas de cullivo en ambas condiciones.
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Discusién

Experimento 4:

Los resultados obtenidos en la grafica #5 muestran el cultivo de la levadura
Phaffia rhodozyma en presencia del aminodcido argininga, pero en ausencia
de oxigeno. Se observa que en la produccion de carotenoides no hubo
estimulacién por parte de la arginina, ya que la produccioén es similar tanto en
presencia como en ausencia de ella. Esto puede explicarse porque aun en
presencia del primer susirato: la arginina, la enzima NOS no puede llevar a
cabo su actividad y producir NO debido a que, el segundo sustrato: el
oxigeno no estd presente. Y al no producirse NO no existe estrés que estimule

la carotenogénesis.
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Conc|usiones

e La concentracién minima del aminodcido arginina que resulié con mayor

efecto en la produccion de los carotenoides fue 10 mM.

« Se encontro actividad enzimatica de la éxido nitrico sintasa en ia levadura

Phaffia rhodozyma.

¢ El aminodcido arginina es el responsable del efecto positivo en ia
produccién de carotenoides por parte de la levadura, al ser éste sustrato

de la NOS junto con el oxigeno molecular.

e Todas las evidencias mostradas en este trabgjo apuntan a que la
carotenogénesis en P. rhodozyma, es una estrategia de defensa contra el

estrés oxidativo provocado por el 6xido nitrico.
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ApénAice

DENSIDAD OPTICA

1. Resuspender las células en 2 mL de solucién salina isoténica para conseguir
el volumen original.

2. Agitar con vortex.
3. Tomar Iml de la mezcla y vaciarlo a otro tubo de 5 mL.

4. El tubo que quedd con ImL se congela para determinar carotenoides
totales.

5. Hacer una dilucién 1:5 (agregar 4 mL mas de solucion salina isoténica)
6. Agitar con vortex.

7. Leer en el espectrofotémetro a una A de 540 nm.

CARCTENOIDES TOTALES

1. Agregar 0.5 mL de levadura a un fubo de ensayo.

2. Centrdfugar a 4500 rpm / 10 minutos.
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Apénolice

3. Desechar al sobrenadante a un vaso de precipitado cuidando de no
desechar las células y secar répidamente el borde con un pedazo de

papel.

4. Agitar el pellet en vortex hasta deshacer el agregado.

5. Agregar perlas de vidrio hasta cubrir la superficie del contenido.

6. Tubo por tubo calentar 1 minuto en bafno Maria a una temperatura entre
58 y 60 © C después de haber agregado 0.8 mL de dimetil sulféxido
(DMSO). el cual debe estar también a 58 ° C, tapar los tubos con canicas y

agitar el fubo en vortex durante 1 minuto.

Este procedimiento debe ser altemando 1 minuto calentando el tubo y ofro

minuto en el vortex.

7. Agregar 0.2 mL de K;PO4 0.01M a los tubos.

8. Agregar 2.5 mL de mezcla fria de hexano acetato de etilo / hexano (1:1),
tapar con las canicas y ponerlos dentro de una caja negra, ya que los
carotenoides son sensibles a la luz.

9. Agitar 1 minuto en vortex.

10. Mantener en el congelador durante 30 minutos.
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ApénAice

Hasta este paso los tubos pueden permanecer en el congelador durante 24

horas.
11.Centrfugar a 5000 rom / 5 minutos.
12.Remover la fase orgdnica con una pipeta cuidando de no extraer las

células, poner el sobrenadante directamente en las cubetas del
espectrofotémetro y leer a una A de 480nm.

ng Carotenoides = (A) (10¢)

(1% E 1cm]) (100)

Donde:

A = absorbancia observada

10¢ = factor de conversion para expresar carotenoides en pg

1% E 1cm = coeficiente de exlincion especifica

100 = constante para eliminar el factor porcentaie
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POLVOS DE ACETONA

PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDPO DE PROTEINAS DE
Phaftia thodozyma.

1. Montar en un matraz Kitasato un embudo Buchner.
2. Aplicar almatraz vacio.

3. Poner en el embudo papel filtro y agregarle agua destilada para aue se
pegue.

4. Vaciar 30 mL del indculo, o la cantidad que se tenga en el matraz
5. Lavar con 50 mL de solucién salina isotdnica.
6. Agregar 25 mL de acetona.

7. Refirar el papel filiro y meter este en el congelador dentro de cajas Petri

duranfe 10 minutos.

8. Si en este paso no se lermina la técnica, los papeles fillro se pueden

quedar por mucho mas tiempo en el congelador.
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9. En un mortero., triturar con el pistilo trozos de hielo seco, y cuando sublime
casi en su totdlidad, raspar la monocapa de células del papel filtro con
una espatula y verterias en el mortero.

10.Una vez que las células estén en el mortero, incorporar todo el contenido y

resuspender en 3 mL de buffer de PO42 8mM a pH 6.

11.Es importante esperar la sublimacion del hielo seco, porque al agregar el
buifer la suspensidn puede congelarse si no ha sublimado totaimente. El
buffer debe estar en el congelador y sélo se sacara para la resuspension.

12.Tomar los 3 mL y vaciardos a tubos para centrifuga. Vaciar 1mi mas al
morteroc para enjuagar e impedir que se quede muestra en él. De la misma
manera vaciar el mililitro al tubo para centrifuga.

13.Equilibrar los tubos con el buffer.

14.Centiifugar en una ultracentrifuga a las siguientes condiciones: Programar
la temperatura minimo 4 ¢ C y maximo 14 ° C; la velocidad a 20,000 rpm y
el tiempo a 45 minutos.

15. Cuando termine el fiempo de centrifugado, sacar las muesiras.

16.Recuperar la mayor cantidad del sobrenadanie de cada tubo, teniendo
cuidado de no tomar céiulas.
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17.Vaciar el sobrenadante a tubos Eppendorf y redlizar la determinaciéon de

proteinas por Lowry.

18.5i no se quiere redlizar la determinacion en ese momento se pueden

congelar los tubos.
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