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RESUMEN

La luteina es un hidroxi-carotenoide abundante en la flor de cempasuchitl. Su valor
comercial es bajo y se emplea como un aditivo en alimento para aves de corral. En
este trabajo, se aislaron 19 colonias capaces de degradar luteina en un medio
quimicamente definido, adicionando harina de flor de cempasuchitl como fuente de
carbono. Dos de estas colonias generaron compuestos volatiles durante la
fermentacion, una de ellas se escogié para estudios posteriores por su capacidad
de generar un fuerte aroma a tabaco. Mediante la aplicacion de la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) se identificaron cuatro
componentes en este aroma; el 7,8-dihydro-B-ionol, ta f-ionona, el 7,8-dihydro-p-
ionona y la 3-hidroxi-f-ionona en una proporcion porcentual de 84.2, 9.4, 3.5,y 2.9,
respectivamente. La colonia seleccionada contenia dos microorganismos que se
identificaron como Geotrichum sp. y Bacillus sp. El aroma se produce por la
degradacion de luteina 0 zeaxantina durante la fase de crecimiento de la mezcla de
microorganismos. De manera adicional se logré la degradacién de luteina por un
filtrado enzimatico, aislado de los medios de cultivo de ambos microorganismos.
Este trabajo propone que la bioconversién de futeina a productos con aroma se
realiza en varias etapas, a través de reacciones catalizadas por tres sistemas
enzimaticos diferentes: |} deshidroxilacion, II) ruptura oxidativa y 111} dos reducciones
sucesivas, de modo que la caracterizacion posterior de cada sistema enzimatico

resulta de interés.



SUMMARY

Lutein is a xanthophyll that is abundant in marigold flower. Its commercial value is
low and it is used as an additive in pouitry food. In this work, 19 colonies were
isclated for their ability to degrade lutein in a chemically defined medium
supplemented with marigold flower flour as carbon source. Among the colonies
isolated, two of them generated volatile compounds during fermentation, one of
these was chosen for further study because of its ability to preduce a strong tobacco
smell. Using gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS), four
compounds were identified: 7,8-dihydro-B-ionol, p-ionone, 7,8-dihydro-B-ionone and
3-hydroxy-p-ionone in proportions of 84.2%, 9.4%, 3.5%, and 2.9%, respectively.
This colony contained two microorganisms, identified as Geotrichum sp. and Bacillus
sp. The aroma production is by lutein or zeaxanthine degradation during wrought of
the microorganisms mixture. However, lutein degradation has also been achieved by
a cell-free extract isolated from the culture medium of both microorganisms. This
work suggests that bioconversion of lutein to products with aroma is carred out in
three stages: 1) dehydroxylation, Il) oxidative cleavage and Ill) tow successive
reductions, and that in each one of these stages the reactions are catalyzed by
different enzymatic systems. Further studies of these enzymatic mechanisms will be

needed to complete the characterization of this system.



INTRODUCCION

Los carotenoides como precursores de vitamina A, son considerados como factores
nutricionales importantes que ademds confieren sus colores distintivos a las flores,
frutos y verduras. Estos compuestos son una subclase de terpenoides con colores
amarillo brillante, naranja y rojo; se encuentran en plantas y vegetales tales como
tomates, perejil, toronja rosada y espinaca, entre otros. Los carotenoides también
dan colores brillantes a algunos animales, los flamingos deben su color a los

carotenoides, asi como los mariscos y las yemas de los huevos (Winterhalter 1996).

A la fecha se han identificado 600 diferentes carotencides aislados de fuentes
naturales. Estudios recientes se han centrado en la investigacion de sus beneficios
para la salud humana. Solo alrededor de 40 de estos carotenocides son consumidos
regularmente en la dieta, unos cuantos se adicionan a alimentos procesados,
bebidas y forrajes principalmente en forma de extractos naturales y solo seis son
producidos industrialmente por sintesis quimica (Britton et al, 1995). Los
carotenoides producidos por sintesis quimica se emplean principalmente en la
industria farmacéutica y de alimentos, su produccion se limita a los pigmentos de
mayor demanda como el B-caroteno, licopeno, astaxantina, p-apo-8-carotenal,
cantaxantina y bixina {Paust, 1996). Se ha probado que, ademas de su capacidad
pigmentante, los carotenos y algunas xantofilas contribuyen al sabor y aroma de
algunos alimentos (Winterhalter, 1996). Sin embargo, actualmente existe una
discusion sobre la verdadera funcién de los carotenoides en los diferentes sistemas

vivos (Demming-Adams et al., 1996).



Poco es lo gque se ha investigado acerca de la funcidon que tienen estos
corotenoides en los sistemas vegetales que los producen. Al respecto se ha
probando que casi todos los constituyentes celulares pueden ser metabolizados y/o
degradados a uno o mas tipes de compuestos con aroma (Whitehead 1998) (Tabla
1). De una manera general los compuestos que confieren sabores y aromas
agradables en diversos productos alimenticios pueden ser divididos en dos grupos.
Se considera como aromas primarios a los compuestos orgalopeticamente activos
gue son sintetizados por rutas bioquimicas definidas, mientras que los aromas
secundarios son formados por una ruptura quimica, o por la interaccién entre varios
componentes de los alimentos como grasas, aminodcidos, azucares, carotenos,
etc., durante los procesos de coccidn y/o maduracion (Whitehead 1998). Aunque no

se descarta que un mismo compuesto pueda ser formado por ambas rutas.

Actualmente, a pesar de los esfuerzos en la comprensién de los mecanismos de
formacion de los compuestos con aroma derivados de carotenoides, todavia se
sabe poco sobre los pasos iniciales de la biodegradacion de carotenoides (Schwartz
et al. 1997). Se sabe que cuando las plantas maduran o mueren, la clorofila
disminuye rapidamente y virtualmente desaparece y que los pigmentos amarillo-
naranja disminuyen gradualmente sin desaparecer del todo (Sanderson vy
Gonzalez, 1971). Es asi que algunos citricos, cuando maduran, cambian su color
verde a amarillo-naranja y que algunas flores conservan sus colores brillantes aun
cuando se han secado, pero ¢;que relacion tiene este efecto con los aromas vy

sabores agradables que adquieren algunas flores y frutos durante su maduracion?.



Tabla 1. Ejemplos de compuestos con aroma derivados de constituyentes
celutares.
5| Grupos quimicos | - L oeseriosion conen
erocumar 1o ompuesis Descriplén gones
Ac. Mevalénico Monoterpenos {S)-(+)-Carvona Especias
B-tonona Cedro
Carotenocides lononas
p-Damascona Semejante a madera
Carbohidratos Furanonas Furaneol Frutal, caramelo
Aldehidos Hexanal Grasa
Alcoholes {R}-)-1-Octen-3-ol Hongos
Ac. Grasos Lactonas (R}-(+)-y-Decalactona |Pistache
Metil-cetonas 2-Undedacona Queso
Ciclopentanonas (+)-cis-Metil jasmonato | Floral
Lignina Fenoles Vainillina Vainilla
Proteinas Acidos Ac. Fenilacetico Miel
Alcoholes + acidos | Esteres Etil heptanoato Cofac
Aziicares +|Aldehidos Isovaleraidehido Chocolate
aminoacidos Pirazinas 2,3,5-Trimetilpirazina | Semejante al café
Acidos Nucleicos | Mononucleotidos ggﬁg?:;?:tf" ahumado

Whitehead |. 1998

En este trabajo se realizé una revision general de los carotenoides naturales y se

estudio la biodegradacion del hidroxicarotenoide luteina, empleando un sistema

microbiano para la produccion de iononas.




GENERALIDADES DE LLOS CAROTENOQIDES

La famifia de los carotencides actualmente considera dos tipos de moléculas, los
carotenos y las xantofilas. Los carotenos son clasificados quimicamente como
tetraterpenos, compuestos hidrocarbonados de 40 atomos de carbono, dentro de
este grupo de carotencides se clasifica al p-caroteno. Las xantofilas son los
derivados oxigenados de los tetraterpenoides. Son moléculas con grupos ceto o

hidroxilos entre los cuales se clasifica a la luteina y zeaxantina (Britton, 1991) Fig. 1

p-Caroteno
0
CH
HO
0 Astaxantina
M >
HO
Zeaxantina
OH
HO Luteina

Figura 1. Principales carctencides empleados como aditivos en alimentos y forrajes.



Los carotenoides son fos pigmentos mas ampliamente distribuidos en la naturaleza,
algunas flores y vegetales deben su color a estos compuestos, también son
producidos por bacterias y cianobacterias fotosintéticas, por algunas especies de
bacterias no fotosintéticas e incluso algunas algas y hongos también producen
carotencides (Armstrong 1997 y Armstromg & Hearst 1996). Durante mucho tiempo
se han usado extractos de plantas como fuentes de carotenoides, los concentrados
de maiz, alfalfa y flor de cempasuchitl {Tagetes erecta) se venden como pigmentos
para usos diversos. La luteina se encuentra en una gran variedad de frutas y
verduras, mango, papaya, naranjas, kiwi, duraznos, brécoli, col de bruselas,
lechuga, calabazas, etc., pero comercialmente la fuente de obtencion de la luteina
son los petalos de la flor del cempasichitl ya que estos contienen de 70 a 80 % de
luteina y hasta 5% de zeaxantina (Gomez et al.,, 1978 y Hadden et al. 1999). EI
cempasuchitl es una planta ornamental de temporada nativa de México y
Sudameérica, produce flores grandes de color naranja o amarillo con pétalos dobles
o sencillos. En México la produccién de cempasiichitl es por temporada, pero
algunas industrias nacionales que comercializan pigmentos naturales, tienen
contratos con los productores agricolas para producir flor de cempasdchitl en zonas
de riego como Guanajuate y Monterrey. En 1995 esta produccion fue del orden de
88,771 TM y se estima que se ha incrementado en un 15 % (Bioquimex). De los
pétalos de ia flor de cempasuchitl se extraen los pigmentos, estos se emplean de
acuerdo a su pureza en la industria alimentaria 0 bien en forma de harinas en la
elaboracion - de alimentos balanceados para aves de corral. Actualmente se

comercializa en forma de extracto natural y como reactivo analitico, su precio como



reactivo analiotoco oscila entre $1000 y $1500 US Dills por gramo (Britton et al,,

1995}, Los carotenoides mas usados como aditivos en forma de extractos naturales

se muestran en la tabla 2.

Tradicionalmente los carotenoides han sido llamados con nombres triviales,

refiriéndose a la fuente de la cual se aislaron por primera vez. En la actualidad,

aunque se ha establecido un esquema sistematico para denominartos describiendo

su estructura de acuerdo a las reglas de [a IUPAC, muchos de los nombres triviales

siguen prevaleciendo por su sencillez.

Tabla 2. Carotenoides usados como aditivos en forma de extractos naturales

Extractos naturales

Carotenoides

Annatto (Bixa orellana)

Bixina, norbixina

Aceite de zanahoria (Daucus carota)

o-caroteno, p-caroteno

Cascara de naranja (Citrus aurantium)

Esteres de luteina

Aceite de palma (Elaesis guineensis)

Carotenos y luteina

Paprika (Capsicum annuum)

Capsantina, B-caroteno, criptoxantina,
capsorubina

Tomate (Lycopersicun esculentum)

Licopeno, §-caroteno

Azafran (Crocus sativus)

Crocina, p-caroteno, zeaxantina

Grano de maiz (Zea mays)

Luteina, zeaxantina, criptoxantina, y
carotenos

Alfalfa (Medicago sativa)

Luteina, zeaxantina, criptoxantina
violaxantina y neoxantina

Flor de cempasuchitl (Tagetes erecta)

Esteres de Iluteina, p-carotenc vy
zeaxantina.

Johnson y Schroeder, 1995,



Los carotenoides son compuestos lipofilicos con poca o nula solubilidad en agua,
por ello, su localizacién esta restringida a areas hidrofébicas de la celula, excepto
cuando estan asociados con proteinas o tienen substituyentes con grupos potares
fuertes, en cuyo caso pueden encontrase en ambientes acuosos. En el caso
especifico de las xantofilas, es frecuente encontrarlas como una mezcla compleja

de esteres de acidos grasos o como glucdsidos (Britton, 1991).

Los carotenoides, por la presencia de dobles enlaces conjugados que forman un
largo croméforo, son capaces de absorber la luz en [a region visible, este mismo
sistema poliéneico hace que la molécula de los carotencides sea extremadamente
sensible a la degradacidn oxidativa y a la isomerizacion inducida por luz, calor y
acidos ( Schiedt y Liaeen-Jensen 1995). Muchas de las funciones de los
carotencides son consecuencia de su capacidad para absorber la luz. En
organismos fotosintéticos, se conoce su funcion como antioxidante y en aerobios no
fotosintéticos los carotenoides participan desactivando los radicales libres que se
producen durante el metabolismo celular. La cadena poliénica es altamente reactiva
y rica en electrones, consecuentemente, en presencia de oxidantes facilmente
forman radicales libres de vida corta, evitando la peroxidacion de lipidos y 1a
inactivacion de proteinas (Johnson y Schroeder, 1995) e incluso el dafio a
moléculas de DNA o RNA (Murata y Kawanishi, 2000). Inicialmente solo se
reconocia la importancia de los carotenoides en la salud humana, como precursores
de vitamina A y los estudios médicos se restringfan a la asimilacion de los carotenos
como pro vitaminices. Actualmente se sabe que el consumo de carotenoides puede

ayudar a prevenir ciertos tipos de cancer, asi como enfermedades cardiacas (Block




et al. 1992). En afos recientes la comunidad cientifica ha dedicado su atencién y
recursos al entendimiento de los radicales libres, moléculas altamente reactivas
creadas en el metabolismo por acciones como fumar, alimentarse incorrectamente,
no ejercitarse y exponerse al sol, estas moléculas bajan su reactividad dafando
células normales. Esta perturbacion es conocida como estrés oxidativo y puede
conducir a condiciones serias como enfermedades cardiovasculares, artritis,
cataratas o diferentes tipos de cancer y a otras tan tipicas como la perdida de
elasticidad de la piel y las arrugas prematuras. Investigaciones recientes soportan la
idea de que las vitaminas C, E y el B-caroteno son efectivos en ciertas situaciones
para disminuir e! estrés oxidativo {Gaziano, 1994, Gey 1998). Las investigaciones
continlian para comprender este efecto y ayudar a compensar la accion de

oxidantes mds potentes como el oxigeno singulete (O') (Murata y Kawanishi, 2000)

Los estudios mas recientes sobre luteina tienen un enfoque medico, debido a que la
iuteina es uno de los dos pigmentos encontrados en [a retina y se ha demostrade
que filtra la luz ultravioleta ayudando a prevenir ia degradacion macular, pese a esto
la luteina no esta considerada dentro de los siete carotencs de mayor valor

comercial,
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LOS CAROTENOQIDES COMO PRECURSORES DE SABORES Y FRAGANCIAS

Se ha demostrado que los carotenoides son precursores de muchas sustancias
responsables del sabor de los alimentos y la fragancia de las flores (Rodriguez-
Amaya 1998 y Whitehead 1998). Los compuestos con aroma derivados de los
carotencides son bien cotizados en la industria de fragancias, ya que sus
agradables aromas frutales son facilmente perceptibles, incluso a muy bajas
concentraciones ademas, aunque otros constituyentes con aroma como esteres,
terpenos y pirazinas estén presentes en algunas fragancias, los compuestos
formados a partir de los carotenoides son determinantes en la calidad del aroma
(Enzell, 1985, Winterhalter, 1996). En diferentes extractos de plantas, flores y frutos
se han identificado mas de 200 compuestos con aroma que tienen de 9 a 13 atomos
de carbono, y que se producen por la ruptura de la cadena poliénica de los
carotenoides a través de una oxidacidn enzimatica o una foto-oxidacion (Tabla 3),
adicionalmente se ha demostrado que in vivo, esta ruptura oxidativa es catalizada
por un sistema de dioxigenasas estereoespecificas (Winterhalter, 1996). Aunque
todos los dobles enlaces de los carotenoides pueden ser vulnerables al ataque
enzimatico, en tejidos de fruta los fragmentos formados después de esta ruptura
oxidativa son caracteristicos (Fig. 2} y las posiciones 9,10 y (9°,10") son las

preferidas (Enzell, 1585)

1"



C,;{Hormonas de plantas)

C,3 (Compuestos con aroma)

C,, (Safranal)

Fig. 2 Enlaces de los carotenoides susceptibles al ataque regioselectivo de

dioxigenasas.

En plantas poco es lo que se sabe acerca del sistema de dioxigenasas que cataliza
{a ruptura oxidativa de los carotenoides. Pero en la cianobacteria Microcystis sp se
ha caracterizado parcialmente un sistema semejante. (Enzell et al., 1977). En esta
cianobacteria se identifico una dioxigenasa unida a membrana que corta
especificamente en las posiciones 7,8 y (7'8") del B-caroteno. Esta dioxigenasa,
requiere oxigeno para la ruptura del caroteno pero es altamente inestable en

presencia de aire (Winterhalter, 1986}, lo que dificulta su caracterizacion completa.

En fejidos de plantas se ha cuantificado la degradacion de los carotenoides,
demostrado que los compuestos con aroma del tipo terpencide de 13 atomos de
carbono, provienen de esta degradacion. Durante los procesos de maduracién del
tabaco (Burton y Kasperbauer, 1985), te (Sanderson y Gonzalez, 1971) y uvas
{Buteau et al., 2000) se ha encontrado una relacion entre el aumento de estos

terpenoides de 13 atomos de carbono y el decremento de la concentracion de

12



carotenoides. Ademas, la estereoquimica de los terpenoides encontrados durante
estos procesos de maduracion coincide con ia de los carotenoides presentes en
estas plantas. (Enzell et al., 1977). Sin embargo, a la fecha no se conoce la via de

transformacién completa.

13



Tabla 3. Productos de degradacién de carotenoides cominmente encontrados en plantas

ST, BTV D ATy O

T .) oo ld &k.;
7o Origen -

B-lonona

Osmanthus, rosa, t& negro,
tomate, fresas, zanahoria, tabaco,
chabacano, mango y ciruela.

o-lonona

Osmanthus, té negro, tomate,
fresas, zanahoria, tabaco,
chabacano, maiz duraznoy
platano.

B- Damascona

Rosa, Osmanthus, té negro,
papaya y tabaco.

Cis

pB-Damascenona

Chabacano, rosa, carambola, uva,
Kiwi, mango, tomate y zarzamora.

Oxo-edulan [

| Fruta de la pasién, Osmanthus,

tabaco Burley y tabaco Virginia.

Oxo-edulan Il

Fruta de ia pasidn, té negro,
tabaco Burley y tabaco Virginia.

14




Tabla 3. (continuacién)

Ci

“Normbre

Estructura

- -‘Ejemplos de ocurrencia

Teaspirona

g

Fruta de la pasion, t€ negro y
tabaco Burley.

4-Oxo-B-ionona

Té negro, Osmanthus, bornia y
tabaco Burley

3-Oxo-a-ionona

Osmanthus y tabaco Virginia

cll

Dihidroactinodiolida

Cio

Osmanthus, té negro, tomate,
cassia y tabaco
Safranal cHo
Azafran, Osmabthus, t& negro,
jugo de uva y paprika.
p-Ciclocitral

Té, tomate, paprika, chabacano,
brdcoli, meldn y chicharos.

4-Oxoisoforona

Osmanthus, té negro y azafran

15




METODOS BIOTECNOLOGICOS UTILIZADOS EN LA PRODUCCION DE

AROMAS A PARTIR DE CAROTENOIDES

En general son tres los métodos biotecnologicos usados en la produccion de
sabores y aromas naturales a partir de los carotenocides: se usan A} enzimas, B)
microcrganismos y C) tejidos vegetales o cultivos celulares, a continuacidon se

describe de una manera general cada uno de estos métoedos.
A) ENZIMAS

La principal ventaja de emplear enzimas para cualquier tipo de biotransformacion es
su alta especificidad. En la industria de alimentos los biocatalizadores utilizados
principalmente en el area de aromas y sabores, son proteinas que tienen la
capacidad de transferir electrones, atomos o grupos funcionales, entre una o varias
moléculas. Cada una de estas enzimas es clasificada dentro de uno de los seis
grupos principales (Tabla 4), de acuerdo al tipo de reaccién de transferencia que
cataliza o al grupo donador o0 aceptor involucrado (Whitehead 1998). En la industria
de alimentos se emplean generalmente esterasas de higado y lipasas pancredticas
de cerdo, o bien lipasas de Candida cylindracea (Crout and Christen, 1989).
Particularmente, en la produccién de aromas a partir de carotenoides, se han

reportado recientemente dos métodos enzimaticos.

El primer método emplea hidrolasas y dioxigenasas para la formacion de

compuestos con aromas. Al hidrolizar algunos isoprenoides oxigenados u otros

16



metabolitos secundarios del tipo poliol que se encuentran frecuentemente
glicosilados, se obtienen importantes precursores de compuestos con aroma.
Posteriormente las dioxigenasas rompen a esto isoprenoides para obtener

compuestos con aroma de trece atomos de carbono (Winterhalter, 1996).

El otro método enzimatico para generar aromas a partir de los carotenoides es la
co-oxidacion, este método emplea lipo-oxigenasas u otros sistemas de oxidasas y
aungue hay reportes al respecto ninguno es empleado comercialmente, debido a los
bajos rendimientos que se obtienen. Por ejemplo, de acuerdo a la patente BFA
Laboratories, {1994) la co-oxidacién requiere una lipo-oxigenasa, acidos grasos
poliinsaturados y un compuesto polienico. Pero al usar un bioreactor para reproducir
este sistema, utilizando una multifase que consiste en juge de zanahoria como
fuente de carotenoide (43%), harina de soya como fuente de lipo-oxigenasa (25%) y
aceite vegetal como fuente de acidos grasos polinsaturado (32%); los maximos
rendimientos obtenidos por Kg de la mezcla de reaccion multifase son de 210 y 185

mg de f3- y a- ionona respectivamente (Winterhalter, 1996).

La obtencion de aromas por medio de la co-oxidacion de carotenoides, también se
ha logrado usando diferentes tipos de enzimas en solucidn acuosa, por ejemplo,
fenoloxidasa (Sanderson et al., 1971}, lactoperoxidasa (Ekstrand et al., 1988), y
mas recientemente xantina oxidasa (Bosser, 1995). Sin embargo, la mayoria de los
estudios de co-oxidacién se han realizado empleando B-caroteno y la lipooxigenesa:

linoleato oxigeno reductasa EC 1.13.11.12. Los productos obtenides principalmente

17



son B-ionona, 5,6-epoxi-p-ionona, y dihidroactinidiolida (Winterhalter, 1996). En

general estos sistemas enziméaticos han resultado poco eficientes.

Tabla 4. Clasificacién y ejemplos de sistemas enzimaticos
mejorar la calidad del sabor y aroma de los alimentos.

usados industriaimente para

Numero

Tipo de reaccidn

de grupo Clase catalizada ejemplos
Transferencia de
1 Oxido reductasas electrones (H o H). Catalasa, glucosa

Puede requerir NAD(P)H
como cofactor

oxidasa, Lipoxigeneasa.

2 Transferasas

Transferencia de grupos
funcionales como acil,
glicosil y fosfato de un
sustrato a otro.

Glucosa cinasa

3 Hidrolasas

Reacciones de hidrélisis.
Sus sustratos incluyen
amidas, esteres,
epoxidos, glicosidos y
péplidos

Amilasas, esterasas,
hemicelulasas,
glucanasas,
glucosidasas,proteasas,
sacarasas

Adicibn de grupos a
dobles enlaces 0
formacién  de dobles
enlaces por remocién de
grupos funcionales.

Hidroperoxido-liasas

Transferencia de grupos
dentro de una misma
molécula, para producir
formas isomericas

Glucosa isomerasa

4 Liasas
5 Isomerasas
6 Ligasas

Formacidn de enlaces
C-C,C-8 C-0,0C-N
por reacciones de
condensacion acopladas
a rupturas de ATP

(Whitehead 1998).
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B) MICROORGANISMOS

Los procesos microbianos tradicionalmente han jugado un papel importante en el
desarrollo de sabores y aromas, principalmente durante la produccion de alimentos
fermentados como vino, cefveza y queso. Los compuestos volatiles generados
durante los procesos fermentativos son caracteristicos, y entre ellos podemos

encontrar algunos esteres y alcoholes (Law y Mulholland, 1991).

Actualmente las técnicas microbiolbgicas han incrementado la eficiencia de muchos
microorganismos como biocatalizadores para la produccion especifica de sabores y
fragancias. Sin embargo, para asegurar su implementacion comercial es necesario
aprender mucho mas sobre la bioguimica basica y la genética de estos nuevos

biocatalizadores,

Algunos aditivos como el acido citrico, el jarabe fructosado de maiz y el acido
glutAmico se producen anualmente en miles de toneladas usando procesos
microbianos {Hagedorn y Kaphammer, 1994). En general los sistemas microbianos
son utilizados frecuentemente para {levar a cabo reacciones de biotransformacion
gue requieren la adicion de grupos funcionales a un sustrato, por ejemplo, adicionar
grupos hidroxilo, realizar una epoxidacion u oxidacion todas ellas controladas por
diferentes tipos de enzimas. De este modo, la produccidn microbiana de aromas del
tipo norisoprenocide (Cq3), se considera mas bien como una biotransformacién de
sustratos como - y f-ionona. En la biotransformacion de las a- y B-iononas se
realizan hidroxilaciones, metilaciones o epoxidaciones con el fin de cambiar su perfil

aromatico, para ello, se ha empleado principalmente Aspergillus niger (Lutz-Wahl et
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al., 1998, Yamazaki et al., 1988, Sode et al., 1989 y Larroche et al., 1995). Este tipo
de bioconversiones ha sido ampliamente estudiada, ya que con estas
transformaciones el perfil de aroma gue se logra es muy similar al obtenido durante

la maduracion de las hojas del tabaco.
C) TEJIDOS VEGETALES O CULTIVOS CELULARES

Desde un punto de vista biotecnoldgico la capacidad de las celulas vegetales para
metabolizar substancias exégenas las hace Utiles como biocatalizadores. Ademas,
considerando que durante los procesos de maduracion de algunas plantas se
generan metabolitos con aromas muy apreciados, es importante conocer los
diferentes sistemas enzimaticos involucrados. En el campo de la produccion de
arommas naturales, recientemente se han utilizado células inmovilizadas de Nicotiana
tabacum, capaces de reducir eficientemente cetonas «, P insaturadas a sus
correspondientes cetonas saturadas y alcoholes, confiriéndoles de este modo, un
perfil de aroma mas apreciado (Tang & Suga, 1994). Las reductasas aisladas de
cultives celulares de N. tabacum, catalizan la reducciéon especifica de dobles
enlaces endo- y exo-ciclico de cetonas «, B insaturadas (Tabla 5). Sin embargo fos
rendimientos obtenidos, al utilizar estas reductasas en la bioconversion de o y B
iononas, son relativamente bajos y dependientes del pH del medio, tantc en

sistemas de suspension de células como en sistemas de células inmovilizadas.

20



Tabla 5. Caracterizacion de dos enon-reductasas de Nicotiana tabacum

PMen gel de
Enon-reductasa| PH optimo Temperatura poliacrilamida | Subunidades
S optima _
: (SDS)
| 7.7 30-35° 22000 4
il 6.5 30-35° 22000 y 45000 2y2

Tang y Suga, 1992.

Actualmente la demanda comercial de compuestos con aroma supera por mucho la

produccion que se lograria empleando diversos métodos biotecnolégicos, por lo que

el interés en desarroltar nuevos métodos de produccién va en aumento.
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JUSTIFICACION

Estudios previos han demostrado la posibilidad de obtener aromas mediante la
ruptura oxidativa de los carotenocides. Se han empleado diferentes métodos para
realizar esta ruptura oxidativa, pero en la gran mayoria de los reportes se ha
utilizado al B-caroteno como sustrato para la obtencidn de aromas del tipo
isoprenoide de trece 4tomos de carbeno. Y aunque las compaiiias productoras de
aromas han patentado algunos procesos, actualmente ningune de ellos se emplea
con fines comerciales, debido a los bajos rendimientos obtenidos hasta el momento
y al alto costo de los carotenos o substratos empleados en esta bioconversion. Por
ello, este trabajo propone utilizar un sustrato de bajo costo con un alto contenido del
hidroxi-carotenoide luteina y emplear microorganismos capaces de degradar a este
carotenoide para lograr dicha ruptura oxidativa. Sin duda conocer un nuevo sistema
de degradacidon contribuird al conocimiento general acerca de {a produccion de

aromas derivados de los carotenoides.
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OBJETIVO

El propésito de este trabajo fue aistar microorganismos capaces de degradar luteina

y generar compuestos con aroma del tipo isoprenoide de trece atomos de carbono.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y caracterizar a nivel de genero, a los microorganismos capaces de

degradar luteina.

Identificar los compuestos obtenidos de la degradacién microbiana de
luteina, empleando técnicas analiticas como: cromatografia de gases

acoplada a masas y RMN de 'Hy "C.

Evaluar los pardametros de fermentacidn para la obtencidon de compuestos

con aroma.

Evaluar diferentes concentraciones de luteina y harina de flor de

cempasichitl como sustratos en la bioconversién a productos con aroma,
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HIPOTESIS

Un microorganismos capaz de crecer en luteina como unica fuente de carbono,
puede tener enzimas que causen la ruptura oxidativa del carotenoide
especificamente en las posiciones 9-10 y/o 9'-10° para generar precursores de

compuestos con aroma.
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RESULTADOS |

Bioconversion of lutein to products with aroma. Sanchez-Contreras, A..Jiménez, M.,

Sanchez, S. (2000) : Appl Microbiol Biotechnol 54:528-534

En este trabajo se destaca la obtencion de 4 compuestos de 13 atomos de carbono
del tipo norisoprenocide con un perfil de aroma similar al del tabaco : 7,8-dihydro-f3-
ionol, p-tonona, 7 8-dihydro-B-ionona y 3-hidroxi-p-ionona. La mezcla de estos
compuestos volatiles se genero por la accion de un cultive mixte de Bacillus sp. y
Geotrichum sp que fue crecido en presencia de luteina e incubado a 29°C con una
agitacion de 60 rpm. Los cuatro compuestos obtenidos se encuentran dentro de los
700 que se han identificado como responsables del aroma de las hojas maduras del
tabaco Virginia {Burton and Kasperbauer, 1985). Debido a que los productos se
encuentran a diferentes tiempos de fermentacion se presume que el primer paso de
la degradacién, es la accién de una oxidasa que escinde la molécula de luteina
entre la posicién 9-10 generando a |a -iongna y posteriormente a partir de esta se
obtienen los compuestos reducidos y un derivado hidroxilado. Con los resultados
reportados en este articulo se demuestra que el proceso de degradacién microbiana
de la lutefna representa ventajas significativas en cuanto a tiempo y rendimiento,
con respecto a otro tipo de degradaciones enzimaticas y térmicas gque han sido

reportadas anteriormente.
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Wintherhalter (1996), propone que la formacién de los compuestos con aroma a
partir de los carotenoides se realiza en tres pasos: i) Ruptura oxidativa, i)
Transformacion enzimatica de los productos primarios de degradacion vy iii)
conversion final catalizada por acidos. Adicionalmente, se ha considerado que las
rutas naturales para la formacién de estos compuestos con aroma involucran
oxidaciones, deshidrogenaciones, reducciones o reacciones de eliminacién, todas
ellas catalizadas por sistemas enzimaticos especificos. En este sentido el cultivo
mixto de Bacillus sp. y Geotrichum sp. realiza una serie de reacciones enzimaticas
simultaneas que culminan con la obtencién de los cuatro compuestos derivados de
la degradacion de luteina, por eflo resulta interesante ademas de optimizar la
produccion de este proceso fermentative, identificar los diferentes sistemas

enzimaticos involucrados en esta transformacion.
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Abstract A residuai mud sample from the marigold
flower dehydration process was screened and 19 putative
colonies were isolated for their ability to degrade lutein
in a chemically defined medium supplemented with
marigold fiower flour as a carbon source. Among the
colonies isolated, two generated volatile compounds in
fermentation and one was chosen for further study for
its ability to produce a strong tobacco smell. This colony
contained two microorganisms, identified as Geotrichum
sp. and Bacillus sp. The aroma production requires the
presence of both microorganisms and lutein. Using gas
chromatography coupled to mass spectrometry {GC/
MS), four compounds were identified: 7,8-dihydro-
B-ionol, p-ionone, 7.8-dihydro-f-ionone, and 3-hy-
droxy-f-ionone, in proportions of 84.2%, 9.4%. 3.5%,
and 2.9%, respectively.

Introduction

Carolenoids are the pigments responsible for the color
of many plants, fruits, and flowers, and are considered
the precursors of many important chemicals responsible
for the flavor of some foods and the fragrance of some
flowers {Winterhalter 1996). Different natural products
with aromatic properties, such as f-tonone, a-ionone,
dihydroactinidiolide, geraniol, damasceno!, and cuge-
nol, among others, have been extracted from plants and
fruits. In vivo, the rupture of the carotenaoid polyene
chain is calalyzed by a dioxygenase system which attacks
regioselectively (Enzell 1985). generating volatile com-
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pounds comprising 9-13 carbon atoms. Some of them
are considered to be products of the oxidative rupture of
carolenes resulting from plant metabolism (Enzell 1985;
Sanderson and Gonzalez 1971; Winterhaiter 1996). The
most commonly isolated compounds in this process in-
clude S-ionone, w-ionone, dihydroactinidiolide, and a-
tral. Today, processes for the cherical synthesis of these
compounds have been established with the purpose of
reducing their production costs (Demole and Enggist
1976; Yao et al. 1998). More recently, new alternatives
have arisen for the production of aromas and flavors.
For example, aroma production by filamentous fungi
and yeasts has been reported (Yang et al. 1994), as well
as the conversion of terpenes by microbial degradation
for preparation of fruit aromas {Enzell 1985). The rup-
ture of f-carotene by xanthine oxidase to generate the
aroma dihydroactinidiolide has been also reported
(Bosser et al. 1995). To further explore microbiological
means of producing aromas from carotenoids, the xan-
thophyll lutein [8-e-caroten-3-3-dicl] was used as sub-
strate. This xanthophyll is inexpensive and ts produced
abundantly in the marigoid flower (Tagetes erecta). To
carry out this conversion, we isolated and characterized
microorganisms capabte of forming aroma compounds
from a concentrate of marigold flower flour with 89%
lutein. We established the fermentation conditions for
the generation and recovery of these metabolites and
identified the volatile products generated.

Materials and methods

Isolation of lutein-degrading microorganisms

Ope-gram samples of residual mud, gathered during the desiccation
of the marigold flower. were dissolved in 100 m] saline solution
(0.85%). One-mitliliter aliquots were further diluted 1:100 and
100 p) were used to inoculate Peiri dishes containing 3 modified
chemically defined medium (Fink 1970) without pyridoxine, inos-
1tol, or glucose and suppkmented with marigold flower flour {(mfh)
as the only carbon source, The mil was added 1o the culure me.
dium a1 a final concentration of 45 mg1 from a stock solution
{16.6 mpml) in Tween 80, made the same day and filter sterifized



{Millipore 0.45 pm}. Under these conditions. 19 colonies were se-
lected which gencrated halos of fading pigment. The colonies were
maintained in 40% glycerol at -20 °C for later characterization

Sclecten of aromg-producing microorganisms

The colonies which degraded lutein were grown in Petri dishes with
yeast-tryplone-sodium (YTN) medium (Dasck et al, 1973). This
medium was inoculated with 0.1 ml of the glycerol stock and in-
cubated at 29 °C for 24 h. The cells were recovered and transferred
to saline sotution (0.85%) adjusting the OD gy to 0.3 (basal sus-
pension). One milliliter of basal suspension was inoculated into
250-m] Erlenmeyer flasks containing 25 ml YTN medium without
glucose. The mf was used as carbon source and the flasks were
incubated at 29 °C without agitation. The mfT was added (o the
culture medium a1 a concentration of 22.4 mgfl from a stock so-
lution {22.4 mgfmi) prepared in 70% ethanol, sterilized by filtration
(Millipore 0.45 pm) and added immediately before inoculation.

After 96 h incubation, the cells were separaled by cenirifuga-
tion. With the purpose of identifying the degradation products, the
culture medium was extracted by stirring with three 5-ml pertions
of CH,Cl,. the extract was concentrated with a soft flow of N, and
dissolved in | m! absolute methanol. For the analysis of intracel-
lulzr products we used the method reported by Britton {1985). To
determine the tutein degradation products. the extracts (tom cells
and cobliure medium were analyzed by spectropholomerer at
wavelengths of 200-600 nm. These extracts were also analyzed by
thin layer chromatography {TLC) For this purpose, TLC-ALU-
GRAMSILG-UV254 plates of 0.54 mm thickness were used and
10 pt of the methanol solution was applied and run in a mixture of
CHClyfAcOEL (80/20). The plate was developed with a 10% so-
lution of Ce(SQ,); - 4H,0 in 2N H3S0,. One colony was selected
which generated 1obacco aroma and diminished the quantity of
lutein by 60% compared to a control without inoculum. The se-
lected colony was identified as a mixed culture of Baciffus sp. and
Geotrichum sp. according to Dolan and Roberts (1974). Both mi-
creorganisms arc conscrved in the Microbial Culture Cotleetion of
the Instituto de [nvestigaciones Bicmedicas, Universidad Nacional
Auténoma de Mexico, Mexice DF, with the codes BM-B-340 and
BM-H-105, respectively.

Lutcin degradation

Bacillus sp. and Geofrichum sp. were cultured separately and in
mixed culture in order to evaluate their capacity to degrade lutein
and mfl independently. Secd cultures were grown by inoculating
| ml of the basa) suspension into 250.ml Erlenmeyer flasks con-
taining 25 ml YTN, The cultures were incubated at 29 °C on a
rotary shaker (180 rpm) for 24 h. Liquid fermentation was carricd
out by inoculating 17 ml of the sced cultures into 500-ml botties
with thread cover containing 350 mt YTN supplemented with
glucose (0.02%) and mi¥ (22.4 mg/l) or purified lutein (0.04 mM) as
additional carbon source. The cultures were incubated a1 29 °C
without agitation for 120 h, The positive contro! for degradation
was the mixed culture prepared in the same way as each of the
separate microorganisms. The original conservation medium was
used which conlained Baciflus sp. and Geoirichum sp. in a pro-
portion of 3 x 10" and 1 % 10° CFU/ml, respectively. The nepative
control was YTN medium with mff or lutein, but without inocu-
lum. Lutein degradation and the generation of volatile products
were quantified by taking a 2-ml sample of culture every 24 h and
centrifuging at 7,000 rpm for 15 min. The supernatant was ex-
iracted by stirning with 0.5 ml acetone and 1.5 ml of a mixture of
diethyl cther/petroleum ether [1:1]. The organic extract was sepa-
rated from the aqueous phase by centrifugation and the solvens was
climinated with a soft flow of N,. The concentrate was dissolved in
50 pt CH.Cl, and 5 pl was applied onto two TLC-ALUGRAM-
SILG-UV234 plates of 0.54 mm thickness. The plates were devei-
oped separately, the first in a mixture of CH,Cly/AcOEL (80 20)
and the second in a mixture of hexane/AcOEL/AcOOH (90 5 5).
The chromatograms were analyzed by densitometry. using a
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CAMAG !l densitometer a1 wavelengths (4) of 270 nm to deter-
mine volatile products and 450 nm to determine residual lutein. As
standards we uscd the recrystallized Jutein (Khachik and Beltsville
1995}, obtaining a yield of 50% and a purity of 98%. and the
mixture of aroma products. punfied by column chromatography
using silica gel 60 Merck (ASTM 35-70 mesh) and ehuted with
mixture of hexane/AcOEt 80/20.

Celtular growth, residual glucese. and pH were menitored every
24 h. CeM growth was measured by protein determination using the
method of Lowry (Legler ¢t al. 1985). Residual glucose was mea-
sured using an enzymatic method (Lott and Turner 1975), The mff.
with 89% free lutein, was kindly donated by Industrial Organica
S.A. de C.Y., Monterrey NL, Mexico.

Recovery of volatile compounds

Volatile compounds were recovered from the culture medium using
a closed system as described by Crouzet and Kanasawud (1992). A
stream of N; was used Lo take samples a1 different fermentation
times; the sampies were recovered with 100 pl CH,Cl; and analyzed
in a gas chromatograph (Hewlett Packard 5890 series (1) equipped
with a capiflary column of 30 m Carbowax 20 M, at 50 °C for
5 min. utilizing a temperature program of 4 °C min for 25 min
The analysts of masses was carried out in 2 coupled apparatus
(Hewlett Packard model 5945A) using the electronic impact tech-
nique (EE ). Nuclear magnetic resonance {NMR) anatysis was
carried out in the Varian apparatus Gemini-200 and VXR-300s, at
200 MHz, choosing tetramethylsifane 23 inernal reference and
CDCY, as selvent,

Resutts
Microorganism selection and identification

During the primary selection we isolated 19 colonies
capabie of degrading mff. Of these, two colonies gener-
ated volatile compounds by submerged fermentation.
and one was selected lor its capacity to better degrade
mff and to generate a strong tobacco scent. The spec-
trophotometric analysis of an organic extract from the
culture medium allowed us to observe a decrease in the
characteristic profile of lutein absorption (430, 445,
460 nm) as a function of fermentation time, and a si-
multaneous increase in the maximum absorption signal
at 270 nm (Fig. 1). Using TL.C we observed that a single
spot. with a Ry of 0.56 in hexane/AcOEt/AcOOH (90
5/5) and 0.79 in CH,Ci,/AcOEt (80/20). contained the
tobacco aroma. in the organic extract from cells, no
volatile compounds were detected and only the presence
of residual lutein was observed.

During purification of the colony, two microorgan-
isms, a bacterium and a yeast, were isolated in a pro-
portion of 3 x 10% and 1 x 10° CFU/ml, respectively.
These microorganisms were identified as Bacillus sp. and
Geotrichum sp. Currently, we are cairying out the mo-
lecular characterization of the microorganisms.

Lutein degradation kinetics

Bacitius sp. and Geotrichum sp. were assayed separately
and in mixed culture 1o evaluaie their capacity as lutein
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Fig. 1 Absorption spectra of organic extracts from the culture
medium of luein fermentations as a function of the fermentation
tme. 0 h 24 b 4B h----- L J2h—~~-+96h

degraders. Figure 2 shows that neither microorganism
was able to grow optimaliy and degrade jutein signifi-
canily when grown independently. The mixed culture
(Bacilhes sp. 3 x 10° CFUJml and Geotrichum sp.
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Fig. 2 A Growth and B 1lutein degradation kinctics by both
microorganisms &, Geatrichum sp. W, and Buciflus sp 4. Control
without moculum @ Fermentations were performed for 120 h at
29 *C without agitation in 500-m| bottles with thread cover containing
330 mil of modified yeast-tryptone-sodium (¥ TN) medium without
glucose and with 23.4 mg/l marigold flower flour

I x 10% CFU/ml) was able to usc lutein as sole carbon
source for growth (Fig. 2A), degrading up to 60% of the
added lutcin (Fig. 2B).

In order 10 learn more about the characteristics of
this process, a fermentation was carried out using both
microorganisms and changing the conditions of agita-
tion from 0 10 60 and 100 rpm. It is notable that lutein
was degraded up to 75% with shaking at 100 rpm. while
without agitation it was degraded 60% (Fig. 3A).
However, this degradation was not reflected in a pro-
portional increase in formation of volatile compounds
(Fig. 3B). This result may be due to iwo faclors: a de-
crease in microbial growth and/or a loss of volatile
compounds because of excessive agilation. Using a
mixed culture with an intermediate agitation (60 rpm)
resulted in greater formation of volatile compounds
(10 mg/i) and better lutein degradation (95%) (Fig. 3A).
With agitation at 60 rpm we observed that as lutein was
degraded (Fig. 4A), a volatile product with a tobacco
aroma was generated {Fig. 4C), while a control without
inoculum showed moderate pigment degradation and
did not generate this aroma. This suggests that the vol-
atile compound came from the microbial degradation of
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0 24 48 12 o8 120
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Fig. 3 Influence of agitation on lutein degradation (A) and volatiles
formation (B) at 0 @, 60 @, and 100 rpm A, Control without
microorganisms at 60 rpm M. Fermentations were performed with
both microorganisms as described ia Fig, 2
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Fig. 44-C Cubur mixture of microorganisms a¢ 29 *C and 50 rpm
in YTN medium with lutein 0.04 mM and glucose 0.02%. A Lutein
consumed in the preseace @, and absence & of both microoreanisms.
B Growth kinetics with glucose A, lutein plus glucose €. and residual
glucose for both conditions M. € Kinetics of aroma compounds
formation on glucose A and lutein plus plucosc ¢

lutein. Under these same conditions, a controb culture
with glucose (0.02%) and without lutein (Fig. 4B)
showed diminished growih after 36 h, the same time al
which the giucose diminished drastically. However,
when this cullure medium was suppiemented with lutein
(0.04 mM) there was continuous growth., probably due
1o fragments of lutein degradation being used as carbon
source. When instead of lutein we used zeaxanthin (3.3'-
dihydroxy-fi-carolenc), the mixed culture generated
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similar transformation products {not shown). This sug-
gests that this degradation system can function with
other xanthophylls of similar structure.

Recovery and identification of volatile compounds
from the culture medium

The volatile compounds recovered by a stream of N, at
different fermentation times, were analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectroscopy (GC/f
MS). Initially, we identified f-ionone by its fragmenta-
tion spectra. This compound appears tn greater pro-
partion at 36 h (Fig. 5A). The 'H and '*C NMR spectra
of these samples (Table 1) were compared to those re-
ported by Sadtler (Sadtler Research Laboratories 1976)
for pure f-ionone, confirming identification of this
compound. After 48 h fermentation we began to per-
ceive the tobacco aroma from the culture medium.
Samples recovered at 96 h fermentation were also ana-
lyzed by GC/MS, resulting in four main componenis
(Fig. 5B) that were identified by their [ragmentation
spectra and compared with authentic standards con-
tained in the data base of the NIST/EPA/NIH Mass
Spectral Library (1992). The first compound constituted
84.2% of the sample, ran at 10.13 min with a molecular
ion 196[M ™}, and was identified as 7.8-dihydro-f-ionol

A 2)
. F 4 L] [] 1 pLd H A[] n »n E-3 E ]
Tume {min)
B {1
{2)
(3
S
. b
[] 1 4 L] L] " 7 1" " " mn n 24
Tame {min)

Fig. SA, B Gas chromalograph of volatiles recovered from the
fermentation at A 36 h and B 96 h of fermentation. (1) 7.8-Dihydro-
fonol, (2) frionone. (3) 7.8-dihydro-p-ionone. and {4) 3-hydroxy-
f-ionone



512

Table | "H. ''C NMR spectral data (200 MHz, CDCl) of com-
pound (2) (s single, & double, ¢ inple, m multipic)

'H s Rl
Cl 3350
2 1.45-1.60 m 4H 33.49
C3 1.45-1.60 m 4H 18.82
4 207t 3H 39.66
C3 136.10
C6 135.30
C7 733 d 1H(16)" 143,12
C8 6.124 IH (16" 131.52
o 197.40
C10 138 5 Me 27.10
cn 1.76 s Mc 21.68
Cl12 1.07 s M 28.74
C13 107 s Mc 28.74

*Displacernent (4 in ppm) relative to tetramethylsitane
Toining constant (J in Hz) in parenthesss

(1. The second compound, comprsing 9.4% at
10.81 min with 192JM ™), was identified as j-ionone (2).
The third compound, comprising 3.5% at 10.91 min
with 194[M *], was identified as 7.8-dihydro-f-ionone
(3). The fourth compound. at 14.15 min and 208(M "]
represents 2.9% of the total mixture and was identified
as 3-hydroxy-fS-ionone (4). The sum of the four com-
pounds was 37.7 M, equivalent 10 the amouni of Jutein
degraded, on a molar basis (1:1). Table 2 summarizes
the concentration of each compound determined at 0, 36
and 96 h of fermentation, as well as the degradation of
lutein at those fermentation times. As shown in this ta-
ble, the production of 10 pyM of compound (2} as a
single product was observed at 36 h fermentation. At
this fermentation time 22 uM of lutein had been de-
graded. However, at 96 h fermentation we found
31.8 pM of compound {1). when 38 pM of lutein had
been consumed.

Spectrometric results

Compound (l); 7.8-dthydro-f-ionol: EM: m/z; 196
31.4 [M]", 181/7.8 [M-Me]", 178/12.4 [M-H,0]".
163/535, 136/24, 123/100. 108/8, 107/20, 93/28, 55/20,
43/25.41 18

Table 2 Concentration {pM) of volatile compounds a1 differen:
fermentation times"

Fermentation time {h}

0 36 96
f-lonone (2) 0 10 160
“3-Dihydro-f-ionol (1) 0 0 31.80
~8-Dihydro-f-ionone (3} 0 0 1.34
3-Hydroxy-fi-ionone (4) [\ 1] 1.03
Lutein 40 18 .00

*Cells were grown at 29 °C and 60 rpm in yeast-trypionc -sodium
medium containing 40 uM lutein and 0.02% glucose. The quantt.
rative analysis was obtained by gus chromatography

Compound (2): f-iononc: EM: mjz; 192 [M]", 177/
100 {M-Me]. 149/8. 135/12, 93/7. 91/6.4. 43/26. 11 6
Compound (3): 7.8-dihydro-fi-ionone: EM: m/z; 194/
15 [M}™, 161745, 136/13, 121/100, 107'7, 93/30, 79/
29, 41/28

Compound {4): 3-hydroxy-f-ionone: EM: m/z; 208/6
[M]7", 193720 {M-Me] ™, 165/100. 137/26. 109/25, 107/
24, 91420, 43440

Discussion

The ionones {C,;3) and their derivatives are broadly
distributed in nature. They are important constituents of
many essential oils of vegetable origin, which contribute
especially 1o aroma profiles and to the flavor of some
flowers and fruits (Lutz and Winterhalter 1992; Yang
and Min 1993). Among the ionones, compound {2) has
been reported as a product of the oxidative rupture of -
carotene {Crouzet and Kanasawud 1992). Compounds
(1} and (3) have been reported as products of the bio-
transformation of f-ionone by immobilized cells of Ni-
cotiana tabacum (Tang and Suga 1994), and compound
(4) has been reported as a product of the microbial
conversion of f-ionone (Yamazaki et al. 1988). Al-
though no detailed information is available on the wrue
mechanism of synthesis of the hydroxy derivatives. it
has been suggested that these compounds are directly
generated from f-ionone, and probably result from the
action of a hydrolase system (Larroche 1995). Further-
more, microbial hydroxylases generally appear to be
mixed-function oxidases utilizing molecular oxygen
and requiring an electron-transport system linked to
NADPH-dependent  dehydrogenases  (Smith  1984).
Therefore, not finding 3-hydroxy-g-ionone but detecting
only f-ionone as the main product in the first hours of
fernentation suggests that the first step of this trans-
formation is due to a iutein dehydroxylation, followed
by a rupture in the 9-10 position of the lutein molecute
(Fig. 6). Furthermore, at 96 h a predominance of com-
pound (1) was obtained, suggesting the presence of two
reductases, one for the double exocyclic bond of -
ionone to fortm compound (3) and one for the carbonyl
group, giving as end product compound (1) {Fig. 6).
These types of successive reductions have been reported
before by Tang and Suga (1994), who obtained tobacco
aroma by conversion of f-ionone to 7,8-dihydro-fi-
ionone and 7,8-dihydro-f-ionol by the action of isolated
reductases of Nicotiana tabactm. These compounds are
considered important compeonents of the aroma of
lobacco leaves (Burton and Kasperbauer 1985) and of
some flowers, such as Osmanthus fragans (Kaiser and
Lamparsky 1978; Yang and Min 1993), which are
appreciated for their pleasant scent.

On the other hand, volalile compound formation by
thermal degradation of fS-carotene in agueous solution
has been the subject of much discussion. Crouzet and
Kanasawud (1992) reported that, at a temperature of
30 °C. only f-ionone and dihydroactinidiolide were



Fig. 6 Proposed pathway for
the formation of the luwzin-
denved products

formed, and most of the volatile products were gener-
ated at 50 °C, reaching minimum yields of 0.0032%. We
suggest that the process of microbial degradation from
lutein represents a significant advantage in time and
yiclds over thermal degradation. In this work, lutein
degradation of 90% and formation of volatile com-
pounds with a yield of 49.6% was achieved witha 96 h
fermentation. A mixture of volatile compounds was
generated with a mixed culture of Baerifus sp. and
Geotrichum sp. when they were grown in the presence of
lutein and incubated at 29 °C with agitation at 60 rpm.
The compounds obtained, (1). (2), (3). and {4), are im-
portant constituents of the aroma of tobacco plants
(Burton and Kasperbauer 19835).

On a molar basis, the products generated from lutein
were 1:1, therefore we believe that the rupture of the
molecule occurs only at the 9-10 position of the mole-
cule. However, when gzeaxanthin (3, 3'-dihydroxy-§-
carotene) was used instead of lutein, the quantity of
products gencrated was doubled (with a molar rela-
tionship of 1:2), showing a clear specificity of the system
for cyclic--bonds.
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Undoubtedly, mixtures of microorganisms are re-
sponsible for many biotransformations occurring in
nature, These interactions may not always be present,
but can appear under certain environmental conditions.
In our example, these microorganisms seem to comple-
ment each other in order to carry out the biotransfor-
mation of lutein to products with aroma. For this model,
it will be interesting to identify the role of each microbial
species in the lutein degradation, Betier knowledge of
the enzymatic processes involved should improve the
production of volatile compounds. Currently, we are
carrying out studies to answer some of these questions.
In addition, we are investigating the specificity of this
system using other hydroxyl derivatives.
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RESULTADOS I
Degradacién de luteina por un filtrado libre de células: (Ruptura oxidativa)

En vista de que la ruptura oxidativa de luteina se realiza en las primeras horas de
fermentacidn y con el fin de localizar el origen del sistema enzimatico responsable
de esta ruptura, se realizaron fermentaciones con Bacilfus sp. y Geotichum sp. por
separado con y sin luteina tomando como control positivo una fermentacion de la
mezcla de microorganismos con luteina, en las mismas condiciones reportadas en
Sanchez-Contreras et al, (2000). A las 36 h de fermentacién se separaron las
células del medio de cultivo por centrifugacion. Las células se favaron varias veces
con agua bidestilada, se rompieron por sonicacion y el extracto se resuspendié en
buffer cie fosfato de potasio (0.1 M), pH 7.0. Del medio de cultivo se obtuvo proteina
enriquecida por precipitacion fraccionada con sulfato de amonio, se dializo y
resuspendi6 en huffer de fosfato de potasio (0.1 M), pH 7.0, siguiendo la
metodologia de Rosenberg (1996). Ambos extractos proteicos se cuantificaron por
el método de Lowry et al., 1951 y se agregaron proporcionalmente en discos de
papel filtro colocados en una caja petri preparada con agarosa 0.3% pfv, luteina
(0.04 mM) y buffer de fosfato de potasio (0.1 M, pH 0.7). Después de 24 h de
incubacion a 29°C, se observo un halo de degradacion de la tuteina alrededor del
disco que contenia la fraccion del precipitado al 60% proveniente del medio de
cultivo de la mezcla de Bacillus sp y Geofrichum sp. Por este resultado se dedujo

que las proteinas responsables de la degradacion de luteina se excretan al medio
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de culivo y que la generacion de este sistema enzimatico proviene de ambos

microorganismos.

Para corroborar esta suposicion y observar posibles diferencias en el perfil proteico
de cada condicidn ensayada, todos los extractos proteicos obtenidos de los medios
de cultivo se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante, preparado y tefiido siguiende la metodologia descrita por Maniatis
et al., 1989. El gel presenta diferencias en cada condicion (Fig. 3), sin embargo
resalta la presencia de una proteina de 88.56 kDa que se observa cuando
Geolrichum sp. y la mezcla de microorganismos son crecidos con luteina, Este
experimento se repitid utilizando un gel mas concentrado y pudo observarse que
cuando ambos microorganismos se cultivan junios en presencia de luteina ademas
de la proteina de 88.56 kDa, se observa otra proteina de 17.6 kDa (Fig. 4). Este
resultado nos hace pensar que parte del sistema enzimatico de degradacion de

luteina es inducible en Geotrichum por la presencia de luteina.
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Gel SDS-Poliacrilamida 10%

200
116
97.4

66.2

39.2

Fig 3. Gel SDS-poliacrilamida 10%. Muestras de proteina precipitada y concentrada
de los medios de cultivo: 1. Marcador de peso molecular, 2. Mezcla de Bacillusy
Geotrichum con luteina 3. Mezda de Bacillus y Geotrichum sin luteina, 4. Bacillus
con luteina, 5. Badilus sin luteina, 6. Geotrichum con luteina, 7. Geotrichum sin

luteina.
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Gel SDS-Poliacrilamida 12%

88.5

17.6 i

Fig 4. Gel SDS-poliacrilamida 12%. Muestras de proteina precipitada y concentrada
de los medios de cultivo. 1. Mezcla de Bacillus y Geotrichum con luteina 2. Mezcla
de Bacillusy Geotrichum sin luteina, 3. Marcador de peso molecular.
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Zimograma

Se realizo un zimograma para detectar la atividad de oxidasa en la fraccion proteica
que degrado a la luteina en cajas petri, para ello esta fraccion se separé por
electroforesis en getes nativos de poliacrilamida al 12% p/v (Maniatis et al., 1989).
Para evitar la desnaturalizacion por el persulfato de amonio o TEMED el gel se
eluyd por 1h antes de cargar las muestras. Después de la separacion, el gel se
incubd por 24 h a 29°C, superponieqdo un gel de agarosa (0.3% p/v) preparado con
buffer de fosfato de potasio 0.1M, pH 7.0 y luteina (0.04 mM). Bajo estas

condiciones, no se detecto degradacién de luteina.

Fermentacién con diferentes concentraciones de luteina

Con el fin de evalvar la velocidad méxima de degradacion de luteina vy
posteriormente poder optimizar la produccidn de los compuestos con aroma, se
monitoreo la degradacion de luteina en funcién de! tiempo de fermentacion variando
la concentracion de este sustrato. Se realizaron fermentaciones con el cultivo mixto
de Bacillus sp. y Geotrichum sp. en las mismas condiciones reportadas por
Sanchez-Contreras et al., (2000), pero con diferentes concentraciones de luteina
(0.03, 0.04 0.05, 0.1 y 0.12 mM). Se determino la concentracién de |uteina en los
medios de cultivo por densitometria a las 24 h de fermentacion, lapso en el que se

ha observado que se realiza la ruptura oxidativa de la misma. En ita Fig 5 se
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muestra el efecto que tiene la concentracidn de la luteina sobre su velocidad inicial

de degradacion a las 24 h de incubacion.

12

10 -

Vo x 10
(mM/h)
(23]

0 0.05 0.1 0.15 0.2
Luteina mM

Fig 5. Efecto de |a concentracion de luteina sobre su velocidad de degradacién a las 24 hrs

de fermentacién.

Podemos observar que la degradacién de luteina se aproxima asintéticamente a

una velocidad constante siguiendo una cinética de Michaelis-Menten.
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La representacién de este resultado graficando segun Eadie-Hofstee (Fig 6) permite

calcular vatores de Vmax = 0.0305 mM/h y Km = 24,926 mM.

Como observamos el valor de Km es bastante grande, por lo que podriamos inferir
que en este tiempo tenemos una cinética de primer orden, ya que depende

linealmente de la concentracién de sustrato.

0.035 1 Vmax =0.0305

/ y = -24.926x + 0.0305
0.03 ¥ R?=0.9836
0.025
| .
g 0.02 - “. pendiente =-Km = -24.926
é “
9 0.015 -
0.01 -
Vmax/Km
0.005 |
0 0.0005 0.001 0.0015

Voituteina [h™]

Fig 6. Representacion de Eadie-Hofstee, para calcular Vmax y Km
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Degradacion de zeaxantina

La degradacion de zeaxantina genera el mismo perfil de aroma a tabaco que se
genera cuando la fermentacién se realizd con luteina, En la Fig. 7 podemos
observar una cromatografia en capa fina que compara los extractos de los medios
de cultivo de este experimento con los que se obtienen cuando la fermentacién se
realiza con luteina.

Cualitativamente observamos que la mancha con Ry O.79, es ligeramente mas
intensa que la que se genera usando luteina como sustrato. Ademas, observamos
que cuando la fermentacion se realiza con zeaxantina se generan dos manchas con
Ry 0.63 y 0.46, mientras que la fermentacion con luteina muestra una sola con R
0.63. Comparando cuantitativamente |a degradacién de luteina con la de zeaxantina
(Fig 9a), observamos que se degrada el 86.37% de luteina y solo el 68.75 % de
zeaxantina, ademéas el producto con aroma se genera en una relacion molar 1:1y
1:2 con luteina y zeaxantina respectivamente (Fig 9c). Este resultado puede
deberse a la ruptura oxidativa de 1a zeaxantina en sus dos extremos. Por otro lado,
no se observan diferencias significativas comparando el crecimiento y el consumo

de glucosa de tas ambas fermentaciones (Fig. 9b).
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Degradacion de luteina y zeaxantina en funcion del tiempo de

fermentacion

Fermentacién con luteina Fermentacion con zeaxantina

R¢

* - e > OO® < o7
- & = % < (0863

e v & ® & ® < (046

<— 019

20 I,
fi,glr » . i ] » - . - . - .

I LI S Y B T

L 0 12 24 3 48 72 9% 120 Z 0 12 24 36 48 72 9%

Fig.7 Cromatografia en capa fina, TLC-ALUGRAMSIL-UV 254, placas de 0.54 mm

de espesor, desarrolladas en CHCL/ACOET (80/20) y reveladas por aspersion de

Ce(804)24H20 (10%) en H2504 (2N) y calentamiento.
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Fig. 8 Mezcla de microorganismos cultivada a 29°C y 60 rpm en medio YTN con luteina 0.04 mM o zeaxantina
0.03 mM y glucosa 0.02% A) Luteina consumida en presencia ¢ y en ausencia O de microorganismos y
zeaxantina consumida en presencia [0 y en ausencia * de microorganismos B) Cinética de crecimiento con
luteina ® y con zeaxantina [J, glucosa residual cuando se adiciona luteina X y zeaxantina A, C) Cinética de

formacién de compuestos a partir de luteina ) y zeaxantina ¢.
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Discusion

Los carotenoides han sido estudiados ampliamente. Se han usado como colorantes
y pro vitaminicos, pero actualmente se sabe que la degradacion natural de los
carotenoides contribuye a la calidad del aroma y sabor de muchos alimentos. En
este sentido la utilidad de los carotencides es ilimitada y se requiere de un
conacimiento detallado de los sistemas enzimaticos responsables de dichas

transformaciones.

Las tononas y damacenonas son responsables de los agradables aromas que se
obtienen durante la maduracién de algunos frutes. Se ha comprobado que estos
compuestos se generan por diferentes metodos a partir de fa ruptura de los
carotenoides (Winterhalter, 1996). En la mayoria de los casos la ruptura oxidativa
de los enlaces C-C es especifica para los atomos 9-10 y 9-10' de los carotenoides,

dando lugar a la formacion de icnonas, damacenonas y sus derivados.

En este trabajo se generaron a partir de la luteina, 4 compuestos con un fuerte
aroma a tabaco, toedos ellos, han sido reportados como importantes constituyentes
del aroma de la planta de tabaco {Burton y Kasperbauer 1985}. En la naturaleza, las
hojas de tabacc se maduran después de la cosecha para adquirir el perfil de aroma
caracteristico. Durante este proceso de maduracidon se ha comprobado que los
carotenoides, y principalmente la luteina, decrecen considerablemente, mientras
que las iononas y sus derivados aumentan (Burton y Kasperbauer 1985). En
nuestro caso, durante el crecimiento de Bacillus sp. y Geotrichum sp se degrada a

la luteina, transformandola a productos con aroma a tabaco. Este proceso se da
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basicamente en tres etapas: 1) ruptura oxidativa, 2) reduccion, € 3) hidroxilacion.
Los resultados reportados en este trabajo confirman la hipotesis que se planteo y
soportan la idea de que una de las etapas limitantes para esta bioconversion es la

ruptura oxidativa.

Por ejemplo, en una fermentacion de un litro, seguida por 96 horas, observamos
que la mezcla de Bacilfus sp. y Geoinchum sp. produce aproximadamente 31.8
mmoles de compuestos con aroma por cada 33.92 mmoles de luteina, pero cuando
en la fermentacion se utiliza zaeaxantina en lugar de luteina, se degradan 21.28
mmoles de pigmento y se producen aproximadamente 39.7 mmoles de compuestos
con aroma. Esto se debe a que la generacion de los productos con aroma se da
por la ruptura oxidativa de la molécula de zeaxantina en sus dos extremos,
posiciones 9-10 y 9'-10', mientras que la molécula de la luteina solo se rompe en el
extremo con el aniflo beta, posicién 9-10, generando come intermediario B-ionona.
Este resultado hace pensar que |a ruptura oxidativa de la luteina es especifica para

el extremo con el anillo B-insaturado (Fig. 6 deil articulo).

La formacién de p-ionona se da desde las 24 h de fermentacion y se mantiene
como unice producto hasta las 36 h, probablemente debido a que este producto es
téxico en grandes cantidades. Como podemos observar en la Fig 8b, cuando el
medio de cultivo es suplementado con zeaxantina, et crecimiento se ve ligeramente
inhibido después de las 24 h, probablemente debido a que se genera mas B-ionona
como intermediario, ya que la produccidn de este compuesto se da en una relacion

molar de 2:1 cuando se empled zeaxantina como sustrato. En la segunda etapa de
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la bioconversién este intermediario disminuye su toxicidad por medio de dos
reducciones sucesivas, llegando a acumularse sin ningun efecto aparente sobre el
crecimiento microbiano. De este modo, al final de la fermentacién encontramos
principalmente 7,8-dinydro-p-ionol. Este compuesto junto con fa 7,8-dihydro-i-
ionona, se han reportado como productos de transformacion de f-ionona, por la
accion de reductasas aisladas de la planta de Niconiana tabacum (Tang y Suga
1994). El ultimo compuesto obtenido fue la 3-hidroxi-B-ionona, este compuesto se
ha aislado de algunas flores, como Osmanthus Fragans apreciada por su agradable
olor (Yang y Min 1993). También se ha obtenido a partir de p-ionona, usando un

sistema de hidrolasas de Aspergiiius Niger (Larroche 1995).

Por otro lado, hemos encontramos una estrecha cerrelacion entre los sistemas
enzimaticos que participan en la bicconversion de luteina a productos con aroma, y
no se ha logrado separar por completo cada una de las etapas mencionadas. No es
raro encontrar una correlacion de este tipo, ya que las hidrolasas microbianas
generalmente aparecen mezcladas con los sistemas de oxidasas que utilizan
oxigeno molecular y que ademas requieren de un sistema de transporte de
electrones, relacionado con un sistema de oxido-reductasas dependiente de NADP

o NADPH (Smith, 1984).

Con este trabajo se han sentado las bases para lograr la separacién de cada una
de las etapas de esta bioconversion. Un paso imporntante fue lograr la degradacion
de luteina por un filtrado libre de células. Los resultados indican que la ruptura

oxidativa de la luteina se debe a la accién de varias proteinas, que se excretan al

ESTA TESIS NO SALE 39
DE LA BIBLIOTECA




medio de cultivo, puesto que los extractos proteicos después de la separacion por
electroforesis no degradaron a la luteina, mientras que antes de la separacion silo
hacian. Posiblemente las dos proteinas que se inducen por la presencia de luteina
actian conjuntamente. Lamentablemente no se logro probar que un solo
microorganismo  sea responsable de este proceso, lo que dificultard Ia
caracterizacion de este sistema. Sin embargo, no descartamos la posibilidad de que
una de estas proteinas se encargue de la deshidroxilacion y otra de la ruptura
oxidativa. Puesto que no se probo si este sistema de bioconversion funciona usando
8-caroteno como sustrato, de ser cierta esta suposicion, al preparar un zimograma
utilizando B-caroteno en lugar de luteina, muy probablemente podriamos detectar la

actividad de oxidasa dependiente de un solo microorganismo.

Por ofra parte la caracterizacion det sistema de reductasas promete ser mas sencilla
ya que existen reportes de un sistema similar, aislado de Micotiana tabacum que
reduce B-ionona, generando los mismos compuestos que nosotros obtuvimos a
partir de luteina (Tang y Suga, 1994). Estudios preliminares han detectado que la
actividad de reductasa esta presente en Baciflus sp. y se ha encontrado que esta

actividad es dependiente de NADPH (Maldonado G., comunicacion personal).

40



CONCLUSIONES

La bioconversién de luteina a productos con aroma se realiza durante el
crecimiento celular de Bacillus sp. y Geolrichum sp., basicamente en tres
etapas: 1) ruptura oxidativa, 2) reduccién, e 3) hidroxilacion obteniéndose

compuestos con un perfil de aroma similar al del tabaco.

Las proteinas responsables de la degradacion de futeina se excretan al medio
de cultivo y la generacion de este sistema enzimatico depende de ambos

microorganismos.

La ruptura oxidativa es especificamente en el extremo del anillo B-insaturado,
generando doble cantidad de producto cuando se utiliza zeaxantina en lugar de

luteina.

Aunque la ruptura oxidativa de la luteina depende de un sistema
multienzimatice parte de este sistema es inducible en Geotrichum sp. por la

presencia de luteina.

La transformacién de luteina a compuestos con aroma, realizada por
Geotrichum sp. y Bacillus sp., representa ventajas significativas con respecto a
otros procesos de degradacion térmica, microbiana o enzimatica. Sin embargo,
la cantidad de luteina transformada es muy baja, porque la velocidad de

degradacion de luteina disminuye despues de las 24,
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PERSPECTIVAS

¢ Optimizar la cantidad de luteina que Geotfrichum sp. y Baciflus sp. son capaces

de degradar por hora de fermentacion.

¢+ Corroborar la ruta de degradacion propuesta, caracterizando todos los
intermediarios generados e identificando las diferentes actividades enzimaticas,

en cada etapa de la fermentacion.

¢ Encontrar la relacién que existe entre Geotrichum sp. y Bacillus sp durante la

transformacion de luteina a compuestos con aroma.

¢ Determinar la funcién que tienen las proteinas de 88.5 y 17.6 kDa, que se
excretan al medio de cultivo, cuando Geotrichum sp. y Bacillus sp crecen en

presencia de luteina.
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