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1. Introduccion

Los carotenoides son los pigmentos mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Aungue se encuentran principaimente en plantas, los carotenoides
también pueden encontrarse en bacterias, algas, hongos y animales,
especialmente en aves, como el flamingo, peces e invertebrados [1].

Los carotenoides juegan una funcién bioldgica muy importante en humanos y
animales como precursores de vitamina A, estimulantes de la respuesta inmune y
en la prevencidn del cancer y otras enfermedades degenerativas [2].

Los carotenoides son tetraterpenos de 40 dtomos de carbono y pueden ser de
dos clases: 1) los carotenos, que son compuestos hidrocarbonados y 2) las
xantofilas, derivados oxigenados de los carotenos.

La astaxantina pertenece al grupo de las xantofilas; es un antioxidante
extremadamente potente y su actividad es 10 veces mayor que el B-caroteng, la
zeaxanting, la luteina y la cantaxantina y 500 veces mayor que el a-tocoferol [3-
51.

La astaxantina es ubicua en la naturaleza, especialmente en el ambiente marino
y es el principal pigmento en crustaceos, salmones y truchas [2]. Estos animales
son incapaces de sintetizar astaxantina de novo, por lo que el pigmento debe ser
suplementado en su dieta para adquirir su color naranja caracteristico. Por lo
anterior, la astaxantina tiene un amplio uso en la acuacultura al adicionarse al

alimento de estos peces.

M2, Angeles Martinez Gonzalez 1



Facultad de Quimica, UNAM 1. Introduccion

Solamente en algunos microorganismos se ha demostrado la sintesis de
astaxantina: entre éstos sobresalen el alga verde Haematococcus pluvialis [6], la
levadura roja Phaffia rhodozyma [7] y las bacterias Brevibacterium,
Mycobacterium lacticola [8), Agrobacterium aurantiacum [9] y Paracoccus
carotinifaciens [10].

De los microorganismos productores de astaxantina, 2. rhodozyma es el de més
facil manejo vy cultivo, ademas de tener la caracteristica Gnica de fermentar
algunos azlcares, como glucosa, sacarosa, maltosa y rafinosa [11], por lo que se
le considera promisoria para la sintesis a gran escala. Sin embargo poco se
conoce acerca de las rutas metabdlicas involucradas en la biosintesis de
astaxantina, asi como de su regulacién.

Aunque la mayoria de los trabajos de investigacidn han sido enfocados hacia la
produccion biotecnolégica de astaxantina por P. rfiodozyma, los estudios de
caracterizacion de las cepas, asi como la optimizacién de los medios de
produccion, han aportado algunos datos acerca del efecto de las fuentes de
carbono y nitrogeno adecuadas y su concentracion para promover la biosintesis
del pigmento. Se ha visto que, en limitaciones de nutrientes, hay una
acumulacidn de lipidos y, por lo tanto, de carotenoides va gue comparten varios
pasos en las rutas biosintéticas. Por lo anterior este trabajo pretende dar
fundamentos bioguimicos a los efectos observados en otros trabajos y aportar

nueva evidencia en el estudio bioguimico v fisioldgico de esta levadura.

Me. Angeles Martinez Gonzdlez 2
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1.1 Usos y funcion de los carotenoides.

Los carotenoides como grupo, son moléculas extremadamente lipofilicas con
poca ¢ nula solubilidad en agua. Por ello, su localizacidn estd restringida a areas
hidrofébicas de las células, excepto cuando estdn asociados con proteinas o

estan sustituidos por grupos polares fuertes, en CUyo caso pueden encontrarse

en ambientes acuosos.
Los carotencides presentan dobles enlaces conjugados que conforman un
croméforo largo, otorgdndoles la capacidad de absorber la luz en la region

visible. Por esto podemos observar colores que van del amarillo al rojo,

incluyendo al naranja.

Muchas de las funciones de los carotenoides son consecuencia de esta capacidad
para absorber la luz, por lo que su papel natural es dar color. Sin embargo,
también esta establecida su funcién como antioxidantes en los organismos
fotosintéticos y en muchos organismos no fotosintéticos aerobios, participando
en la desactivacion de los radicales libres que se producen durante el
metabolismo normal de las células. La cadena poliénica de los carotenoides es
altamente reactiva y rica en electrones, consecuentemente, en presencia de
oxidantes forman radicales libres de vida corta [12]. Se sabe que los radicales
libres, como el oxigeno singulete (*0;) y el hidroxilo (OH) son especies
altamente reactivas, capaces de iniciar la peroxidacién de lipidos, de inactivar
proteinas, o de causar dafio en moléculas de DNA o RNA. En microorganismos y

plantas se ha demostrado que los carotenoides inactivan radicales libres,

M. Angeles Martinez Gonzdlez 3
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perdxidos y otros oxidantes mediante un proceso en el que se transfiere la
energia de altos niveles de excitacidn a un triplete del carotenoide [13-14].

Los carotenoides han sido relacionados como agentes protectores contra algunas
formas de cancer (particularmente el cancer de pulmén), en algunos casos de
ataques cardidcos, degeneracidn macular y cataratas. También han sido usados
exitosamente en el tratamiento de protoporfiria eritropoyética y otras
enfermedades relacionadas con fotosensibilidad [15].

Se ha demostrado que la astaxantina protege a la piel de los dafios ocasionados
por la luz UV, incrementa la produccion de lipoproteinas de alta densidad y
estimula la respuesta del sistema inmune [16].

Existe gran evidencia que sugiere que la astaxantina modula tanto la respuesta
inmune humora!l como la celular. Este pigmento estimula la liberacién de
interfeucina-1 y el factor o de necrosis tumoral en raton. Este efecto es mucho
mds potente que el de la cantaxantina o el p-caroteno y se ha visto que existe
una mavyor induccidn de citocinas. Asi mismo, la astaxantina presenta una
significante estimulacidn en la produccion de inmunaglobulinas A, My G y sobre
los linfocitos T-ayudadores, incluso cuando no hay cantidades suficientes de
antigeno para promover la respuesta inmune [17-19].

En cuanto a la acuacultura se refiere, la astaxantina ha jugado un papel muy
importante en la crfa de salmaones y truchas en cautiverio, comao aditivo en los
alimentos de estos peces para conferir su pigmentacidén naranja caracteristica, ya

que éstos animales no son capaces de sintetizarla de novo. Sin embargo, es una

M2, Angeles Martinez Gonzélez 4
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1. Introduccion

practica muy costosa, debido a que la astaxantina es el mas caro de los

componentes de la formulacion del alimento, representando alrededor del 10 al

15% del costo total.

La astaxantina fue aprobada por la FDA como aditivo de uso en la acuacultura

desde 1995 [20]. Actualmente se cuenta con una sintesis quimica de astaxantina

realizada por las compafifas Roche y BASF, las mayores compafifas productoras

de carotenoides sintéticos en el mundo [21].

Compuesto Fuente Fuente microbiana Usos
no microbiana
f-Caroteno zanahorias Blakeslea trispora colorante de
sintesis Dunaliella salina alimentos
Licopeno jitomates Blakeslea trispora colorante de
Streptomyces crestomycetius alimentos
subsp. rubescens
Luteina alfalfa, maiz, Spongicoccum escentricum alimento para aves
plantas verdes Chlorella pyrenoidosa
Zeaxantina alfalfa, maiz, Flavobacterium sp.

Cantaxantina

Astaxantina

plantas verdes

crustdceos, aves,
sintesis

crustaceos, aves,
flores (Adonis
annua), sintesis

Cantharellus cinnabarinus
Brevibacterium KY-4313
Rhodococcus maris

Mycobacterium lacticola
Phaffia rhodozyma
Haematococcus pluvialis
Paracoccus carotinifaciens

alimento para aves y
peces

alimento para aves y
peces

alimento para peces

Tabla 1. Principales carotenoides permitidos como aditivos en alimentos.

M2, Angeles Martinez Gonzdlez
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La astaxantina se comercializa a un precio mayor de $2500 USD por Kg. Roche
comercializa un producto denominado Carophyil pink que contiene 5% de
astaxantina [22]. En la tabla 1 [8] se muestran algunos carotenoides de amplio
uso industrial, asi como su fuente de obtencidn.

La acuacultura es un sector que estd creciendo rapidamente, esta industria fue
valuada en el afio 2000 en $40 billones de délares [23]. Una proporcin
importante de esta industria involucra la cria de salmén y camarén, aumentando
el consumo mundial del 3-5% al 25-30% [23]. En 1992 se reporté una
produccién de 270,000 toneladas métricas de salmén a nivel mundial y para 1999
fue de 750,000 toneladas. Los estimados para el afio 2001 apuntaron a alcanzar
el millén de toneladas mientras que para el afio 2005 se busca el producir
alrededor de 1.3 millones de toneladas métricas [24]. El mercado de astaxantina
esta estimado en més de $100 millones de délares [25]. Esta creciente demanda

abre un amplio mercado para la produccién microbiana de astaxantina.

1.2 Biosintesis y regulacion de carotenoides.

Los carotenoides comparten las etapas iniciales de su biosintesis con las vias de
sintesis de una gran variedad de isoprenoides y sus derivados: monoterpenos,
sesquiterpenos, giberelinas y esteroles. El isopentenil pirofosfato (IPP) es el
precursor de todos los isoprenoides [26]. La via de biosintesis mas conocida de
IPP es la del mevalonato (Fig.1), que a partir de acetil-CoA produce IPP, teniendo

como intermediarios la B-hidroxi-p—metilglutaril-CoA (HMG-CoA) v el mevalonato.

M. Angeles Martinez Gonzdlez 6
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La formacién de IPP por esta ruta se ha descrito en animales, plantas, hongos y
bacterias [26]. Una via alternativa descubierta recientemente parte de piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato, teniendo como intermediarios la hidroximetilamina y la

D-1-desoxi-xilulosa [27].

Esta via se ha descrito en eubacterias [27], en el alga verde Scenedesinus
obliquus [28), en las plantas superiores [29] y en la cianobacteria Synechocystis
[30]. El IPP proveniente de esta via, en muchos casos se isomeriza a dimetilalil
pirofosfato (DMAPP), al cual se le adicionan secuencialmente 3 moléculas mas de
IPP para formar geranil-geranil pirofosfato (GGPP). Los intermediarios formados
durante estas adiciones son precursores de una gran variedad de isoprencides

(Fig. 1)

M2, Angeles Martinez Gonzélez 7
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Acetil-CoA

j HMG-CoA sintasa

HMG-CoA

l HMG-CoA reductasa

Mevalonato

l

l PP sintasa

)\/CHZO-PP .
IPP(Cs)
u IPP isomerasa

Ao CHO-PP

DMAPP (Cs)

FPP sintasa l/“ PP

-

Via de Rhomer

CH,
Piruvato }= o
COCH

TPP
K Co,
Hidroximetiltiamina

CHs

HO_'g TPP
+

Gliceraldehido 3P

,

OH
CH,0P

1-D-desoxixilulosa-5P

M/CHZO-PP — Monoterpenos

GPP(Cy9)
FPP sintasa rlpp Bacterioderofilas ¢, d,e,g
Ubiquinona
Menaquinona
. 1 A~ A~ o~ { Hopanoides

Bacterioclorcfila a,b Esteroles

Clorofilas FPP(Cy5) Sesquiterpenos

Doliccles GGPP sintasa l/‘ PP Proteinas farnesiladas

Flastequincna .

Ubiquinona J\/M

Filogquinona P CH,-OPP

Tocoferoles

Gherilinas GGPP(Cyo)

Diterpenos Fitoeno sintasa 'V‘ GaPP

Geranilgeranil-

proteinas )

Fitoeno

A A Ay

Fig.1 Via general de biosintesis de isoprenocides. A la derecha la via de Rhomer [88].
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La condensacion de dos moléculas de GGPP produce el fitoeno, que es el primer
precursor de los carotencides de 40 atomos de carbono. En organismos no
fotosintéticos una sola enzima del tipo CrtI lleva a cabo las desaturaciones para
transformar el fitoeno en neurosporeno y, posteriormente en licopeno (Fig. 2). En
organismos fotosintéticos participan dos clases de enzimas, la primera del tipo
CrtP produce Z-caroteno y la segunda, una enzima £—caroteno desaturasa
produce, el licopeno (Fig. 2). En la tabla 2 se muestran los genes que participan

en la biosintesis de carotenoides en bacterias.

Funcion enzimatica Gen

Formacion de fitoeno y precursores

GGPP sintasa cat £
Fitoeno sintasa ct B
Formacion de licopeno

Fitoeno desaturasa | cril
Formacion de B-caroteno

Licopeno ciclasa | crtY
Formacion de xantofilas

B-Caroteno hidroxilasa crtZ
B -C-4-oxigenasa ot

Tabla 2. Genes que participan en la biosintesis de carotenoides en bacterias [56].

La mayoria de los organismos carotenogénicos producen carotenoides ciclicos
que se' forman con la participacién de ciclasas, las cuales actlian sobre los
extremos de la molécula del licopeno para producir p-caroteno y a-caroteno, los
cuales son los precursores de la mayoria de las xantofilas naturales y de sus

derivados glicosilados.
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Organismos no fotosintéticos
algunas eubacterias y
hongos

QOrganismos fotosintéticos
cianobacterias,algas y

W\/\/L\MWY\/\T plantas superiores

Fitoeno
Fltoeno
desaturasa
(tipo- CrtP)
J\\/\/L\/\/L\/\\/L\/\\/\T\/\YV\Y\/\T crip
- | ot
ggaetnu?'asa Fitoflueno cr
ipo-crt. /L \/L
_rg f l \/\/L\/\/k« V\/\T\/\Y\AT\/Y ¥
/-
)\ A
\/\/L\/\\/L\r\ \/\\/\T\/\T\/\\{/\/\T S-Caroteno
7,3,11,12 Tetrahidrolicopeno
cri@
\ z-Caroteno
desaturasa
Neurosporeno
4
Y /K/\/L\/\\/k/\\/k&/\(\ WA
VY\ T/V\T Licopeno
Licopeno ciclasa
ciclasa Licopeno (tipo crtl)
(tipo- Criy)
crty { crit
Y ¥
-Caroteno

Fig.2 Desaturacion de fitoeno a licopeno y la ciclizacidn de los extremos para
producir B-caroteno en los diferentes organismos carotenogénicos [88].
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La regulacién por producto final o bien por algln intermediario de la biosintesis
es un mecanismo regulatorio comun en varios organismos. En levaduras, la
HMGR es retrorregulada por intermediarios tempranos y por intermediarios
tardios (regulacion cruzada) de la via de los isoprencides [30].

La mayor inhibicion de la sintesis de carotenoides ocurre con el producto mas
desaturado, el licopeno, mientras que una menor desaturacion ¢ la presencia de
anillos de B-ionona dan lugar a una menor inhibicidn [31].

En A. rhodozyma, la produccidn de astaxantina es inhibida por p-ionona, que
posee un anillo andlogo a los del B-caroteno [32]. Ademas, existe evidencia que
indica que la via de sintesis de astaxantina es retrorregulada también por
producto final [33].

La sintesis de astaxantina en P. rhiodozyma se reduce drasticamente en
condiciones microaerofilicas, acumuldndose principalemte pB-caroteno y B-
zeacaroteno [34]. Esto sugiere que ios grupos oxigenados de la astaxantina sdio
se forman en presencia de ciertos niveles de oxigeno. Se ha sugerido mantener
una tensién de oxigeno mayor al 30% para una adecuada produccién de
astaxantina. La presencia de oxigeno singulete y peroxido de hidrogeno
fotogenerados artificialmente o bien, el uso de inhibidores de la cadena
respiratoria como la antimicina, en presencia de luz, inducen la sintesis de
astaxantina en P, rhodozyma [35-36].

Otro mecanismo regulador de la sintesis de carotenoides es la represion

catabdlica por glucosa. En P. rhodozyma, las concentraciones altas de glucosa
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promueven ademas un metabolismo fermentativo [34]. Entre diversas fuentes de
carbono probadas, la celobiosa produce la mayor pigmentacion, pero otros
disacaridos como la maltosa y la sacarosa también dan buena pigmentacion.
Aparentemente las fuentes de carbono de asimilacion lenta promueven una
mayor pigmentacion de las células, pero a expensas de un menor crecimiento.

Se han reportado diversos factores que estimulan ia formacién de carotenoides
como son: el incremento de fuente de carbono [37], la presencia de aminoacidos
como metionina, valina, glicina, triptdfano, fenilalanina, tirosina y leucina [38-
39], el uso de fuentes de carbono como el glicerol [40-41], el etanol [42], el
acetato [43], la xilosa [44], el succinato, residuos de jitomate, los niveles altos o
bajos de fosfatos, la limitacidn de hierro, cobre, zinc 0 manganeso, el pH, los

inhibidores de fosfatasas como fluoruro de sodio [45] entre otros factores.
1.3 Phaffia rhodozyma. Caracteristicas.

La levadura P. rhodozyma es un basidiomiceto y fue descubierta v aislada por
Herman Jan Phaff y colaboradores en 1960, a partir de exudados de la capa
mucoide de los arboles presentes en las regiones montafiosas de Alaska y Japdn.
Durante el estudio de esta levadura, una de sus propiedades se hizo evidente: en
agar extracto de levadura-malta crecian colonias de color rosa, lo que sugeria la
presencia de carotenoides. Una caracteristica Unica de esta levadura es su
capacidad de fermentar aztcares como la glucosa, maltosa, sacarosa y rafinosa

produciendo etanol y gas [46]. Se encuentra filogenéticamente relacionada con
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otros géneros de levaduras productoras de carotenoides como RAodgoforula 'y
Cryptococcus, pero estas levaduras presentan un metabolismo aerobio estricto.
Arthur Andrews en la Universidad de California, EUA descubrid que el principal
carotenoide presente en esta levadura es la astaxantina (del 40 al 95% de los
carotenoides totales dependiendo de la cepa y medio de cultivo) [47,49]. El
ademads, observd que la astaxantina presente en esta levadura tiene una
configuracion absoluta 3R,3R’ [48]. Esto se contrapone con [a mayoria de las
configuraciones presentes en la naturaleza, lo que sugiere una via biosintética
tnica. Ademas de sintetizar astaxantina, produce equineno-3-hidroxiequinenoa y
foenicoxantina [49].

El estado sexual de P, rfiodozyma se denomina Xanthophyllomyces dendrorfius
[501.

l.a temperatura optima de crecimiento de A. rhodozyma es de 22 a 25°C, en
medios con concentraciones de NaCl de hasta un 9% vy es auxoétrofa para biotina.
Presenta actividad de ureasa, produce polisacaridos similares al almiddn, licua la
gelatina y no tiene actividad lipolitica [7].

Las cepas silvestres de P. rhodozyma pueden producir, como maximo, de 300 a
450 ng de astaxantina por gramo de levadura [51], mientras que en cepas
mutantes se ha logrado obtener hasta 3000 ug de astaxantina por gramo de
levadura; sin embargo éstas cepas resultan ser muy inestables, por o que se
éstas deben mejorarse, asi como seguir trabajando en la optimizacion del medio

de cultivo para una mayor produccion del pigmento.
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1.4 Astaxantina. Propiedades fisicoquimicas.

Fig. 3 Estructura de la astaxantina

La astaxantina (3,3"-dihidroxi-B,B-caroten-4,4'-diona) es un oxicarotencide de
férmula molecular CagHsy0- (Fig. 3) v un peso molecular de 596.86. Forma
cristales color violeta oscuro, de apariencia fina Y su punto de fusidn va de 217 a
219°C [46,52]. Es insoluble en soluciones acuosas y solubles en solventes
organicos como el diclorometano, el cloroformo, la acetona y el dimetilsulféxido
entre otros, Es sensible al oxigeno, la fuz, e calor, los &cidos y &lcalis, por lo que
se debe de proteger contra estos agentes durante su extraccién. Absorbe luz en
el rango de UV, presentando una 2 mdx (nm) de: 468, en éter de petrdleo; 472,
en hexano; 478, en etanol; 480, en acetona, 485, en tetracloruro de carbono y

498, en cloroformo [46,52-53].
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2. Antecedentes

Considerando el contenido total de lipidos presente en las levaduras han surgido
diferentes clasificaciones. Una clasificacion considera a dos grupos [52]:

a) Las especies que contienen del 18 al 20% de lipidos respecto a su peso seco
b) Las especies que contienen del 20 al 80% de lipidos respecto a su peso seco.
Otra clasificacion sugiere 3 divisiones de acuerdo al contenido de lipidos de su
peso seco [53]:

a) menos del 5%

b) del 5al 15% vy

c) mas del 15%.

Sin embargo, el contenido de lipidos en levaduras puede variar ampliamente dg
acuerdo a sus condiciones de crecimiento, particularmente si crecen con un
exceso de fuente de carbono que aumente la produccion de lipidos. Por lo que
una clasificacion mas acertada se basa en una prueba bioquimica que identifica la
presencia de la enzima ATP-citrato liasa (ATP-CL) [54]. Considerando asi a 2
grupos:

a) levaduras oleaginosas, si la enzima se encuentra presente y

b) levaduras no oleaginosas, si no se encuentra la enzima.

2.1 Factores que promueven la acumulacion de lipidos en levaduras.

2.1.1. Influencia del medio de cultivo
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El principal requisito para la acumulacion de lipidos en levaduras es una
deficiencia en un nutriente y un exceso de la fuente de carbono. En cultivos en
lote, la proliferacion celular, cuando el nutriente limitante se ha acabado,
muestra que el exceso de la fuente de carbono sigue siendo asimilada por la
célula y canalizada a la biosintesis de lipidos. Este patrdn de 2 estados es mas
pronunciado en levaduras oleaginosas. La fuente de nitrégeno es usualmente el
nutriente limitante, utilizéndose una relacidon C:N de 50:1. Sin embargo, otros

nutrientes limitantes utilizados son: fosfatos, sulfatos y magnesio [55-56].

2.1.1.1 Fuente de carbono

El tipo de la fuente de carbono utilizado para crecer afecta considerablemente e
contenido de lipidos en células. Variaciones en el contenido de lipidos de 39, 47,
57 y 62% se han observado en Rhodoforula gracilis crecida en celobiosa,
sacarosa, glucosa y xilosa, respectivamente [57]. Similarmente en Candida
curvata crecida en etanol, glucosa, lactosa y xilosa se obtienen valores de lipidos
del 30, 33, 40 y 49% respectivamente [58].

Variaciones en el contenido de lipidos y en la composicién de los acidos grasos
ocurren cuando las levaduras se crecen en presencia de acidos grasos [59-60].
Estos sustratos modifican la longitud de la cadena de acidos grasos, asi como el
grado de insaturaciones de las mismas, por lo que los &cidos grasos o sus ésteres
han sido utilizados como sustratos o co-sustratos en levaduras oleaginosas, para

incrementar el contenido especifico de un acido graso en particular.
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El etanol es un sustrato que potencializa la produccién de lipidos [61-63]. Se ha
observado que en P. rhodozyma, si se adicionan pequefias cantidades de etanol,
se incrementa la produccion de astaxantina [64]. Este incremento se relaciona
probablemente con la alteracion en la respiracién y la consiguiente formacion de
especies de O, reactivas. También es posible que el etanol induzca enzimas
especificas como el sistema P450 oxidasa. La adicién de acetato al medio de
cultivo también incrementa la produccién de carotenoides [38]. Se ha propuesto,
que tanto el etanol como el acetato inhiben las enzimas det ciclo del glioxilato,
produciendo un incremento en la produccién de acetil-CoA [64].

Otra posibilidad es que el etanol provoque un aumento en la actividad de la
enzima HMG-CoA reductasa, lo que conlleva a la desregulacién de la enzima, la

cual juega un papel clave en la biosintesis de isoprenoides [64].

2.1.1.2 Fuente de nitrogeno
La concentracion de la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo tiene una gran
importancia en el contenido de lipidos en la mayoria de las levaduras [52].
Cuando la concentracion de la fuente de carbono estd en exceso y se incrementa
la fuente de nitrogeno se produce un decremento en la concentracién total de
lipidos. .Se ha reportado que las altas concentraciones de lipidos se obtienen
cuando se utiliza un fuente de nitrégeno organica, en comparacién de cuando se
utiliza una fuente de nitrégeno inorganica [65]. En la levadura oleaginosa

Rhodosporidium toruloides el contenido de lipidos se incrementa de un 18% con
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NH4Cl como fuente de nitrdgeno, hasta arriba del 50% de lipidos en peso seco
cuando se utilizan glutamato, urea o arginina como fuente de nitrégeno [66]. El
incremento de lipidos en células crecidas en glutamato viene acompafiado por un
marcado incremento en la concentracion intracelular de citrato v su posterior
excrecion de la célula [66].

Estudios en A. rhodozyma han demostrado, que al crecer a la levadura en
concentraciones decrecientes de sulfato de amonio en un rango de 60 a 10 mM,
existe un incremento en el contenido total de lipidos y, por lo tanto, un
incremento en la produccion de astaxantina de 140 a 230 ug/g, en
concentraciones de 61 a 12.9 mM de sulfato de amonio respectivamente, este
incremento va acompafiado de una disminucién de la sintesis de proteinas [56].
En el alga H. pluvialis, 1a limitacién de nitrégeno también es un factor importante
para la acumulacion de carotenocides [67]. Estos datos sugieren que la reduccién

en la sintesis de proteinas puede estimular la biosintesis de carotenoides.

2.1.1.3. pH, temperatura y aireacion.
No existen reportes de cambios significativos en el contenido de lipidos cuando
se crecen las células a diferentes valores de pH. Tal es el caso de Candida 107,
que no presentd cambio en su contenido lipidico cuando se crecié en un medio
de cultivo con valores de pH de 3 a 7.5 [68].
Estudios en A. rhodozyma han demostrado que cambios en el pH afectan el

crecimiento y la produccion de pigmentos. El pH dptimo para la producciéon de
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astaxantina en fermentador a pH controlado es de 4.5. A pH de 3.5 se acumula
B-zeacaroteno, mientras que a pH de 4.5 no se encuentra presente este
compuesto [69].

La temperatura afecta considerablemente el contenido de lipidos en las levaduras
[55-53], va que se ha observado que existe un aumento en la acumulacion de
lipidos cuando desciende la temperatura. En la levadura oleaginosa Candida 107
se observé que el contenido lipidico varid de 17.9 a 21.5 y a 14% a temperaturas

de 19, 30 y 33°C, respectivamente [70].

2.2 Biosintesis de lipidos en levaduras.
2.2.1 Origenes de acetil-CoA

La biosintesis de lipidos es un proceso citosdlico y depende del suministro de
moléculas de acetil-CoA debido a que ésta es Ia unidad precursora basica para la
biosintesis (Fig. 3). Estas unidades provienen de la fuente de carbono utilizada
para crecer. Los azlcares Cs pueden ser catabolizados via glucdlisis o bien, por la
via de las pentosas para generar piruvato. Debido a que no existe la enzima
citosdlica piruvato deshidrogenasa en levaduras, el piruvato es transportado
dentro de la mitocondria donde es oxidado a acetil-CoA. El acetil-CoA puede ser
liberadeo al citosol via varios compuestos: citrato, acetato o acetil-carnitina [71-
72]. Una cuarta fuente de acetil-CoA citosdlico es originado por el catabolismo de
las pentosas. Se ha visto que existe una induccion de la enzima pentulosa

fosfocetolasa, cuando las levaduras crecen aerdbicamente en xilosa, Esta enzima
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cataliza el rompimiento de la xilulosa 5-fosfato para generar gliceraldehido-3-
fosfato y acetil fosfato [73-74], este (ltimo compuesto es convertido en acetil-

CoA en el citosol, por la enzima fosfotransacetilasa.

En levaduras no cleaginosas como Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis, 1a
acetil-CoA proviene de la mitocondria via carnitina acetiltransferasa,
propercionando las unidades necesarias para la biosintesis de lipidos [75]. En
levaduras oleaginosas como en células de mamiferos, se cree que el citrato es el
principal donador de unidades de acetil-CoA para la biosintesis de lipidos [76]. El
citrato es exportado de la mitocondria via citrato-malato translocasa al citosol
[77], en donde es escindido por la enzima ATP-citrato liasa, generando acetil-
CoA y oxaloacetato. Este es el nico mecanismo conocido de metabolismo de

citrato citosdlico y no ha sido detectado en microorganismos no oleaginosos [78-

79].
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Fig. 4 Rutas metabdlicas que proporcionan las unidades de acetil-CoA necesarias
para la biosintesis de lipidos en levaduras.

1. glucdlisis; 2. ciclo de las pentosas; 3. fosfocetolasa; 4. fosfotransacetilasa; 5.
piruvato deshidrogenasa; 6. piruvato carboxilasa; 7. citrato sintasa; 8. sistema
citrato/malato translocasa; 9. acetil-CoA hidrolasa; 10. acetil-carnitin transferasa; 11.
acetil-CoA sintasa; 12. ATP-citrato liasa; 13. malato deshidrogenasa; 14. enzima mélica:
15. acetil-CoA carboxilasa; 16. complejo para la sintesis de lipidos.

OAA: oxaloacetato; Xu5-F: xilulosa 5-fosfato.
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2.2.2. Regulacion de la biosintesis de lipidos en levaduras.
Los 2 principales mecanismos que deben ser estudiados para entender mas
acerca de la regulacidn de la biosintesis de lipidos en levaduras son:
a) Conocer los factores que controlan la biosintesis de &cidos grasos, incluyendo
cémo se regula la longitud de la cadena y el grado de insaturacién y
b) Entender el mecanismo de la acumulacién de lipidos, incluyendo el flujo de

carbono a acetil-CoA, en levaduras oleaginosas.

La biosintesis de lipidos en levaduras no oleaginosas estd controlada
principalmente a nivel de la acetil-CoA carboxilasa y la acido graso sintasa.
Cuando se crecen las levaduras en presencia de acidos grasos exdgenos existe
una represion de ambas enzimas [80].

El citrato estimula la actividad de la acetil-CoA carboxilasa, pero Ilas
concentraciones requeridas son superiores a las que ocurren en condiciones
fisiologicas [81].

En levaduras oleaginosas la enzima ATP-CL es necesaria para la acumulacion de
lipidos, sin embargo, estd claro que la regulacion de la biosintesis de &cidos
grasos no estd dada por un paso Unico, sino que esta regulada por varios pasos
metabdlicos [82]. El control de la biosintesis de acidos grasos opera a nivel de la
glucdlisis, del metabolismo del citrato mitocondrial, del transporte de sustratos al
citosol, de la generacidn de acetil-CoA citoplasmatico y la conversién de este

tltimo a malonil-CoA (Fig. 4).
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Estudios bioquimicos en levaduras oleaginosas han aportado evidencia
experimental en cuanto a la regulacién de la biosintesis de lipidos (Fig. 5),
generandose la siguiente hipétesis:

Existe un decremento de AMP cuando se crecen las levaduras en una fuente
limitante de nitrégeno [83]. Lo anterior conlleva a la subsecuente inactivacién
alostérica de la enzima mitocondrial NAD'-isocitrato deshidrogenasa [76,81],

previniendo asf la formacion innecesaria de ATP.

El isocitrato es acumulado dentro de la mitocondria y entra en equilibrio con el
citrato via la enzima reversible aconitasa, la cual no se ve afectada por cambios
en la carga energética de la célula. Este citrato es exportado fuera de la
mitocondria por la enzima citrato/malato translocasa y una vez en el citosol, es
escindido por la enzima ATP-CL en acetil-CoA y oxalcacetato. El acetil-CoA
proporcionara las unidades carbonadas necesarias para la biosintesis de lipidos y
el oxaloacetato serd convertido a malato por la enzima malato deshidrogenasa y

posteriormente descarboxilado a piruvato [82].

Habra la inhibicién por retroalimentacidn tanto del flujo del citrato como de la
enzima. ATP-CL, por productos finales del metabolismo de lipidos, como son

acidos grasos, carotenoides, etc. [77].
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Fig. 5 Regulacion de la biosintesis de lipidos en levaduras

PKF: fosfofructocinasa; CMT: citrato/malato translocasa; ICDH: NAD-isocitrato
deshidrogenasa; PK: piruvato cinasa; ACL: ATP-citrato liasa; ACC: acetil-CoA
carboxilasa; FAS: complejo &cido graso sintetasa; ME: enzima malica; + activador; -
inhibidor alostérico.
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Bajo las condiciones anteriores, la sintesis tanto de proteinas como de &cidos
nucleicos disminuye, por lo que la biosintesis de lipidos se ve favorecida; esta
acumulacién no se debe a que la velocidad de sintesis de lipidos aumente
(maximo 20%), sino mas bien al cese de otras actividades metabdlicas [83].
Otros estudios han demostrado el papel que juegan algunas enzimas en la
acumulacién de lipidos. Se ha confirmado la presencia de la enzima fosfocetolasa
en las levaduras oleaginosas Candida 107 y Rhodotorula graminis. Esta enzima
también proporciona unidades de acetil-CoA para la biosintesis de lipidos [78].

Se han |ogrado clonar los genes de la ATP-CL de higado de rata en plantas, Io
cual sélo permite una modesta produccién del 16% de lipidos [851, por lo que la
ATP-CL no explica completamente la acumulacién de lipidos.

Se ha reportado una relacién directa entre la acumulacidn de lipidos vy la
actividad enzimatica de la enzima malica en los hongos Mucor circinelloides y
Aspergillus nidulans. Esta enzima cataliza la descarboxilacién oxidativa del malato
dando como productos: piruvato, CO, y NADPH. Se ha propuesto que esta
enzima provee de las unidades necesarias de NADPH para la biosintesis de

lipidos, via el complejo &cido graso sintetasa [84].
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3. Justificacion del proyecto

P. rhodozyma ha sido un microorganismo de amplio estudio debido a las
caracteristicas que presenta: 1) la produccion de astaxantina, pigmento
ampliarmente utilizado en la acuacultura y por sus propiedades antioxidantes en
animales y humanos y 2) por ser fa Unica levadura carotenogénica que fermenta
azucares.

Por ser P. rhodozyma una levadura carotenogénica podria considerarse como un
microorganismo oleaginoso, sin embargo, esta clasificacion sélo podrd ser la
correcta si se identifica la presencia de la enzima ATP-CL, prueba bioguimica
necesaria para la clasificacién de las levaduras en oleaginosas y no oleaginosas.
Se han llevado a cabo diversos estudios de P. rhodozyma y han consistido
principalmente en la manipulacién y optimizacién del medio de cultivo para una
mayor produccién de pigmentos, sin embargo, pocos han sido los estudios
relacionados con su fisiologia y bioquimica.

Por trabajos anteriores en nuestro laboratorio, se ha visto que en altas
concentraciones de glucosa y adicionando citrato al medio de cultivo se estimula
la produccidn de carotenoides. Asi mismo se ha propuesto que el citrato
mitocondrial, via la enzima ATP-CL, es la principal fuente de acetil-CoA necesaria
para la biosintesis de lipidos en levaduras oleaginosas. Por otro lado, se sabe que
la biosintesis de lipidos y carotenoides provienen de este mismo precursor, por 1o

que el identificar la presencia de la enzima ATP-CL en AP, rhodozyma no sdlo
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servirla para la clasificacién de esta levadura, sino que proporcionaria
informacién necesaria para el mayor conocimiento de Ia regulacion metabdlica de

la biosintesis de lipidos, y por ende de carotenocides en esta levadura.
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4, Hipotesis

% Phaffia rhodozyma podria considerarse un microorganismo oleaginoso debido
a que es una levadura carotenogénica, por lo que pensamos que se
encontrard presente la enzima ATP-citrato liasa.

“ Esperamos observar un efecto del citrato sobre el crecimiento v la produccién
de pigmentos cuando éste se adiciona en diferentes etapas del crecimiento de
P. rhodozyma, asi mismo se espera observar una diferencia en la utilizacién

del citrato cuando es adicionado en altas y bajas concentraciones de glucosa.

e

oy

Si la enzima ATP-CL. se encuentra presente en esta levadura, serd posible

encontrar carotenocides marcados provenientes de la acetil-CoA formada a

partir del cido citrico marcado con C** adicionado al medio de cultivo.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general:

% Identificar la presencia de la enzima ATP-citrato liasa en la levadura Phaffa

rhodozyma.

5.2 Objetivos particulares:

* Verificar el efecto del citrato en el crecimiento y la produccidn de carotenoides
en la levadura P. rhodozyma en cultivo en lote, utilizando un medio de cultivo
completo en bajas y altas concentraciones de glucosa.

< Identificar la presencia de carotenoides marcados radioactivamente cuando se
adiciona citrato marcado con C”, como evidencia de la presencia de la
enzima ATP-CL.

< Medir la actividad de la enzima ATP-CL en extracto crudo de proteinas y
determinar a qué tiempo de la fermentacién hay mayor produccién de la
enzima.

% Determinar el pH dptimo y temperatura dptima de la enzima ATP-CL.

% Determinar la afinidad de la ATP-CL por sus sustratos (citrato y ATP).
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6. Estrategia

6.1 Experimentos preliminares

Fermentacién en medio JL(m) adicionando a diferentes
tiempos un amortiguador de &cido citrico/citrato 30 mM.
Determinar el mejor tiempo de adicion y verificar
que no se afecten las condiciones de
fermentacion.

Adicionar acido citrico Establecer la mejor  técnica de

ext i0 t .
marcado con C*. raccion de proteinas en P

rhodozyma que permita determinar la
actividad enzimatica de la ATP-CL

Determinar si existen

carotenoides marcados.

Determinar la actividad enzimatica
de la ATP-CL por una reaccion
acoplada con la enzima malato
deshidrogenasa en extracto proteico.

Determinar la actividad de
la enzima ATP-CL en 3
diferentes cepas de A

rhodozvma.
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6.2 Experimentos finales

Realizar una fermentacion Determinar la actividad enzimatica
determinando la actividad de la ATP-CL en concentraciones
enzimatica de la ATP-CL cada 24 altas y bajas de glucosa
horas y establecer en qué tiempo adicionando  citrato  (frio vy
hay mayor produccién de enzima. marcado) a diferentes tiempos de
fermentacion.

\ 4
Determinar el efecto del pHy la Medir la incorporacidn del citrato
temperatura sobre la actividad de marcado, tanto al interior de la
la enzima ATP-CL. célula, como al extracto lipidico y
Determinar la afinidad de la ATP- a los carotenoides.
CL (Km) por sus sustratos (citrato
y ATP).
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7. Metodologia
7.1 Procedimiento para realizar una fermentacion.

7.1.1 Preparacion del preindculo
Sembrar por estria una caja de agar YM (ver anexo 2) con la levadura A.
rhodozyma NRRLY 10922 e incubar a 22°C durante 48 horas. Una vez crecido €l
microorganismo tomar una asada y transferirla a un matraz Erlenmeyer de 250
mL con deflectores con caldo YM (ver anexo 2) e incubar a 22°C con agitacion a

150 rpm durante 24 horas.

7.1.2 Inoculacion del medio de produccion.
EL preindculo se ajusta a una absorbancia de 1.5 con solucion salina isoténica
(SSI) a una longitud de onda de 540 nm.
Se inoculan 2 mi del preindculo ajustado por cada 100 mL de medio de cultivo.
Se reparten 30 mL del medio de cultivo inoculado en matraces Erlenmeyer de

250 mL con deflectores.

7.2 Determinacion de crecimiento

7.2.1 Determinacidn de fa curva patron.
Se crece a P. rhodozyma en caldo YM a 229C y 150 r.p.m. de agitacion durante
48 horas, se lavan las céiulas 2 veces por centrifugacion a 5000 rpm durante 5
minutos con solucion salina isotdnica. Decantar el sobrenadante y el sedimento

se resuspende en un volumen igual con SSI. De esta suspension se hacen
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diluciones, ajustando la absorbancia en el espectrofotémetro a 540 nm en un
rango de 0.1 a 1.2. De cada dilucion se toman triplicados de 3 mL cada uno y se
colocan en charolas de aluminio secas y previamente pesadas. Dejar secar en un
horno a 60°C hasta obtener el peso constante.,
Con los pesos obtenidos se puede realizar la curva patrén de crecimiento,
graficando la absorbancia contra el peso seco en mg de células por mL;
obteniendo la ecuacidn de la recta, con la cual se realizan los cilculos de
crecimiento en todos los experimentos por interpolacién de la absorbancia (ver
grafica anexo 1).
7.2.2 Determinacion de crecimiento en muestras
Tomar 1 mL de cultivo, centrifugar durante 5 minutos a 5000 r.p.m. y decantar el
sobrenadante, el sedimento se resuspende en SSI para obtener Ié dilucién
necesaria que entre dentro del rango de fa curva patrdn. Homogeneizar la
suspension y medir en el espectrofotémetro a 540 nm. E! valor de la absorbancia
se interpola en la curva para obtener el crecimiento en mg de células por mL, de
acuerdo a la siguiente ecuacion:
y = (mx + b) * F.D,
y = 0.6372x * F.D.

y = Absorbancia

m = pendiente = 0.6372

X = mg células/mL

b = ordenada al origen = 0
F.D. = factor de dilucidn
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7.3 Determinacion de pH
La determinacion del pH se realiza de la siguiente forma: se toman 2 mbL de
cultivo de la levadura, centrifugar y a partir del sobrenadante determinar el pH

con un potencidmetro, el cual contiene un electrodo combinado y calibrado con

amortiguadores a pH 4y pH 7.

7.4 Determinacion de glucosa

Método enzimdtico, colorimétrico, de punto final, TRINDER, GOD-POD. (KIT)
FUNDAMENTO.

Este método utiliza dos enzimas que son: la glucosa oxidasa y peroxidasa
(GOD/POD). La glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa en solucion acuosa a
acido glucdnico y perdxido de hidrdgeno. Este Ultimo reacciona en presencia de
la peroxidasa con el fenol y la 4-aminofenazona, para formar un compuesto de
color rojo. La intensidad de color que se desarrolla es proporcional a la
concentracion de glucosa y puede ser medida espectrofotométricamente entre
460 y 560 nm.

METODO.

Se marcan los tubos correspondientes a la muestra, el blanco y el patron y se
adicionan los reactivos seg(n lo marca la siguiente tabla:

Blanco Patron Muestra
Agua destilada 0.01 mL * *
Patron * 0.01 mL *
Muestra * * 0.01 mL
Mezcla de reaccidn 1.5 mL 1.5 mL 1.5mL
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La muestra se toma del sobrenadante obtenido para la determinacion de pH.

Mezclar bien e incubar por 10 minutos a 37°C, evitando que los tubos estén
expuestos a la luz. Una vez terminada la incubacién se lee en el
espectrofotémetro a 510 nm, durante los 10 minutos posteriores a la incubacion.
La concentracion de glucosa contenida en las muestras se calcula con la

concentracion del estandar de acuerdo a la siguiente formula:

Glucosa (mg/dL) = (Absorbancia de la muestra/ Absorbancia del estdndar) * 100

Glucosa (mmol/L) = (Absorbancia de la muestra/ Absorbancia del esténdar) * 5.5

La reaccidn es lineal hasta 500 mg/dL (27.75 mmol/L); a concentraciones
mayores es necesario realizar diluciones de la muestra con SSI.

Las diluciones necesarias en los experimentos se muestran en la siguiente tabla:

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas | 96 horas
Glucosa 1:25 1:25 S.D.* S.D.*¥ S.D.*
1%
Glucosa 1:100 1:100 1:100 1:10 S.D.*
6%

*S.D.! sin dilucién

7.5 Determinacion de carotenoides totales

La cuantificacion de pigmentos se hizo de acuerdo con Sedmak [86].

Se tor;\an 0.5 mL de cultivo y se centrifuga a 5000 rpm durante 5 minutos;
decantar el sobrenadante. Se agregan 0.5 mL de perias de vidrio y se
homogeneiza en un vortex. Después de esto, se agrega un mL de DMSO (dimetil

sulféxido) y se incuba durante un minuto en bafio maria a 58°C y se agita en
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vortex durante 45 segundos, con el fin de romper la pared celular de las
levaduras. Una vez agitados los tubos se adicionan 0.2 mbL de NaH,PQOs. El
pigmento se extrae adicionando 2 mL de una mezcla de solventes organicos:
hexano / acetato de etilo (1:1) y agitando en vértex durante un minuto.
Se centrifugan las muestras a 5000 rpm durante 10 minutos y con una pipeta
Pasteur se extrae la fase organica y se mide en el espectrofotometro a 480 nm.
Es importante sefialar que toda la extraccion se realiza en condiciones de
oscuridad para proteger a los carotenoides de su descomposicion por la luz.
Para determinar la concentracion de carotencides presentes en una muestra se
utiliza {a siguiente férmula:

ug de carotenoides = ((A)(10%)/ (*E;)(100)) * F.D.

ug de carotenoides/mL = ng de carotenoides / 0.5 mL de muestra

A = Absorbancia observada

1%E 1m = coeficiente de extincién especifico para astaxantina
en hexano = 2100

F.D. = factor de dilucion = 2

7.6 Separacion y cuantificacion de astaxantina.

7.6.1 Separacion
La separacion del pigmento se hace por medio de una cromatografia en capa
fina en placas de silica gel 60 (Kiesel DC-alufalien sin indicador fluorescente) de
20 X 20 cm X 0.2 mm de espesor.
Una vez que se extraen los carotenoides de la levadura y que se determina la

absorbancia, se evapora el hexano presente en las muestras con un flujo de gas
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nitrdgeno y se sellan los tubos con papel parafilm, se mantienen en la oscuridad
y congelacién hasta la aplicacion de la cromatoplaca.
La muestra se resuspende en hexano, la cantidad de solvente depende de la
absorbancia obtenida: se aplicaron 4 ul de muestra y 1 pl de estdndar de
astaxanting, proporcionado por Hoffman La Roche, (ver preparacidn del estandar
en anexo 1).
La cromatoplaca se eluye durante 15 minutos utilizando como fase mévil una
mezcla de solventes que contiene éter de petrdleo y acetona, en proporcion de
80:20 en una camara de elucion previamente saturada (1 hora).
7.6.2 Cuantificacion
Una vez eluida la placa, se cuantifica la astaxantina en un densitémetro
(CAMAG), lo cual consiste en hacer pasar un haz de luz a una longitud de onda
de 480 nm; la cantidad de luz absorbida y emitida forma un pico de absorcidn, el
area bajo la curva es integrada por el mismo aparato en mV.
Para determinar la concentracion de astaxantina se utiliza la siguiente férmula:
Area del estandar/Area de la muestra *[estandar] = [muestra]*F.D.=

[muestra]real

7.7 Extraccion de proteinas
7.7.1 Método de polvos de acetona
Se toman 25 mL de cultivo de la levadura y se filtran al vacio por un filtro

buchner utilizando un papel filtro Whatman No. 41, se afiaden 50 mL de SSI
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para lavar las células y después 25 ml de acetona fria. Se deja evaporar la
acetona y se guarda el papel filtro con las levaduras en congelacidn hasta el
momento de hacer el extracto proteico.

Para realizar el extracto proteico se raspa el papel filtro con la espatula y se
colocan los polvos de levadura en un mortero, en el cual se trituran con hielo
seco. El macerado se resuspende en 5 mL de un amortiguador de fosfatos 50
mM a pH = 7.2. Se centrifuga durante 45 minutos a 20,000 rpm y a una
temperatura de 0 a 4°C. El sobrenadante se guarda en un tubo eppendorff en

congelacion hasta la determinacion enzimatica. El sedimento se desecha.

7.7.2 Extraccion de proteina total
Se toma 1 mL de cultivo, se centrifuga @ 5000 rpm durante 5 minutos y se
decanta el sobrenadante. Se resuspende el sedimento en un miL de &cido
tricloroacético (TCA) al 10% vy se congela durante toda la noche (minimo 12
horas).
Transcurrido este tiempo, las muestras se descongelan y se dejan hidrolizar

durante una hora'en 1 mL de NaOH 0.4 N.

7.8 Determinacion de proteina por el método de Lowry
FUNDAMENTO
Este método tiene como base la formacidn de un compuesto colorido entre el

grupo fendlico de la tirosina (0 grupo aromdtico en el caso del triptofano,

histidina y fenilalanina) de las proteinas y del acido fosfowolfanomolibdico (color
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oro) que oxida al grupo hidroxilo de la tirosina en condiciones aglcalinas, dando un
color azul intenso que se puede medir a 595 nm.

SOLUCIONES.

SOLUCION A: Na,COs al 2% en NaQH 0.1N
SOLUCION B: Tartrato de sodio / potasio al 2%
SOLUCION C: CuS04.5H,0 al 1%

Al mornento de utilizarse:

Solucién de Lowry: **1.0 mL Sol. B+ 1.0 mL Sol. C en 98 mL de Sol. A
Reactivo de Folin: Diluir la solucién (2N) con un volumen de agua (1:2)
**Deben adicionarse en ese orden para evitar la precipitacion.

METODO.

Se toman 100 pL de la muestra y se afora a un volumen final de un mL con agua
destilada. Se afladen 5 mL de la solucién de Lowry y se agita en un
homogenizador vértex. Dejar reposar 10 minutos y se adicionan 500 ul de
reactivo de Folin dejando reposar durante 30 minutos. Leer en el
espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

Para poder hacer la cuantificacién de proteinas en una muestra problema se
realiza una curva patrén (por duplicado) utilizando albimina sérica bovina en
concentracion de 1 mg de proteina en un mL de NaOH 0.1N.

* El color es estable de 30 minutos a 5 horas.

BSA mg/ulL uL BSA uL agua dest.
50 50 950
100 100 900
150 150 850
200 200 800
250 250 750
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7.9 Determinacién de la actividad enzimatica de la ATP-CL
FUNDAMENTO

La determinacion de la actividad enzimética de Ia enzima ATP-CL se basa en una
reaccion acoplada con la enzima malato deshidrogenasa dependiente de NADH
[87].

La enzima ATP-CL cataliza la ruptura de citrato en acetil-CoA y oxaloacetato, este
titimo es utilizado como sustrato por la enzima malato deshidrogenasa,
consumiéndose NADH, La disminucién de esta coenzima es la que se detecta

espectrofotométricamente en la regién de UV a 340 nm.

REACCION

ATP + ADP +
SH-CoA  acetil-CoA NADH NAD'

citrato M oxaloacetato&—‘zb malato

ATP-CL MDH

MEZCLA DE REACCION

300 uL de Extracto de proteina

322 L 0.5 M Tris-HCI (pH 8.4)

100 pL 2 mM CoA-SH

10 plL 10 mM NADH

50 ul 0.2 M MgCl,

1.0 ul B-mercaptoetanol

100 pL 0.2 M citrato de sodio

17 uL malato deshidrogenasa (MDH) (10 U)
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Se lee a 340 nm a 25°C por 2 minutos cada 10 segundos. Transcurrido éste
tiempo se inicia la reaccidén con 100 ul de ATP 0.2M v se mide otros 2 minutos
cada 10 segundos.

El calculo de la disminucidn neta de absorbancia se hace realizando una resta:

Absorbancia inicial — Absorbancia final = disminucidn neta por la reaccién.

7.10 Determinacion de radioactividad
A cada matraz Erlenmeyer de 250 mL con 30 mL de medio de produccién se le

adicionan 5 uCi de &cido citrico marcado con C** en los carbonos 1 y 5, enun

amortiguador de &cido citrico/ citrato 30 mM ajustado a diferente pH de acuerdo

al tiempo de adicién.

7.10.1 Determinacion de radioactividad intracelular y

extracelular

Se toman 0.5 mL de cultivo, se lava 3 veces por centrifugacién con solucién
salina isotdnica. Del sobrenadante del primer lavado se guardan 100 uL para la
determinacion de radioactividad extracelular.

Al sedimento de células se le agregan 0.5 mL de perlas de vidrio y se adiciona 1
mL de DMSO, se incuba a 58°C durante 1 minuto y se agita en un
homogeneizador vértex durante otro minuto para romper la pared celular. Una
vez hecho esto se toman 100 ul para la determinacién de la radioactividad

intracelular.
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7.10.2 Determinacion de radioactividad en carotenoides totales
Para la determinacidn de radioactividad en carotenoides totales se sigue el
mismo método de extraccidn para carotenoides (seccién 7.4). Del extracto

orgénico se toman 0.5 mL para la determinacidn de radioactividad.

7.10.3 Determinacion de radioactividad en astaxantina
Para la determinacion de marca en astaxantina se sigue el mismo procedimiento
de separacion y cuantificacién (secciones 7.5.1 y 7.5.2). Las placas son
expuestas a autorradiografia durante 72 horas y después son reveladas (ver

anexo 1).

7.10.4 Cuantificacion de radioactividad en el contador de
centelleo
Para hacer la cuantificacion de marca, las muestras se colocan en un vial y se
adicionan 4 ml. de solucién de centelleo (ver anexo 1). Se leen en el contador de
centelleo durante un minuto. Para hacer el calculo de las cuentas por minuto

(cpm) totales por matraz deben tomarse en cuenta las respectivas diluciones,
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8. Resultados

8.1 Identificacion y caracterizacion de la enzima ATP-CL en
P. rhodozyma

Con el objeto de determinar la presencia de la enzima ATP-CL en la levadura P,
rhodozyma, se determind la actividad de la enzima en la fraccién soluble del
extracto crudo de proteina, mediante una reaccidn acoplada con la enzima
malato deshidrogenasa. En esta fraccion se logrd medir la actividad de la enzima
ATP-CL, observandose un decremento de absorbancia cuando la reaccién se
inicid con la adicidén de ATP. Una vez estandarizado el método de deteccidn de la
enzima se prosiguid a realizar una cinética de produccidn de la  misma,
observandose un pico méximo a las 72 h de fermentacién (Fig. 6). Esta
fermentacion se llevé a cabo en medio completo de produccién IL(m) con una

concentracion de glucosa del 6% como fuente de carbono.

1.6E-02 -
1.2E-02 -
8.0E-03

4.0E-03 -

Actividad
(nmol/min*mg proteina)

0.0B4+00 +mmmmmmp omem e+ g
24 48 72 9% 120

Tiempo (h)

Figura 6. Cinética de produccion de la enzima ATP-CL
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Posteriormente se evalué el efecto del pH sobre la actividad de la enzima ATP-
CL, resultando la mejor actividad a un pH de 8.4 (Fig. 7). El efecto de la
temperatura sobre la actividad de la enzima ATP-CL se realizé a un pH de 8.4
obtenido en el experimento anterior, siendo ésta de 26°C (Fig. 8). Las
determinaciones se realizaron con extractos crudos obtenidos después de 72 h
de fermentacidn utilizando el mismo medio de cultivo y la misma concentracién

de fuente de carbono de acuerdo con el resultado obtenido anteriormente.

0.01
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S g‘ 0.006
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—
g.s
E 00044 _
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Figura 7. Efecto del pH sobre la actividad de la enzima ATP-CL.
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Figura 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima ATP-CL.

Una vez determinado el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de la
ATP-CL, se realizé la cinética enzimatica para 2 sustratos de la enzima: citrato y
ATP. Esto con la finalidad de poder calcular la constante de Michaelis-Menten
(Km) para cada sustrato y definir la afinidad de la enzima por sus sustratos. Los
ensayos se llevaron a cabo con extractos de 72 h de fermentacién, utilizando un
pH de 8.4 y una temperatura de 25°C. Las cinéticas para ambos sustratos se

muestran a continuacion:
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Citrato [M]
0.0E+00 --———————~ - e e ;
C 0.2 0.4 0.6 0.8 1.2
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-2.0E-04 -
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-4.0E-04 -
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Figura 9, Cinética enzimatica para citrato de la ATP-CL
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Figura 10. Cinética enzimatica para ATP de la ATP-CL
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Para realizar el calculo de la Km, los datos se ajustaron al modelo de Hanes-

Woolf el cual sigue la siguiente ecuacién:

[S]/Vo = ([S)(1/Vmax) + (km/Vmax)
y=mx+b

donde m = 1/Vmax
b = Km/Vmax

S.0E+03
Citrato [M]

0.0E+00

|
0 0.2 0.6
|

-5.0E+03

-1.0E+04

[Citrato]/Vo

-1.5E+04 4
y = -25727x + 7273.5

2 _
-2.0E+04 - R®=0.9529

~2.5E+04
Figura 11, Determinacion de Km para citrato de la ATP-CL

5.00E+03
ATP [M]

0.OQE+CQOC
-5 .Q0E+03
-1.00E+0Q04 -

-1.50E+04

[ATP]/VO

:2.00E+0Q4 | -21553x + 4004.2

R? = 0.9673

-2.50E+04

-3.00E+04 -

Figura 12. Determinacidén de Km para ATP de la ATP-CL
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De las graficas anteriores (Fig. 11 y 12) se obtuvieron las ecuaciones lo que
permitio el calculo de fa Km para citrato y ATP siendo éstos de 0.28 My 0.19 M
respectivamente asi como la velocidad maxima (Vmax) resultando ser de 3.8
10E® nmol/min*mg de proteina para citrato y 4.64 10ES nmol/min*mg de

proteina para ATP (ver cdlculos en anexo 3).

8.2 Efecto de la adicion de citrato en glucosa al 1 y 6%

Con el objeto de conocer mds acerca del efecto del citrato tanto en el
crecimiento, produccidn de carotenoides vy actividad de la enzima ATP-CL, este se
adiciond a concentraciones bajas y altas de glucosa, asi mismo se midié Ia
incorporacion del citrato al interior de la célula y su posterior incorporacion a
carotenoides. Se tomaron muestras cada 24 horas, durante 96 horas de
fermentacion y se obtuvieron las cinéticas de crecimiento, consumo de glucosa,
produccion de carotenoides y pH bajo estas condiciones. Como puede observarse
en las figuras 13 a 16 cuando se adicion6 citrato a las 0 y 24 horas de
fermentacion se obtuvo una estimulacidn del crecimiento en ambas
concentraciones de glucosa, dicho efecto estimulatorio no se observa sobre la
produccién especifica de pigmentos en presencia de citrato.

Adicionalmente se determing la actividad de la enzima ATP-CL y se comparé con
la prodﬁccién especifica de carotenoides a las 72 horas de fermentacién, como
puede observarse en las figuras 17 y 18, cuando la levadura crece en presencia
de ctrato (0 y 24 h de adicidn), se obtiene una inhibicidn de la actividad

enzimatica en ambas concentraciones de glucosa.
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Figura 18. Produccién de carotenoides a las 72 h de fermentacién.
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Por experimentos preliminares se observd que, al adicionarse citrato radioactivo
al medio de cultivo, existian carotencides marcados, por lo que se realizd un
experimento adicionando citrato marcado a diferentes tiempos de fermentacion y
en concentraciones altas y bajas de glucosa y se midid su incorporacion al
interior de la célula asi como el porcentaje de esta marca que se encontraba en
carotencides (Figs. 19 y 20). En estas gréficas podemos observar que el citrato
fue incorporado a la célula cuando se adiciond citrato a fas 0 y 24 horas de
fermentacién, mientras que las 48 horas se incorporé mucho menos, esto se
presentd en las 2 concentraciones de glucosa empleadas.

Adicionalmente se observd una correlacién inversa con la radioactividad
remanente en el medio de cultivo. Por otro lado se puede observar que en
glucosa al 1% la incorporacidn de marca a carotenoides es de un maximo de
80% cuando se adiciona citrato a las 24 horas de fermentacién, mientras que en
glucosa 6% la maxima incorporacion que se observa es de un 30% en la adicidn
a las 24 h de fermentacion.

Haciendo una correlacion entre la cantidad de citrato incorporado al interior de la
celula y la actividad de la enzima ATP-CL a las 72 h de fermentacion (tabla 3) se
observé que a mayor cantidad de citrato incorporado, mayor serd la inhibicién de
la actividad enzimatica, este efecto se observa en glucosa al 1 y 6%, por lo que

estos datos sugieren una regulacion de la enzima por sustrato.
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Glucosa 1%

Glucosa 6%

Condiciones

% incorporacion | % inhibicidn || % incorporacion | % inhibicién
Ad.Cit. O h 72.7 64.6 67.2 78.8
Ad. Cit. 24 h 65.4 67.6 64.1 64.2
Ad. Cit. 48 h 10 21.5 13 18.9

Tabla 3. Porcentaje de incorporacién de citrato a la célula y de inhibicidn de la
enzima ATP-CL en concentraciones de glucosa de 1y 6% a las 72 h de

fermentacion.

Ya que se encontrd presencia de marca en el extracto de carotenoides, se realizd

una cromatografia en capa fina para determinar en clal(es) carotenoide se

encontraba la marca presente, posteriormente esta placa se sometid a

autorradiografia durante 72 horas (Fig. 21 a,b y ¢)

Las piacas muestran que no existe astaxantina marcada, sélo se observa una

mancha con radioactividad en todas las condiciones de adicidn que eluye junto

con el frente de elucidén.
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Fig. 21(a) Autorradiografia I de glucosa al 1%.
1, 2 y 3. Adicién de citrato a las 24 h (72 h de fermentacién)
4, 5y 6 Adicion de citrato a las 0 h (72 h de fermentacion)
7, 8 y 9 Adicién de citrato a las 24 h (48 h de fermentacién)

fig. 21(b) Autorradiografia II de glucosa al 1%.
1, 2 y 3. Adicidn de citrato a las 24 h (96 h de fermentacién)

M2, Angeles Martinez Gonzélez 55



Facultad de Quimica, UNAM 8. Resultados

Fig. 21(c) Avtorradiografia I de glucosa al 1%.
y 3. Adicién de citrato a las 0 h (72 h de fermentacidn)

1,2
4y 5 Adicidn de citrato a las 0 h (96 h de fermentacion)
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8.3 Determinacion de actividad de ATP-CL en 3 cepas silvestres

de P. rhodozyma
Debido a que en otras levaduras oleaginosas se han reportado diferencias en la
actividad de la enzima ATP-CL dependiendo de la cepa utilizada, se midio la
actividad de ATP-CL en 3 diferentes cepas de P. rhodozyma, con la finalidad de
observar si existia una diferencia significativa en la actividad de esta enzima,
Como puede observarse en la figura 22, en la cepa NRRL Y 10922, que fue la
utilizada en todos los experimentos anteriores se obtiene una actividad de ATP-
CL entre un 40% y un 75% mayor con respecto a la cepa UCD 67-210 y UCD 67-
385, respectivamente. La determinacion se realizé en extractos de proteina de 72

h de fermentacidn, crecidas en medio JL(m) con glucosa al 6% (Fig. 22).

0.012

0.01
0.008 .
0.006

0.004

0.002 |

Actividad
{nmol/min*mg proteina)

Figura 22. Actividad de ATP-CL en 3 diferentes cepas de P, rhodozyma
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9. Analisis y discusidn de resultados.

Para contar con evidencia de la presencia de la enzima ATP-CL en la levadura 2.
rhodozyma se realizaron varios experimentos preliminares adicionando citrato 30
mM marcado radioactivamente, a las 24 h de fermentacion en medio JL(m),
utilizando como fuente de carbono glucosa al 6%. Se decidid utilizar esta
concentracién de citrato ya que se ha reportado que bajo esta condicidn existe
una estimulacion de la sintesis de carotenoides [56]; cabe sefialar que se hicieron
experimentos previos adicionando citrato al medio de cultivo y se vio que a esta
concentracion estimulaba el crecimiento, y no se afectaba la produccién de
pigmentos. En estos experimentos se encontraron carotenoides marcados, lo que
sugeria la presencia de la enzima ATP-CL y por lo tanto predecia que el citrato
estaba siendo escindido en Oxaloacetato y acetil-CoA, y esta (ltima se estaba
utilizando como precursor para la biosintesis de lipidos y, por lo tanto, de
carotenoides.

Con dicha evidencia, se prosiguid a tratar de medir /7 vitro la enzima ATP-CL,
partiendo de que esta (ltima es una proteina citosdlica, se requirié establecer la
mejor técnica de extraccion de proteinas. Las técnicas que se probaron fueron:
sonicacién, rompimiento mecanico y polvos de acetona (realizadas a 4°Q),
resultando ser esta Ultima la mejor técnica de extraccidn y por lo tanto la que se
utilizé para ensayos posteriores.,

De acuerdo a la literatura [87], el método propuesto para la determinacién de la

actividad de la ATP-CL fue un método espectrofotométrico, sin embargo debido
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a que la ATP-CL depende de ATP y éste no puede ser cuantificade en el
espectrofotdmetro, se utilizd una reaccién acoplada con [la enzima malato
deshidrogenasa (MDH) la cual es dependiente de NADH y el consumo de esta
coenzima puede ser detectado en la regidn UV a 340 nm.

Lo primero que se hizo fue determinar por separado la actividad de la MDH para
corroborar que ningln componente de la mezcla de reaccién que se emplearia
para determinar la actividad de [a ATP-CL asi como el pH de la misma interfiriera
con su actividad.

La medicion de la ATP-CL se realizd en la fraccidn soluble de proteina ya que se
ha reportado que esta enzima se encuentra presente en el citosol [76]. Se
encontré actividad de ATP-CL en la levadura £. rfiodozyma y se observd un
méaximo de actividad a las 72 h de fermentacién en medio JL(m) con glucosa al
6%* (Fig. 6). Esta actividad maxima correlaciond bien con el valor maximo de
contenido de carotenoides obtenido para el control (Fig. 18).

El pH al cual se obtuvo una mayor actividad de ATP-CL fue de 8.4 (Fig. 7); este
valor se esperaba ya que en los protocolos reportados para la determinacién de
la ATP-CL en diferentes levaduras, utilizan valores de pH por arriba de 8.0 [87].
La temperatura a la cual se obtuvo la mayor actividad de ATP-CL resulto ser de

26°C (Fig. 8).

*Bajo dstas condiciones se realizaron los ensayos de pH y temperatura dptimos y cinética para
citrato y ATP,
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Este valor estuvo por arriba de la temperatura ¢ptima de crecimiento de ia
levadura, sin embargo, se sabe que la temperatura éptima de reaccién no
siempre concuerda con la temperatura éptima de crecimiento.

Para la determinacion de la constante de Michaelis-Menten para citrato y ATP se
llevaron a cabo ensayos utilizando un pH de 8.4 y a temperatura ambiente (Figs.
9y 10). Los datos se ajustaron al modelo de Hanes-Woolf. De la ecuacion de la
recta obtenida se calcularon los valores de Km que fueron de 0.28 M para citrato
y 0.19 M para ATP (Figs. 11 y 12). Esto nos indicd una mayor afinidad de la
enzima por ATP que por citrato.

Experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron que el citrato estimula la
sintesis de carotenoides en P. rhodozyma en un medio quimicamente definido,
por lo que se quiso por un lado verificar la estimulacion en un medio de
produccién completo (JL(m)) y por otro averiguar qué pasa con la produccidn
cuando el citrato se adiciona a diferentes tiempos de la fermentacion, es decir en
diferentes fases del crecimiento.

Por otro lado se sabia que el citrato se incorpora a la célula debido a los efectos
observados en la sintesis de carotencides y a los experimentos preliminares con
citrato radioactivo, sin embargo no se sabia qué porcentaje de la cantidad
adicionada era la que realmente se incorporaba a la célula, por o que se realizé
un experimento adicionando citrato marcado radioactivamente, no solo para

observar cualitativamente si habia ¢ no carotenoides con marca sino también
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cuantificar el porcentaje de incorporacion a la célula y qué proporcion de éste se
incorporaba a carotenoides.

Debido a que sdlo se habian realizado experimentos creciendo a la levadura en
altas concentraciones de glucosa (6%), en presencia y ausencia de citrato, se
decidi® realizar un experimento en un medio de cultivo con una baja
concentracion de glucosa (1%) adicionando también citrato. Con este
experimento se pretendié observar una diferencia en el consumo de citrato y por
lo tanto en su incorporacidn a la célula con el respectivo efecto en el crecimiento
y produccién de carotenoides y si existfa una diferencia en la actividad de la
enzima ATP-CL con respecto a la obtenida en un cultivo con glucosa al 6%.

En las cinéticas de crecimiento de P. rhodozyma en glucosa al 1 y 6% se
observa que, existe una estimulacion del crecimiento cuando se adiciona citrato a
las 0 y 24 h de fermentacidn (fase exponencial de crecimiento), en ambas
concentraciones de glucosa, aunque es mas marcado este efecto en glucosa al
6%, sin embargo cuando el citrato se adiciona a las 48 h de fermentacidn y se ha
alcanzado la fase estacionaria, no se observa ningln efecto por citrato (Fig.13).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la incorporacion de citrato
marcado a la célula (Fig. 19), los cudles indican que en glucosa al 1% la maxima
incorporacion al interior de la céiula a las 96 h de fermentacién es de alrededor
del 70 y 87% en la adicién a las 0 y 24 h respectivamente, mientras que en ia
adicién a las 48 h la maxima incorporacién es de tan sélo el 13%. Por otro lado

en glucosa al 6% la méxima incorporacion es del 73 y 65% en la adicidnalas 0y
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24 h respectivamente y en fa adicidn a las 48 h es de tan sélo un 10% (Fig. 19).
Esto nos indica que en la adicion a las 48 h la incorporacion de citrato a la célula
es muy bajo con respecto a las otras adiciones. Esto se podria explicar ya que la
adicidn se estd realizando cuando comienza la fase estacionaria del crecimiento,
es decir, la levadura ya ha crecido y su metabolismo disminuye. Por otro lado
podemos observar en la cinética de pH (Fig. 15), que en la adicion a las 0 h en
ambas concentraciones de glucosa, el pH en vez de disminuir, aumenta, sin
embargo al parecer este incremento no afecta el crecimiento ni la produccién de
pigmentos.

Se midi6 la actividad de la enzima ATP-CL cada 24 h durante 96 h, en todas las
condiciones de adicion y en ambas concentraciones de glucosa, observandose en
todos los casos un pico maximo de actividad a las 72 h de fermentacion (no se
muestran los datos).

Realizando la comparacion a las 72 h de fermentacion de las actividades
enzimaticas obtenidas de todas las condiciones de adicion en ambas
concentraciones de glucosa podemos observar (Fig. 17) que, cuando no existe
adicion de citrato 1a enzima es alrededor de un 40% mas activa en glucosa al 6%
que al 1%. Cuando existe adicion de citrato a las 0, 24 y 48 h observamos que
la actividad de la enzima se ve inhibida en promedio, alrededor de un 70, 65 vy
20% respectivamente en ambas concentraciones de glucosa (Tabla 3). Estos
valores corresponden aproximadamente con los porcentajes de incorporacion de

citrato a la célula, por lo que parece existir una relacion entre la cantidad de
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citrato incorporado a la célula y el porcentaje ae inhibicidn de la actividad
enzimatica, esto nos sugiere que la enzima sufre una regulacion por sustrato.

En lo que se refiere a la sintesis de carotenoides, podemos observar (Fig. 16),
gque la maxima produccidn se obtiene a las 72 h de fermentacién en ambas
concentraciones de glucosa y que la produccion de carotencides es mayor en
glucosa al 6% que en glucosa al 1%.

Estos resultados coinciden con los reportados en trabajos previos en nuestro
laboratorio, en donde [a sintesis de carotenoides se ve favorecida en altas
concentraciones de glucosa [87]; asi mismo, estos valores corresponden con el
maximo de actividad de la enzima ATP-CL.

En la figura 20 podemos observar el % de marca que se incorpora a
carotenoides. En ambas concentraciones de glucosa el maximo de Ila
incorporacion de la marca se obtiene a las 72 h de fermentacidn, con la adicién
de citrato a las 24 h, siendo de un 30% en glucosa al 6% y de un 81% en
glucosa al 1%. Estos resuitados sugieren que por un lado, aunque existe una alta
incorporacion de citrato marcado al interior de la célula y por otro, hay un alto
contenido de carotenoides en fa célula cuando se crece en glucosa al 6%, el
citrato no esta siendo dirigido a ia sintesis de carotenoides, por lo que debe de
existir una fuente de acetil-CoA alterna cuando existen altas concentraciones de
glucosa en el medio de cultive, mientras que en glucosa al 1% observamos que
mas del 80% del citrato marcado se incorpora a carotenoides. Esto sugiere que

en bajas concentraciones de glucosa, el citrato adicionado es la fuente mas
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importante de acetil-CoA necesaria para |a biosintesis de lipidos y por ende, de
carotenoides.

Haciendo la comparacidén de todas las condiciones de adicidn con respecto al
control sin adicién de citrato en ambas concentraciones de glucosa, podemos ver
(Fig. 18) que no existe una estimulacidn por citrato en el contenido de
carotenoides en la levadura. Estos resultados se contraponen con los obtenidos
con anterioridad en nuestro laboratorio, lo que puede ser debido a que las
condiciones de experimentacion fueron diferentes, ya que la estimulacion por
citrato en una concentracion de 30 mM fue obtenida en un medio gquimicamente
definido [56]. Asi mismo Ia estimulacién en medio JL{m) se obtuvo con una
concentracién de citrato 400 mM adicionado al medio, cuando la fuente de
carbono habia sido consumida en su totalidad [88].

Por otro lado, no se observa una relacion directa entre la produccion de
pigmentos y la actividad de la enzima ATP-CL. Aunque la actividad enzimatica se
ve Inhibida por la presencia de citrato, esta inhibicidn no es proporcional a ia
inhibicion del contenido de carotenoides en la célula.

Se ha mencionado que la regulacién de biosintesis de lipidos es un proceso
integrado por varios pasos en diversas rutas metabdlicas y no es un mecanismo
regulado por un solo paso, es por eso que estos resultados sugieren que la
regulacion de la biosintesis de lipidos vy, por lo tanto, de carotenoides no se basa
sdlo en la actividad de 1a ATP-CL sino que deben ser otros factores los que estén

regulando la biosintesis.
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Al utilizar citrato marcado en la fermentacién, no se observd la presencia de
radioactividad en astaxantina, s6lo se observé una mancha en todas las adiciones
en ambas concentraciones de glucosa que eluia junto con el frente, que
posiblemente corresponde a un compuesto(s) no polar saturado. Pueden ser
precursores de carotencides que no fueron oxidados, 0 bien una mezcla de
lipidos que se extrajeron junto con los carotenoides. Esto Uitimo es muy probable
va que los carotenoides se extraen con una mezcla de solventes medianamente
polar.

La explicacidn que se puede dar a estos resultados es que la marca que tuviera
la astaxantina fuera muy poca y no pudo ser detectada o bien, como ya se
menciond anteriormente, que exista otra fuente de acetil-CoA para la biosintesis
de carotenoides.

Por (tlimo, se decidié probar la actividad de la enzima ATP-CL en 3 diferentes
cepas de P. rhodozyma, ya que existen reportes en otras levaduras en donde fa
actividad de la enzima varia de cepa a cepa. Tal es el caso de la levadura
oleaginosa Rhodosporidium toruloides en donde se observa una actividad de 50
nmol/min*mg de proteina de ATP-CL en la cepa silvestre IFO8766, mientras que
en la cepa silvestre CBS315 la actividad es de cero; sin embargo, esta Ultima
cepa presenta una actividad de 80 nmoi/min*mg de proteina de la enzima acetil-
carnitin transferasa (CAT). Esto nos indica que a pesar de que la levadura R.
toruloides es considerada un microorganismo oleaginoso, existen cepas gue no

presentan la actividad de ATP-CL y, por lo tanto, no se observa una acumulacion
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de lipidos (menor al 4%). La cepa silvestre IFO8766 presenta una actividad de
CAT de tan solo 10 nmol/min*mg de proteina, por 1o que el suplemento de
unidades de acetil-CoA citosdiicas provienen de la ATP-CL. Por otro lado ia cepa
ATCC26217 de R. torufoides presenta una actividad de ATP-CL de 85 y de CAT de
104 nmol/min*mg de proteina. Estos resu!tédos reportados nos indican que en
algunos microorganismos oleaginosos ambas enzimas estdn activas y por 1o tanto
el suplemento de unidades de acetil-CoA proviene de 2 rutas diferentes [89].

Por otro lado, se ha reportado la actividad de la enzima fosfocetolasa (Fig. 4) en
levaduras oleaginosas como Candida 107 (NCYC 911} y RhAodotorula graminis
(NCYC 502), en donde las unidades de acetil-CoA provienen directamente de 13
glucosa y, por io tanto, se duda con respecto a la necesidad de la enzima ATP-CL
en este tipo de microorganismos. Sin embargo, en otras levaduras oleaginosas
no se ha encontrado la actividad de fosfocetolasa y la presencia de la ATP-CL
sigue siendo indispensable [78].

En nuestros resultados observamos (Fig. 22) que la cepa NRRL Y 109022, [a cual
es la que utilizamos para todos los experimentos de este trabajo, tiene la maxima
actividad de ATP-CL a las 72 h de fermentacion en glucosa al 6% con respecto a
las otras 2 cepas probadas. Sin embargo, la actividad es muy baja, por lo que se
tendrian: que buscar otras rutas alternas de formacién de acetil-CoA citosdlico en
ésta levadura, ya que sabiendo de donde viene esta unidad precursora de la
biosintesis de lipidos se podra tener una mayor idea de dénde estan los puntos

clave en su regulacion.
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10. Conclusiones

< La enzima citosdlica ATP-citrato liasa se encuentra presente en la levadura A2,
rhodozymalo cual Ia clasifica como una levadura oleaginosa.

 lLa enzima presenta un maxime de actividad a las 72 h de fermentacion en
concentraciones bajas y altas de glucosa, en presencia o ausencia de citrato.

% El pH dptimo de reaccidn de la enzima ATP-CL es de 8.4 y su temperatura
dptima es de 26°C.

¢ Las constantes de Michaelis-Menten para citrato y ATP son de 0.28 M y 0.19
M respectivamente, indicando que [a enzima tiene mayor afinidad por ATP.

% Existe una incorporacidn de citrato a la célula cuando éste es adicionado en
las primeras 24 h de fermentacidon en concentraciones bajas y altas de
glucosa, por lo que la entrada de citrato a la célula parece estar regulada por
la fase de crecimiento a la cual se realiza la adicién del citrato.

< El citrato adicionado a un medio de cultivo completo estimula el crecimiento
de la levadura P. rhodozyma en concentraciones bajas y altas de glucosa, sin
embargo no se observa estimulacion sobre la sintesis de carotenoides.

< La actividad de la enzima ATP-CL se ve inhibida por la presencia de citrato en
el medio de cultivo, por lo que parece que la actividad enzimatica es regulada
por~la presencia de sustrato.

*» No existe ninguna relacion aparente entre la actividad de la enzima ATP-CL vy

la sintesis de carotenoides.
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< La incorporaciéon de marca a carotenocides en glucosa al 6% sugiere la
existencia de una ruta alterna de acetil-CoA para la Dbiosintesis de
carotenoides, mientras que en glucosa al 1% parece ser que el citrato es la
mayor fuente de acetil-CoA.

<+ No se observé astaxantina marcada con radioactividad, por lo que sugiere que
su biosintesis esta dada a partir de otra fuente de acetil-CoA ¢ bien, que la
marca es muy poca para poder ser detectada.

< La cepa silvestre NRRL Y 109022 resultd ser la cepa con mayor actividad de

ATP-CL a comparacién de las otras 2 cepas silvestres probadas.
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11. Perspectivas

Como ya se ha mencionado en este trabajo, el conocimiento de la regulacién de
la biosintesis de lipidos estd directamente relacionada con la sintesis de
carotenoides, los cudles juegan un papel muy importante en la industria de
alimentos, fa industria farmacéutica y, en el caso de la astaxanting, en la
acuacultura.

Es por eso que se debe de sequir profundizando en el estudio de la regulacién
metabdlica de la sintesis de estos metabolitos secundarios. Mientras mas se
conozca de la bioquimica y fisiologia de la levadura P, rhodozyma, mayor serd el
manejo que se podria dar sobre ésta y su medio de cultivo para una mayor
produccion, la cual sea redituable dentro de un proceso industrial.

Se ha mencionado que para que exista la biosintesis de lipidos, deben de
proporcionarse unidades de acetil-CoA al citosol y que en levaduras oleaginosas
se cree que la fuente mas importante de este precursor es el Ccitrato
intramitocondrial que es exportado al citosol y escindido por la enzima ATP-CL,
sin embargo debe de esclarecerse si ésta es |a Unica fuente de acetil-CoA en esta
\levadura, o bien, como se ha planteado en este trabajo, exista una ruta alterna
que suplemente estas unidades.

Si se logra determinar el origen de las unidades de acetil-CoA se tendra evidencia
de las diferentes rutas involucradas en la biosintesis de lipidos y se podra

profundizar aun mas en el esclarecimiento de su regulacion.
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Aunque los lipidos y carotenoides comparten rutas metabdlicas para su sintesis,
es necesario conocer aun mas de los pasos limitantes que ocurren en la
formacidn de carotenoides, asi como continuar con el estudio de los factores gue
desencadenan la sintesis de estos metabolitos secundarios.

En este trabajo se caracterizé a la enzima ATP-CL, sin embargo falta purificarla
para conocer su peso molecular y su secuencia de aminoacidos para poder
comparar a esta enzima con otras ya estudiadas en diversas levaduras
oleaginosas. Con la enzima pura se pueden realizar estudios méas finos en cuanto
a su regulacion alostérica por ATP y AMP y si existe una retrorregulacién por
productos finales. Por otro lado, falta investigar alin mas el efecto del citrato para
poder asegurar su estimulo en la biosintesis de carotenoides y medir la cantidad
de citrato acumulado dentro de la célula cuando se crece a la levadura en una
limitacidén por fuente de nitrégeno, asi como cuantificar no sélo fa produccién de
carotenoides, sino la produccidon de lipidos y determinar si existe una
acumulacion bajo estas condiciones. Por otro lado se puede medir la actividad de
la enzima ATP-CL bajo estas condiciones limitantes de nitrégeno para tratar de

establecer una relacién entre la biosintesis y la produccion de lipidos v

carotenoides.
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ANEXO I

1. Curva patron de crecimiento de P, rhodozyma en caldo YM.
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2. Preparacion del estandar de astaxantina.
Pesar 21 mg de astaxantina y disolverla en 25 mL de diclorometanto (frio).
Tomar alicuotas de 0.1 mL en viales de 2 mL y secarlas con flujo de nitrégeno,

sellar perfectamente los viales y conservar en congelacion. La concentracién del
estandar es de 84 ng de astaxantina.

3. Solucion de centeileo para la determinacién de radioactividad

PPO 0.4 %

(2,5-difeniloxazol)
POPOP 0.04%

(1,4-bis[5-fenil-2-oxazol]benceno
Solvente empleado: tolueno.

Ma. Angeles Martinez Gonzdlez 71



Facultad de Quimica, UNAM, Anexo I

4. Solucidn para revelar placas con radioactividad
La solucidén comercial empleada fue Ia siguiente: Kodak developer D-76, que
contiene: hidroquinona y sulfato de p-metilaminofeno!.

5. Instrumentos utilizados en las diferentes técnicas y determinaciones.

EQUIPO MARCA
Potencidmetro modelo 350 digital Beckman
pH meter.

Espectrofotémetro (Spectronic 21-D) Spectronic Instruments
Agitador vértex modelo Mistral Lab-line, Instruments, INC.
Incubadora con agitacion orbital Gallemkamp

Centrifuga con &ngulo fijo Vernitron Medical Products, INC.

modelo Lourdes

Centrifuga clinica SOL-BAT

Autoclave digital DIECSA

Densitometro CAMAG
Ultracentrifuga Beckman. Mod. L8-55M
Contador de centelleo Beckman. Mod. LS-1801
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ANEXO I1
Medios de cultivo y cepas utilizadas.

CALDO YM

Extracto de levadura 0.3%
Extracto de malta 0.3%
Bacto peptona 0.5%
Glucosa 1.0%
H:0 100 mL
AGAR YM

Extracto de levadura 0.3%
Extracto de malta 0.3%
Bacto peptona 0.5%
Glucosa 1.0%
Agar 1.5%
H,O 100 mL

MEDIO DE PRODUCCION JOHNSON & LEWIS MODIFICADO (JL(m))

KH2PO4 0.1%
CaCly,*2H,0 0.01%
MgS04*7H,0 0.05%
(NH4)2504 0.5%
Extracto de levadura 0.1%
H,0 100 mL

Ajustar el pH a 4.5 con dcido ftdlico 1 M

CEPAS EMPLEADAS DE P. rhodozyma

Cepa silvestre NRRL Y 109022
Cepa silvestre UCD 67-210
Cepa silvestre UCD 67-385
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ANEXO III

Calculos para la determinacion de Km para citrato y ATP.

Medelo de Hanes-Woolf para enzimas que siguen un comportamiento de
Michaelis-Menten.

[S]/Vo t
Ecuacion 1:
m = 1/Vmax [S]/Vo = Km/Vmax + [S]/Vmax
Yy = b +  mx
/1‘\ b= Km/VmaX
>
[S]

Para el cdlculo de la Kim para citrato:

y = -25727x + 7273.5 ...... ecuacion obtenida de la figura 11

b = Km/Vmax , por lo tanto :
km=b*Vmax,vy:
Vmax = 1/m, por lo tanto:
Km = b/m
Km = 7273.5/25727 = 0.28 M

Para el cdlculo de la Km para ATP:

y = -21533x + 4004.2 ...... ecuacion obtenida de la figura 12
Km = 4004.2/21533 = 0.19 M
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