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Re$"umen 

Los carotenoides, además de ser los pigmentos naturales por excelencia, son 

precursores de lo vitamina A y actúan como antioxidantes biológicos 

protegiendo o los células contra los radicales libres. Lo ostaxantino 

(3.3' -dihidroxi-J3,ff-coroten-4,4 · -diona) es el pigmento responsable de lo 

coloración en crustáceos. aves y pescados y éstos lo obtienen o partir de su 

dieta o través del necton y zooplancton; su biosíntesis está limitado o pocos 

especies de microorganismos incluyendo o la levadura Phaffia rhodozyma. 

Esta levadura además de fermentar azúcares posee la característico de ser 

carotenogénica . 

Diversos factores han sido reportados como estimuladores de la 

carotenogénesis en microorganismos, Grajales en 2002, encontró que el 

aminoácido arginino (fuente de nitrógeno orgánico) presentó un efecto 

estimulatorio sobre la producción de corotenoides (470 µg /g de células) en 

comparación con el control (230 µg /g de células). Y propuso que el aumento 

en lo carotenogénesis, por porte de P. rhodozyma, podría ser debido o que el 

grupo guanidino de lo orginino, es utilizado por lo enzima óxido nítrico sintasa 

(NOS) para producir óxido nítrico (NO), el cual al ser un radical libre, genera 

en las células de la levadura estrés oxidativo y éstas, en respuesto, activan la 

biosíntesis de los coro1enoides. 

En apoyo a esta hipótesis se c oloboró en los trabajos realizados por Grajales 

en 2002; y se cultivó a la levadura en presencia de nitroprusiato de sodio (NPS) 

un donador de NO y se observó que efectivamente e! NO induce la 

carotenogénesis. 
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Res-umen 

Se cultivó también a la levadura en ausencia total de 0 2 (pero en presencia 

de arginino) y no se percibió estimuloción en lo carotenogénesis debido a 

que el efector óxido nítrico, no se había formado. Por último, se midió a la NOS 

en extractos enzimáticos de la levadura cultivada en presencia y ausencia de 

arginina. Además de haber encontrado actividad, ésta resultó ser más 

elevado en presencia del aminoácido. 
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1 nt-roducción 

CAROTENOIDES 

Características y Funciones: 

Los carotenoides son tetraterpenos, compuestos de 40 átomos de 

carbono, formalmente derivados del fitoenos. Como grupo, son moléculas 

extremadamente lipofílicas con poca o nula solubilidad en agua4 • Por ello, 

su localización está restringida a áreas hidrofóbicas de las células. Sin 

embargo, cuando están asociados a proteínas o substituidos por grupos 

polares fuertes pueden encontrarse en ambientes acuosos3. 

Muchas de las funciones que poseen son consecuencia de su capacidad 

para absorber la luz, por lo que su papel natural es dar color. Por esto 

podemos observar colores que van desde el amarillo al rojo. Esta propiedad 

se deriva de la presencio de dobles enloces conjugados que conforman un 

cromóforo largo, el cual. posee la característica de absorber luz en la región 

visible28. 

Los carotenoides se dividen en dos grupos según su estructura químico: 

carotenos (C40 H56} que no contienen oxígeno en sus anillos terminales (figura 

l) y xontofilas (C40 H56 0 2) que sí lo contienen2a (figura 2). 

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

muchos factores ambientales (luz. temperatura, oxígeno. minerales, fuente de 
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1 ntroducción 

carbono y nitrógeno) pueden alterar las concentraciones de estas moléculas 

en los tejidos y organismos. 

FIGVRA 1: fl-CAROTENO (PRINCIPAL CAROTENO) 

OH 

FIGVRA 2: LVTEÍNA (VNA DE LAS PRINCIPALES XANTOFILAS) 

ACTIVIDAD DE PROVITAMINA A 

Una de las funciones mejor conocidas de algunos carotenoides es lo 

capacidad de ser metabólicamente transformados o retinoides. los cuales 

son compuestos con actividad biológica de provitamina A. Se ha sugerido 

que el sitio inicial de esta conversión es la pared del intestino y que la 

reacción es catolizada por la (3-caroteno-15, 15'-dioxigenaso. 

6 

Illmiela Castro GranaOO.s 



1 nt-roducción 

Este proceso resultaría en la formación de retina!, el cual puede sufrir 

reducción reversible a retino! u oxidación hasta ácido retinoico21 . 

COLORANTES 

Estudios realizados en los años 70 demostraron que algunos colorantes 

sintéticos presentaban efectos cancerígenos y embriotóxicos; y fueron 

prohibidos por la Food and Drug Administration (FDA) en los años 801 7 . Es por 

eso que los carotenoides han adquirido gran importancia y se han utilizado 

como una alternativo paro sustituir a los colorantes sintéticos rojos y amarillos. 

Los corotenoides se han usado tradicionalmente como aditivos en algunos 

alimentos, bebidas y forrajes, en forma de extractos naturales o como 

compuestos puros. Los colorantes más usados en alimentos, fármacos y 

cosméticos incluyen al 13-caroteno, la cantaxontina, lo luteína, la ostoxontino, 

lo zeaxontina, la capsantino. la copsorubina y a algunos opocorotenoides11 . 

21. 22. 28. 

En la avicultura se han utilizado durante muchos años extractos naturales de 

zeaxontino, luteína y cantaxantina, para la alimentación de gallinas de 

postura, pollos de engorda y la optimización del color de la yema de huevo y 

la piel de pollo'· ' 6 . Otros como el 13-caroteno y el 8-apocarotena! se utilizan en 

la producción de quesos, mantequilla, jugos. helados y dulce21 • 
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1 nt:roducción 

ESTIMULACIÓN DEL SISTEMA INMUNE 

Aún no se conoce con certeza el mecanismo por el cual los pigmentos de 

tipo carotenoide pueden funcionar en esta estimulación, lo que se conoce es 

que el daño oxidativo a las membranas fimita la respuesta inmune y 

posiblemente los carotenoides funcionen como antioxidantes de éstas21. 

ANTIOXIDANTES 

La función de los carotenoides como antioxidantes en los organismos está 

bien establecida, ya que participan en la inactivación de radicales libres que 

se producen durante el metabolismo normal de las célu1as1s y 

proporcionando protección contra la combinación potencialmente dañina 

del oxígeno con la luz visible o uv2. 3. 

En microorganismos y plantas se ha demostrado que los carotenoides 

inactivan a los radicales libres mediante un proceso en el que se transfiere la 

energía de altos niveles de excitación a un tríplete del carotenoide1s. 

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO 

Se sabe que los radicales libres son moléculas con un electrón libre, no 

apareado, y por consecuencia especies altamente reactivas capaces de 

iniciar la peroxidación de lípidos y con ello la destrucción de estructuras que 
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1 ntrod u ce ión 

los contienen como las membranas celulares; de inactivar proteínas, enzimas, 

o de causar mutaciones en moléculas de ADN o ARN&. s. Algunos ejemplos de 

radicales libres son los especies reactivas de oxígeno (ERO) que a 

continuación se describen en la Tabla 1. 

TABlA 1: ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

ESPECIES REACTIVAS 

NOMBRE FÓRMVlA 

Ozono 03 

Oxígeno en singulete 10 2 

Superóxido 02-

Petóxido de hidrógeno H102 

R;idic;¡I hidtoxilo HO 

Óxido níttico NO 

Petoxinittito HOONO 

Daniela e.astro Granaros 

DE OXÍGENO CERO) 

FORMACIÓN 
Descirg;¡s eléctric;¡s sorne el 02 o por 

;¡cción de la luz W 

Oxígeno en fmm;¡ 

excitld<t 

Oxígeno que h;¡ c;¡ptado 

un electrón 

Cu;indo el superóxido c;¡pt;¡ otro 

electtón y se ptotona 

Ptoducto que se genet<i cu;¡ndo el 
H102 se tornpe ;¡I c;¡pt<Jt un electtón y 
tiene un electtón menos que el oho 

ptoducto, el ión hidtoxilo 

Se form;¡ por l;¡ ;¡ctivid;¡d de l;¡ óxido 

nft:tico sint'lS<I sobte el grupo 

gu;¡nidino de l;i_ <ltgir~in;¡ _ 

Producto de l4 te;¡cción esponQne<l 
del NO con el 0 2-

(Tom;ido e.le H;¡nsbetg, 1999) 
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1 ntroducción 

ASTAXANTINA 

Propiedades y Usos 

Lo ostoxantina (3.3' -dihidroxi-J3,J3'-coroten-4.4' -diono) es un pigmento 

compuesto por ocho unidades de isoprenoides que comúnmente se 

encuentro en animales marinos (figura 3). Los salmónidos y crustáceos lo 

obtienen en su dieta para adquirir su distintiva coloración11. 

La ostaxantino tiene dos carbonos asimétricos en las posiciones 3 y 3'. por lo 

que puede existir en cuatro configuraciones incluyendo los enantiómeros 35. 

3'S y 3R. 3' R; o las formas meso 3R. 3'S y 3'R. 351&_ 

FIGVRA 3: ASTAXANTINA 

Su fórmula química es C40H52Ü4, tiene un peso molecular de 596.86 g/ mol y un 

punto de fusión de 224 º C. Es soluble en diclorometano. cloroformo, acetona 

y DMSO. En presencia de cualquier base puede sufrir una oxidación rápida e 

irreversible al derivado 2,3-dehidro (C4oH4804) , llamado ostaceno13_ 
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1 ntroducción 

Biosíntesis 

Los corotenoides son sintetizados o partir de la vía de los terpenoides o 

isoprenoides. Los precursores isoprenoides son el ácido mevalónico (MVA) e 

isopentenil difosfato. La ruta biosintética se conoce como la vía mevalónica12. 

La astaxantina. como los otros corotenoides. es un producto de la vía 

mevalónica. que está representada en la figura 4. 

La astaxantina posee un gran interés científico y comercial debido a sus 

grandes perspectivas de aplicación en la industria farmacéutica como 

marcador en el seguimiento de células. como agente antioxidante y 

antitumoral; en la industrio de cosméticos; en la industria alimentaria como 

suplemento y complemento en lo coloración indirecta y directa de diversos 

productos; en la acuacultura como fuente de pigmentación en la dieta de 

crustáceos (camarón y langosta). de peces. en lo fijación del colorante en el 

músculo de lo trucha arco iris y principalmente del salmón 12. 

Su biosíntesis está limitado a 

incluyendo a la levadura 

Haematococcus pluviales". y 

pocas especies de 

Phaffia rhodozyma1'. 

o las bacterias 

microorganismos 

a la microalga 

Brevibocterium sp 13 

Agrobacterium aurantiacum. Paracoccus carotinifosiens y Alcoligenes sp 

cepa PC-133. 
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1 nt-roducción 

Acei:il CoA 

1 HMG CoA si ntasa 

1 
HMGCoA 

1 HMG CoA re<ludasa 

Mev4lon;¡to 

¡ 
~CH20PP 

IPP(C 5) 

t IPP i somer~sa 

~CH20PP 
DMAPP ((5 ) 

FPP sinta,;¡(-- 1p p 

~/'-.~CH:O P P - Mor¡okrpenos 

GPP (Cd 

FPP sintasa (-- l!'P 

~CH:O PP 
FPP (C15) 

GG PP sinta"l (-- IPP 

~Á~~ .. ,_)~_,CH:O P P 

GGPP (C::o) 

Fitoeno Sintasa r-- GGPP 

FIGVRA 4: BIOSÍNTESIS DEL FITOENO POR LA VÍA DEL MEVALONATO. 
Hi<\toximetilglut4til coenzim;¡ A (HMG-CoA), isopentenil pitc•f0sfuto (IPP), <\imetil<ilil 

pitofosfuto (DMAPP), get;¡nilpitofosfuto (GPP), fumesilpitofosfuto (FPP), 
getanilgetanilpitofosfuto (GGPP) .28 
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1 ntroducción 

OH 

FIGURA 4: CONllNVACIÓN BIOSÍNTESI'> FiTO ENO 
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1 ntroducción 

Lo levadura P. rhodozymo pertenece al grupo de los bosidiomicefos y fue 

aislada en los años 70 en regiones montañosos de Japón, Alosko y en la 

antigua URssu, por Hermon Phoff, Martín Miller y Minoru Yoneyomo, de resinas 

de varios especies de Betuno y árboles relocionodost3. Su ciclo sexual se ha 

demostrado en uno cepa nombrado Xonthophyllomyces dendrorhous, pero 

aún es causa de controversiot3. 

La característica peculiar de esto levadura es que. además de ser 

carotenogénica. tiene la habilidad de fermentar azúcares como la glucosa, 

la maltosa. la sacarosa y la rafinoso. produciendo etanol y C02. 

En cepas silvestres se ha reportado que puede sintetizar carofenoides (de 300 

a 500 µg de carotenoides /g levadura)l' como el J_l-caroteno. y-caroteno. 

toruleno y la astaxantina que. por mucho, es el corotenoide más abundante 

sintetizado por ésta (85-87% del totol)1· 14 y está presente en la configuración 

3R. 3'R1". El crecimiento de lo levadura y lo síntesis de carotenoides, son 

óptimos a una temperatura de 20-22 º C y a un pH de 5.01º. 

Desde la década posado ha existido un interés significativo por el desarrollo 

de P. rhodozyma como fuente de astoxantino paro el cultivo de peces y 

crustóceos9• Es por eso que varias compañías como Phillips Petroleum. lngene, 

Universal Foods y Gist Brocodes han iniciado lo comercialización del pigmento 

producido por esto levoduran.28. 
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Antecedente~ 

Diversos factores han sido reportados como estimuladores de la 

carotenogénesis en microorganismos, en P. rhodozyma se ha propuesto que 

el '02 y el radical peróxido inducen la biosíntesis de astaxantina1a.s1_ 

Grajales encontró en 2002, que el aminoácido arginina (fuente de nitrógeno 

orgánico) presentó un efecto estimulatorio sobre la producción de 

carotenoides13, y propuso que el aumento en la carotenogénesis por parte de 

P. rhodozyma, podría ser debido a que el grupo guanidino de la arginina, es 

utilizado por la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) para producir óxido nítrico 

(NO), el cual al ser un radical libre, genera en las células de la levadura estrés 

oxidotivo y éstas en respuesta, activan la biosíntesis de los carotenoides1s. 

Lo enzima NOS catoliza la oxidación de la arginino para producir NO y 

citrulina2'1. Lo generación de óxido nítrico es un proceso de oxidación en 2 

etapas: la primera de ellas depende de lo acción de los grupos hemo de la 

enzima y conduce a la síntesis de un intermediario estable denominado N

hidroxi-L-arginina. En una reacción posterior, se llevo o cabo la oxidación de 

este compuesto, en presencia de NADPH, para producir NO. Ambos posos 

son catolizados por los cofactores FAD y FMN y de la mismo manera es 

requerido lo tetrohidrobiopterino (H4B) 25 (figura 5). 

Lo enzima Óxido Nítrico Sintasa (NOS) ha sido ampliamente estudiada en los 

mamíferos debido a que posee funciones fisiológicas y patológicas 

importantes32. Aunque muchos isoformas de NOS' s han sido purificadas y 

caracterizadas de diferentes tejidos y células en mamíferos y plantas, sólo se 

15 

DdtúeLi Castro Gra~ 



Antecedentes 

han encontrado en la fiteratura unos cuantos reportes en microorganismos32. 

En 1994, la NOS fue parcialmente purificada en la bacteria Nocardia sp y 

encontrada dependiente de la presencia de NADPH, ca2+, FAD, FMN Y H4B7; 

en 1996 Stachura et al encontraron que la bacteria Helicobacter pylori, 

expresaba a la NOS en pacientes con úlcera duodenal. Sin embargo, el 

significado de su presencia, no se conoce aún. Wahn-Soo Choi et al, en 1997, 

identificaron en Staphylococcus aureus una isoforma diferente de la NOS en 

mamíferos24 • 

NG...tidroxi-L-argirina L-CitnJína 

FIGVRA 5: PRODVCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO POR lA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA 

Debido a que el incremento en la síntesis de carotenoides puede deberse a 

diversos factores, entre los cuales se encuentra el estrés oxidativo, es de 

interés científico el estudio de la presencia de la enzima óxido nítrico sintasa 

en la levadura carotenogénica Phaffia rhodozyma. 

16 

Daniela e.astro Gral1aÓcl<; 



Objetivo~ 

GENERAL 

• Determinar si la estimulación de la carotenogénesis es una respuesta al 

estrés oxidativo provocado por la presencia del óxido nítrico generado 

por la enzima óxido nítrico sintasa en la levadura Phoffio rhodozyma. 

PARTICULARES 

• Determinar la concentración de arginina con mayor estimulación sobre 
la síntesis de carotenoides. 

• Comprobm si la presencia de óxido nítrico generado químicamente, 
provoca uno estimulación en la síntesis de carotenoides. 

• Demostrar la actividad de la enzima óxido nítrico sintaso en lo levadura 
P. rhodozymo. 

• Evaluar la participación del oxígeno en la actividad de la óxido nítrico 
sin tasa. 
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CEPA DE Ph4fli".} rho4ozym4 

La cepa de P. rhodozymo (NRRL Y-10922) utilizada en este trabajo fue 

proporcionada por " The Agricultura! Research Service Culture Collection" del 

" Northen Regional Research Laboratory" en Peoria, llinois; 61604 USA. 

ACTIVACIÓN DE LA CEPA DE Ph¿¡fli';J tho4ozym¿¡ 

La cepa se obtuvo a partir de un liofilizado que fue resuspendido en l ml de 

medio de cultivo YM (ver su composición en MEDIOS DE CULTIVO) en 

condiciones estériles. Posteriormente. las células resuspendídm fueron 

inoculadas en agar YM, en cajas petri de plástico, por agotamiento. 

Las cajas sembradas se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 

22 º C; y una vez que se observó crecimiento (colonias redondas, cóncavas, 

con margen entero. cremosas. opacas y con el color naranjo-rosáceo) se 

mantuvieron en refrigeración para su futura utilización. 

MEDIOS DE CULTIVO 

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo se describen a continuación. 
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ACAR YM 

[~e~-~c~~P~ÑENTES'~J~~=~-~?~ 
1 Exttacto de lev;¡dut;¡ ( 9 r 

¡~==--w;act~ ·de ~~lt;¡ - -r ·· 9·· -¡ 
f-:-=-..:..~----:-==.-:--""==~-=~~=..:!.-.~-~.=.'":~--~::;c"'."':-.~~1 
¡ B;¡cto pepton;¡ f. 15 J 

'·----·----. --------~--_..;· --·,-------·---j 

¡ ____ :~---··· -~~-~,-~~~:~.,~:: __ J __ ~----·---~~--~-l 
NOTA:<1~)<1t1.5% 

SOLUCIÓN DE VITAfi.1/NAS 
-· ·-···-·· .. ,., .. ,., •. ~-=-~----· ---·"---¡; -- -- ----------· ...... '' ------ ... , .. ~-

VIT AM l NA f Mg 

P;¡ntoten;¡to de Ctlcio i 60 

Ti<1min<1 30 
' •• • • • ,_ "'" •••--•• ••••••• - •• •••••••--•-•H• •••--·--•.J '•••~--·-~ .. ••••-"·• •• · ·-• -•••-~-·--] ·· · · ·· · ·· · --··· ···· ·· -· ····-·-·· ·r···· · - · ·· · · · - ·· · 1 

Biotin;¡ 2 

'··----·· ·¿¡~-~~;;b~·~;¡~~~-----1--··-·-·--3 --- ~-- ·--o 

! 
·---·--·--·--· --·-- --------·-----~--=-~-~ ~-~;=-~~--.. -- --~ · · · -------·-··-·----· · -~ 

Pitidoxin<1 1 15 ' 
1 i. 
¡ - - -- - --...,- -~-·-·····-~- ------~-:·=~'"-"'"''--~------:--"':'"1--- .. ," .~~··~· ... _:~·--·-~-~ - - . -..,_ .. ,.. .. : 

Ribo(favin;¡ ¡ 30 
!. ) 

---····-- -- --.-~~~--~-~~---'"""'f~--~·=-·-·--·:-.~-------.-.-~1 

Ni<1cin<1 1 180 • 
......... ~·--- - ··--~------~-~-~---~~-"··-.--J ·~~~-----·~----=-·~~-~J. 

NOTA: 

U.N.A.M CAMPUS 

1. Disolvet en 400 ml ele ;¡gu;¡ destil<1d<1, ~just<!r ;¡ pH 3.5 - 4.0 con HCI. 

2. b"tetiliz<1t pot filtt;¡ción I;¡ solución de vít<1min<1s. 
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MEDIO DE CULnvo QUÍMICAMENTE DEFINIDO PARA LA 

LEVADURA Ph<Jffí°4 rhoc/ozym;¡, (F/ores-Coter¡¡, 2001) 

t::~c:I~;~~~~~1~~:,-= ~:~=u _c~~~~L~ ~~J 
·~--- -···------- ·--·---' . - --·-··N~;H Po4' ·--.. --¡----10/4·;M ___ ··- ---·· 1.4úcis6g . 

P N<1H2P04 10/4 mM í .38/0.55g 

K 5/0.7 mM 0 .87 /0.129 
............ ____ ,. ___ ···--- -·····~-·- · .. ····-···-·· --- ----·········-··-· ·•• " --···- --··--·---··· · .... --~ ··' · ... .... - -· ....... -

Mg 1.2 mM 0.3g 
-··-·.·,... ·· ··:-:· · ·~ · .. ···:-··-··· -- -_ .. _•·.-_.,--,. ...... ___ -., ... ·-· -·· -·· ·--...... .. . ,. ·. - ·: • . _ ..... .. _ .. -... .. ·- ... ·--. - . . .. '., .. .. ... . 

0.15 mM 

Cu Cu504 . 5H20 5 mM 
.. .. ......... -.-... .. . , ___ . ···· ··-··· ···~--- ·-·· ·---· ·· ···· --·· .. -----··········--······ --··· .. -··-· ······ ..• ,_., 

Fe Fe504 . 7H20 21 mM 

Mn Mn504 . H20 10mM 
·--····- ·----· ··· .. ... ·- ··-··--··· .. ···-·····-·-·· ... ···----· -····- ......... ··- ··.·· ,. __ .. ·-·~-, -:··- - ·-- -·--··-· . -· 

22rn9 

1.25mg 

5.8mg 

1.7mg 

Zn Zn504 . H10 40 mM 11.Smg 
... -··~···· · ··-·· ·· · ......... ·- ··,-,:"·· ·- -·-...,··-- ·-: ... ·-· ·- ··- ·· ··-- · ... ·• ·f •·:· ~.-·· .... ··---· - ..., ····-·-·~.- · ··· ·~·.·- ...... ··:·· -- . ...... - ... .. 

Co (0504 . 7H20 0 .71 rnM 0.2mg 
_ .. , ....... ___ _ . ··--· ..... -. ___ ,, __ .... ,-!-=. - ... ~,, .. ,, ........ ,. ,,~- . .. ... ·--· ...... ) ._~-~· ... .... ·- ·- --.- ....... . ·.- . ,_ ,,_ .. ·- ..• - · ......... .... ,. . ... . • .. . ... . 

[ B . H3B04 i 1.67 rnM '. 0.13mg 
~ ··- -····- ··· --··---·- ··- ...... . ----.·-·-----·---·- _ ...... -- - · --·-----~ ) ······ ··- ..... .--~-··-·"--"' -·-··· - ·' ··-.. --- --···~···· .... 

. Mo NA2M04 . 2H20 f 2 mM , 0.5mg . ·····---·_; 
· ---=-: ·."--~ ... !-.·~· · ·· -.· .. - ~-· --~ ---:-·-·- · ·· ·--~· -·---····------=- --~- -·--- .......... ·-·-·---··-·· .... ......... _ ............ ...... .· . ·--- ··- ·--- .... - ' - ·-

N¿¡ N;:¡CL 17 rnM 1.0mg 
·-- ····--···-.. ·· ··---··· ··· · · ··- ·····--:--.-- ···- -~-_-.... . -.... -.. ,. .. : ...... ~. --·-···· -·--- · ·-· · ············-- · -.. ----····-·-·· .. 

s 2.11 mM 0.3mg 
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FERMENTACIONES 

PREINÓCULO: 

Poro el preinóculo se tomó uno osada de células de P. rhodozymo 

procedentes de las cajas sembradas anteriormente (ver activación de lo 

cepa) y se inocularon en 30 mL de medio YM líquido, en matraces de 250 mL. 

Los matraces fueron incubados durante 48 horas, a 22 º C con una agitación 

constante de 150 rpm. Después del tiempo de incubación, todo el contenido 

del matraz se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos, se desechó el 

sobrenodonte y el pellet se resuspendió en solución salina isotónica estéril al 

mismo volumen. Este procedimiento se repitió dos veces más. A continuación 

se midió lo densidad óptica del preinóculo en un espectrofotómetro a uno 

A. de 540 nm. La concentración del preinóculo debe ser del 2 % (densidad 

óptica de 1.5) . 

Todas los fermentaciones se realizaron en un medio de cultivo químicamente 

definido, previamente preparado e inoculado con la suspensión del 

preinóculo, en matraces bafleados de 250 mL (o botellas de 100 mL con 

tapón de rosca para los experimentos en ausencia de oxígeno}, a una 

temperatura de 22 º C con agitación constante a 150 rpm. Este 

procedimiento se siguió de lo misma manera en todas las condiciones 

evaluadas durante este trabajo y las únicos variantes se realizaron en las 

concentraciones de arginina y amonio según el experimento realizado. 
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MVESTREO 

El muestreo se llevó a cabo cada 24 horas. desde el tiempo cero hasta las 96 

horas. y se realizó de la siguiente manera (a menos que se indique alguna 

diferencia). 

En tubos de ensayo de 5ml se pusieron 2ml del medio de cultivo de cada 

condición evaluada y se centrifugaron o velocidad máxima durante l O 

minutos. Se guardaron tonto los células como el sobrenadante y se realizaron 

sus respectivos determinaciones. 

A las células se les determinó el crecimiento por densidad óptica y los 

carotenoides totales por el método de Sedmak; al sobrenadante se le !nidió 

el pH (ver técnicas en el apéndice). 

La actividad enzimática de la óxido nítrico sintoso (NOS) se determinó a través 

de los extractos enzimáticos de la levadura mediante un kit co!orirnétrlco 

(específico para esta enzima) llamado" Calbiochem No. 482702" , copaz de 

medir a la enzima a través de la formación de nitratos y nitritos. los cuales son 

productos de degradación del óxido nítrico (Ver preparación de los extractos 

enzimáticos en el apéndice) . 
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EXPERIMENTOS 

1. Se determinó la concentración de arginina que presentó un efecto mayor 

sobre la producción de los carotenoides y el crecimiento en la levadura 

Phaffia rhodozyma (para utilizarla en los experimentos posteriores) . Las 

condiciones evaluadas fueron: 2, 10, 20, 30, 40 y 50 mM de arginina. 

2. También se cultivó a la levadura en presencia de nitroprusioto de sodio 

(SNP, nitrosilcianoferrato de sodio) , un donador de NO; con ei objeto de 

probar una vez más el mecanismo de defensa que la levadura presenta al 

encontrarse en un ambiente de estrés, es decir, que el NO induce de 

alguna manera producción de carotenoides. Se utilizaron tres 

concentraciones del SNP: 0.1, 0.5 y 1 mM y éstas se adicionaron al medio 

de cultivo después de 24 horas de crecimiento. 

3. Para comprobar si la arginina estaba provocando un estrés oxidativo 

dentro de las células de P. rhodozyma y éstas, en respuesta, producían una 

mayor cantidad de carotenoides, al ser utilizado este aminoácido por la 

NOS para producir NO; se llevó a cabo una fermentación donde se cultivó 

a la levadura en presencia y ausencia del aminoácido arginina, con el 

objeto de realizar extractos enzimáticos de estas célula, para medir si 

existía o no actividad enzimática de la NOS y así poder probar su presencia 

en la levadura. 

Dattíela C4Wo Gra~ 



4. Por último. se cultivó a la levadura en presencia de arginina pero en 

ausencia total de oxígeno. con el fin de comprobar que el otro sustrato de 

la enzima NOS es el oxígeno molecular. pues si éste no estaba presente 

durante la fermentación. se esperaba que no hubiera producción de NO y 

por consecuencia no se observaría un aumento en la producción de los 

carotenoides. Esta fermentación se llevó a cabo en botellas de 100 mi con 

un volumen de llenado del 20 % durante 192 horas y lo adición de !o 

arginino se realizó a las 24 horas de cultivo. 
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Experimento l : 

a) Crecimiento de la levadura Phaffia rhodozyma cultivada a diferentes 

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

GRÁFICA #1: Cinética de crecimiento de la levadura Phaffla rhodozyma en 

diferentes concentraciones de Arginina. 
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b) Producción de carotenoides a diferentes concentraciones del aminoácido 

arginina: 2. 10, 20. 30, 40. y 50 mM por la levadum Phoffio rhodozymo 

(gráfica 2) . 

GRÁFICA 12: Producción específica de carotenoides por la levadura Phaffla 

rhodozyma a diferentes concentraciones de orginino. 

700 T ···--··--·--·-···-··-· --···-····-·-··· ··- .......... ·--···--··· --·· ··· ·----... .. --··-·····-·····-····-·· .. -· ····· -·-··-·· -··-·· -··- -. --- .... . 

m : l ---------··· -- -------~ 

i : 1 ~---/----------:==----------· 
m 200 :r- ---- ------
~ 100~ 

O · 

48 72 

TIEMPO (hrs.) 
r---------·----- ---- - ···--- ---- -- ------- ·-.. ------- -··-·------------ - -----
1 -+- 2 rnM ¡¡tg 

i 30 mM :119 
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Experimento 2: Producción de carotenoides por la levadura Phaffia 

rhodozyma en presencia de un donador de óxido nítrico, el SNP. 

ESTE EXPERIMENTO FORMA PARTE DE LOS RESULTADOS REPORTADOS EN LA TESIS 

DE MAESTRÍA DE ERIKA GRAJALES, 2002 (Página 73) 

GRÁFICA 13: Producción específica de carotenoides por la levadura Phaffia 

rhodozyma cultivada en presencia de un donador de NO· 
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Experimento 3: Cultivo de la levadura Phoffio rhodozymo en presencia y 

ausencia del aminoácido arginina. 

ESTE EXPERIMENTO FORMA PARTE DE LA TESIS DE MAESTRÍA DE ERIKA GRAJALES. 

2002 

GRÁFICA #4: Actividad enzimótica de NOS en lo levadura Phaffia thodozyma 

en presencia y ausencia de arginina. 
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Experimento 4: Cultivo de la levadura Phaffio rhodozyma en presencia del 

aminoácido arginina. pero en ausencia de oxígeno. 

ESTE EXPERIMENTO FORMA PARTE DE LOS RESULTADOS REPORTADOS EN LA TESIS 

DE MAESTRÍA DE ERIKA GRAJALES, 2002 (Pógina 65) 

GRÁFICA #5: Producción específica de corotenoides por la levadura Phaffia 

rhodozyma cultivado en ausencia de oxígeno. 
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Discusión 

Experimento 1 : 

Grajales en 2002. evaluó las concentraciones 2. 1 O y 20 rnM de arginina y las 

comparó con diferentes concentraciones de sulfato de amonio (como 

control); observando una estimulación en la producción de los carotenoides 

totales al utilizar arginina como fuente de nitrógeno. En este experimento se 

incrementaron las concentraciones de arginina. con el fin de determinar cuai 

de estas estimularía en mayor cantidad la producción de carotenoides 

totales y que efecto tendrían en el crecimiento de !a levadura. Las 

concentraciones fueron 2, 10, 20. 30, 40 y SO mM 

En la gráfica # 1 se muestra que el crecimiento de la levadura Phaffio 

rhodozyma no varió al ser cultivada en las diferentes concentraciones de 

arginina. Esto puede deberse a que el aminoácido ne es tóxico para la 

levadura y puede utilizarlo para su crecimiento como fuente de nitrógeno. En 

las seis condiciones evaluadas. la cinética de crecimiento fue similar. Del 

tiempo cero a las 24 horas de fermentación, se observó la fase de 

adaptación, en la que la levadura inicia el reconocimiento de las condiciones 

presentes en su ambiente. para poder utilizar los nutrientes en la siguiente 

fase. La fase exponencial comenzó o partir de los 24 horas y continuó hasta 

las 48 horas, al observarse un cambio drástico en la pendiente. Por último la 

fase estacionaria se determinó a partir de las 48 horas con término en las 96 

horas de fermentación; debido a que la concentración celular de las 72 horas 

presentó valores similares o los de los 48 horas. 
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Disc usión 

En el experimento que está representado en la gráfica #2, se observó que las 

concentraciones que estimularon en mayor cantidad la producción de los 

carotenoides fueron: 20, 10 y 30 mM. Por lo que se determinó que la 

concentración óptima de arginina para los siguientes experimentos sería l O 

mM, debido a que si no existió gran diferencia entre 20 mM (611.204 µg 

CT/g de célula) y lOmM (543. l l µg CT /g célula) es recomendable la 

utilización de la concentración menor. Este resultado concuerda con lo 

descrito por Grajales, 2002. 

Es importante notar que con 2, 40 y 50 mM las producciones obtenidas fueron 

menores. La concentración 2 mM no presentó estimulación, únicamente 

permitió el crecimiento. La concentración 50 mM al parecer tuvo un efecto 

negativo sobre la producción de carotenoides ya que junto con 40 mM, se ve 

una disminución en la producción con respecto a 10, 20 y 30 mM. Este efecto 

podría explicarse al pensar que altas concentraciones de arginina (40 y 50 

mM) resultan tóxicas para las células, sin embargo, esto se contrapone al 

observar en la gráfica # 1 que el crecimiento no se ve afectado. Por lo que 

este efecto podría deberse a una inhibición por sustrato de ia enzima óxido 

nítrico sintasa. En cuanto a el efecto con 2mM puede suponerse que es muy 

poco la cantidad de arginina para poder generar NO e inducir la producción 

de carotenoides. 

Experimento 2: 

Se sabe que el NO· es uno especie reactiva de oxígeno y debido a que posee 
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Discusión 

un electrón libre no apareado pertenece al grupo de los radicales libres 

causantes de producir, entre otras cosas, estrés oxidativo dentro de los 

células. En microorganismos solo se conocen algunos reportes sobre lo 

existencia de !a NOS y por tanto de la producción de NO. 

En general, las células de levadura y muchos organismos. tienen varios 

mecanismos de defensa contra el ataque de los radicales libres. entre ellos se 

encuentra un multisistema enzimático a través del cual son capaces de 

transformar estas especies reactivas en agua, como por ejemplo, las enzimas 

superóxido dismutasa. la catalasa y los niveles de glutatión; o mediante un 

proceso en el que transfieren la energía de altos niveles de exitación a un 

triplete del carotenoide. Conociendo este último mecanismo de defensa se 

puede explicar el aumento en la producción de carotenoides en presencia 

del aminoácido arginina. pues como ya se explicó antes, todo indica que se 

está produciendo óxido nítrico en las células de P. rhodozyma . 

En la gráfica #3, se muestra el comportamiento de la producción de 

carotenoides al cultivar a lo levadura Phoffia rhodozyma en presencia de un 

donador de óxido nítrico, el 1·~PS. adicionado en diferentes concentraciones 

(0.1, 0.5 y 1 mM) a las 24 horas de fermentación (estas concentraciones fueron 

descritas por Membrillo et al, 2000 como condiciones ideales para ver el 

efecto del NPS sobre la defensa de E. coli al estrés oxidotivo). Y se observó 

que la menor concentración de NPS. indujo una mayor producción de 

carotenoides al compararla con lo adición de O .1 y 0.5 mM de NPS y el control 

amonio 10 mM. 
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Discusión 

El crecimiento en las tres concentraciones de NPS fue semejante. es decir. 

alrededor de 4 mg / ml y en presencia de amonio fue de 1 O mg / ml (a las 

96 horas de fermentación) . Esto sugiere que el NO generado afecta el 

crecimiento de la levadura; pero en relación a la producción de 

carotenoides. puede pensarse que induce la corotenogénesis. Sin embargo. 

en altas concentraciones el NO es tóxico para la célula, pues la producción 

mayor de carotenoides se obtuvo en 0.1 mM de NPS y no en 0.5 y 1 mM de 

NPS. donde la producción fue semejante a la obtenida en presencia de 

amonio 1 O mM. Sin embargo. puede sugerirse también. que el NPS en altas 

concentraciones si estimula la producción de carotenoides. pero éstos 

pueden estarse desintegrando para poder inactivar al NO generado. 

Experimento 3: 

En la gráfica #4 se observa que la estimulación por la presencia de arginina 

apoya la hipótesis de que en la levadura Phaffia rhodozymo está presente la 

enzima NOS13. Se buscó !a actividad de NOS (con un kit colorimétrico 

especifico poro esto enzima) en extractos enzimáticos de células cultivados 

en presencio y ausencia de orginino. En ambos condiciones se obtuvo 

actividad; y como se esperaba, en presencio de arginino se observó uno 

mayor actividad de NOS comparada con el control de amonio. Este resultado 

confirmo que la arginina es utilizada por la NOS paro producir NO y citrulina. lo 

cual también apoyo los resultados obtenidos en los experimentos 1 y 2. La 

mayor actividad se obtuvo a los 36 horas de cultivo en ambas condiciones. 
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Discusión 

Experimento 4: 

Los resultados obtenidos en la gráfica #5 muestran el cultivo de la levadura 

Phaffia rhodozyma en presencia del aminoácido arginina. pero en ausencia 

de oxígeno. Se observa que en la producción de carotenoides no hubo 

estimulación por parte de la arginina, ya que la producción es similar tanto en 

presencia como en ausencia de ella. Esto puede explicarse porque aún en 

presencia del primer sustrato: la arginina, la enzima NOS no puede llevar a 

cabo su actividad y producir NO debido a que, el segundo sustrato: el 

oxígeno no está presente. Y al no producirse NO no existe estrés que estimule 

la carotenogénesis. 
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Conclusiones 

• La concentración mínima del aminoácido arginina que resultó con mayor 

efecto en la producción de los carotenoides fue 10 mM. 

• Se encontró actividad enzimática de la óxido nítrico sintasa en la levadura 

Phaffia rhodozyma . 

• El aminoácido arginina es el responsable del efecto positivo en la 

producción de carotenoides por parte de la levadura. al ser éste sustrato 

de la NOS junto con el oxígeno molecular. 

• Todas las evidencias mostradas en este trabajo apuntan a que la 

carotenogénesis en P. rhodozyma. es una estrategia de defensa contra el 

estrés oxidativo provocado por el óxido nítrico. 
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DENSIDAD ÓPTICA 

l . Resuspender las células en 2 ml de solución salino isotónico poro conseguir 

el volumen original. 

2. Agitar con vortex. 

3. Tomar l mi de la mezcla y vaciarlo a otro tubo de 5 mL 

4. El tubo que quedó con l ml se congela para determinar carotenoides 

totales. 

5. Hacer una dilución l :5 (agregar 4 ml más de solución !;alina isotónica) 

6. Agitar con vortex. 

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

CAROITNOIDES TOTALES 

l . Agregar 0.5 ml de levadura o un tubo de ensayo. 

2. Centrifugar a 6500 rpm / l O minutos. 
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3. Desechar al sobrenadante a un vaso de precipitado cuidando de no 

desechar las células y secar rápidamente el borde con un pedazo de 

papel. 

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

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

6. Tubo por tubo calentar 1 minuto en baño Maria a una temperatura entre 

58 y 60 º C después de haber agregado 0.8 ml de dimetil sulfóxido 

(DMSO), el cual debe estar también a 58 º C, tapar los tubos con canicas y 

agitar el tubo en vortex durante l minuto. 

Este procedimiento debe ser alternando 1 minuto calentando el tubo y otro 

minuto en el vorlex. 

7. Agregar 0.2 ml de K2P04 0.01 M a los tubos. 

8. Agregar 2.5 ml de mezcla fría de hexano acetato de etilo / hexono ( l : 1), 

tapar con las canicas y ponerlos dentro de una caja negra. ya que los 

carotenoides son sensibles a la luz. 

9. Agitar l minuto en vortex. 

1 O. Mantener en el congelador durante 30 minutos. 
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Hasta este paso los tubos pueden permanecer en el congelador durante 24 

horas. 

11. Centrifugar a 5000 rpm / 5 minutos. 

12. Remover la fase orgánica con una pipeta cuidando de no extraer las 

células, poner el sobrenadante directamente en las cubetas del 

espectrofotómetro y leer a una 'A. de 480nm. 

µg Carotenoides = (A) (106) 

(13 E lcm) (100) 

Donde: 

A = absorbancia observada 

l 06 = factor de conversión para expresar carotenoides en µg 

13 E 1 cm = coeficiente de extinción específica 

100 = constante para eliminar el factor porcentaje 
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POLVOS DE ACETONA 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO CRUDO DE PROTEÍNAS DE 

Ph¡¡ffí"q rhoc/ozym¿¡. 

1 . Montar en un matraz Kitasato un embudo Buchner. 

2. Ap!icar al matraz vacío . 

3. Poner en el embudo papel filtro y agregarte agua destilada para que se 

pegue. 

4. Vaciar 30 ml del inóculo, o la cantidad que se tenga en el matraz. 

5. Lavar con 50 ml de solución salina isotónica. 

6. Agregar 25 ml de acetona. 

7. Retirar el papel filtro y meter este en el congelador dentro de cajas Petñ 

durante 1 O minutos. 

8. Si en este paso no se termina la técnica, los papeles filtro se pueden 

quedar por mucho más tiempo en el congeladm. 
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9. En un mortero. triturar con el pistilo trozos de hielo seco, y cuando sublime 

casi en su totalidad, raspar la monocapa de células del papel filtro con 

una espátula y verterlas en el mortero. 

l O. Una vez que las células estén en el mortero. incorporar todo el contenido y 

resuspender en 3 ml de buffer de P04-:; 8mM a pH 6. 

l l. Es importante esperar la sublimación del hielo seco. porque al ogregar el 

buffer la suspensión puede congelarse si no ha sublimado totaímente. El 

buffer debe estar en el congelador y ~ólo se sacará paro lo resuspensión. 

12. Tomar los 3 ml y vaciarlos a tubos paro centrífuga. Vaciar l mi más al 

mortero para enjuagar e impedir que se quede muestra en él. De la misma 

manera vaciar el mililitro a l tubo para centrífuga. 

13. Equilibrar los tubos con el buffer. 

14. Centrifugar en una ultracentrífuga a las siguientes condiciones: Programar 

la temperatura mínimo 4 º C y máximo 14 º C; lo velocidad a 20.000 rpm y 

el tiempo a 45 minutos. 

15. Cuando termine el tiempo de centrifugado, sacar las muestras. 

16. Recuperar la mayor cantidad del sobrenodonfe de cada tubo, teniendo 

cuidado de no tomar célulos. 
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17. Vaciar el sobrenadan te a tubos Eppendorf y realizar la determinación de 

proteínas por Lowry. 

18. Si no se quiere realizar la determinación en ese momento se pueden 

congelar los tubos. 
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