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|. Resumen

Las iononas y sus derivados son compuestos con aroma muy apreciados en la industria de
los aditivos y de la perfumeria. Forman parte de aromas muy importantes como el de las rosas, el
té y el tabaco. Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, donde son producidas por
las plantas como sustancias antimicrobianas o para atraer insectos polinizadores. Provienen de la
ruptura oxidativa de los carotenoides y en la actualidad se producen por sintesis orgénica, lo que
hace costoso el proceso. Por todo lo anterior, la biotecnologia ha surgido como una alternativa
interesante para su produccion, ya que, ademas de ser muy especifica, el producto obtenido
legalmente se considera como “natural®. Se han aislado diferentes microorganismos,
principalmente hongos filamentosos, capaces de transformar a la p-ionona, en derivados de mayor
valor agregado. Algunas cepas del género Strepfomyces también han sido capaces de llevar a
cabo dichas transformaciones aunque con un rendimiento mucho menor. Sin embargo, nunca se
ha estudiado la biogquimica de la formacién de estos compuestos, ya que no se conocen las vias
metabélicas que conducen a su produccién. En el Laboratorio de Microbiologia Industrial del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, se obtuvo una colonia microbiana, compuesta por una
levadura (Trichosporon asahii) y una bacteria (Paenibacillus amylolyticus), capaz de crecer en un
medio suplementado con el oxicarotenoide luteina y de transformarlo hasta fp-ionona y sus
derivados reducidos, presentes en el perfil del aroma a tabaco. La ruptura de la luteina la lleva a
cabo T. asahii, produciendo -ionona, compuesto que se acumula en el medio e inhibe su propio
crecimiento. Sin embargo, P. amylolyticus transforma la p-ionona en sus derivados reducidos,
destoxificando el medio y permitiendo asi que ambos microorganismos continuen creciendo. En
esta bacteria se identificé una actividad de p-ionona reductasa, dependiente de NADPH. El
propésito del presente trabajo fue el de purificar y caracterizar dicha enzima. La j-ionona
reductasa se purific6 a homogeneidad aproximadamente 350 veces. Se encontré que es una
enzima citosdlica, aparentemente monomeérica, cuyo peso molecular es de 58 kDa. Los estudios
cinéticos revelaron que posee una cinética tipo Michaelis-Menten con una alta afinidad por su
sustrato. Ademas, se encontrd que su pl es de 4.1, su pH y temperatura de maxima actividad son
7.2 y 40°C respectivamente. Se obtuvo la secuencia de los extremos N- y C-terminales de la
enzima y se encontr6 que unicamente el extremo C- terminal posee una alta identidad con
alquilhidroperdxido reductasas de otras bacterias Gram positivas. Se aisl6 el producto de la
reaccion de la B-ionona —reductasa, el cual resulté ser 7,8-dihidro-p-ionona, con lo que se concluye
que esta enzima participa llevando a cabo la primera reduccion de la B-ionona hasta 7,8-dihidro-f3-
ionol. Finalmente se encontré que P. amyilolyticus no puede utilizar a la B-ionona como fuente de
carbono y energia, y que tnicamente transforma a este compuesto, cuando existe una fuente de

carbono en el medio.



Il. Introduccion

1) Produccion industrial de aromas

La produccion y uso de los sabores y las fragancias en una escala industrial,
comenzo en el siglo XIX con el aislamiento de los compuestos responsables del aroma
caracteristico de algunos productos naturales (ejemplo: el cinamaldehido aislado del
aceite de la canela y el benzaldehido aislado de las almendras). La sintesis de los
compuestos quimicos con aroma que reproducian el olor y sabor caracteristico de los
productos naturales, pronto se volvié comun y dio lugar a una nueva rama de la industria
de los productos quimicos (Somogyi, 1996). El aislamiento, identificacion y sintesis de la

vainillina marcaron los inicios de la industria moderna de los sabores y aromas (Krings,
1998).

Los compuestos quimicos con aroma se usan tanto en formulaciones de
saborizantes (para impartir un sabor y aroma atractivos a los alimentos y bebidas
procesados), como en formulaciones de fragancias (que dan un aroma agradable a
bienes de consumo tales como perfumes, productos de belleza, cosméticos, detergentes
y limpiadores). Los sabores y fragancias son mezclas muy complejas, que en sus
formulaciones no sélo incluyen compuestos quimicos con aroma, sino también aceites
esenciales y extractos naturales, asi como solventes, diluyentes y acarreadores.

En el afio 2000, la industria mundial de sabores y fragancias, incluyendo las ventas
de sabores y fragancias compuestos, fue valuada en cerca de $14 billones de ddlares, lo
cual representa un crecimiento anual del 4% desde 1997. La produccién de compuestos
quimicos con aroma, calculada a partir de estimados de oferta/ demanda por regiones

geograficas principales contribuyé con $1.8 billones de délares del valor total (Somogyi y
Kishi, 2000).

Desde 1996, la demanda de compuestos quimicos con aroma ha crecido cerca de
un 2.7% anual, con un consumo valorado en un estimado de $1.7 billones de dolares en

el ano 2000 (Somogyi y Kishi, 2000).



A pesar de que se sabe que existe mucha demanda para algunos productos, la
produccion estimada de compuestos quimicos con aroma parece estar sélo en un
pequefio exceso con respecto al consumo. Esto se debe a que la demanda actual de
estos compuestos se encuentra en equilibrio con la oferta.

Mientras que la produccion de compuestos quimicos con aroma es virtualmente
imposible de asegurar debido al gran nimero de compuestos quimicos involucrados en
una red altamente compleja de mercadeo internacional, se estima que el consumo varia
significativamente a nivel mundial, dependiendo del area geografica asi como de la
categoria de los productos. En el afo 2000, los Estados Unidos y Europa occidental, en
conjunto, consumieron el 70% del total de los compuestos quimicos con aroma y sobre el
90% del total de quimicos del tipo del almizcle utilizados en composiciones de sabores y

fragancias (Somogyi y Kishi, 2000).

En el periodo 1996-2000, el consumo de compuestos quimicos con aroma en
Europa aumenté a una velocidad anual de aproximadamente 6.8% en valor. Este
crecimiento impresionante puede deberse a la apertura de los mercados de Europa del
Este, lo que representd una muy buena oportunidad para los proveedores europeos. En
Japén, el consumo de los compuestos con aroma ha disminuido debido a que las
regulaciones favorecen a los productos de origen natural. Los compuestos con aroma de

origen sintético se utilizaron en menos del 25% de los productos complejos (Somogyi y
Kishi, 2000).

2) Produccién de aromas naturales

Los compuestos quimicos con aroma son los compuestos organicos volatiles que
se encuentran en alimentos y perfumes y que les proporcionan su caracter organoléptico
distintivo. Un sabor o fragancia es una mezcla compleja de tales compuestos. Sin
embargo, estos compuestos a menudo acentuan caracteristicas organolépticas
particulares (frutal, floral, carnico) (Hagedorn y Kaphammer, 1994). Desde hace mucho
tiempo, los compuestos con aroma, ya sean mezclas complejas o compuestos puros, han
sido extraidos a partir de fuentes botanicas o producidos a través de fermentaciones
(ejemplo: productos lacteos fermentados). Como ya se mencioné, hasta el siglo XIX se
sintetizo el primer compuesto con aroma (vainillina) y a partir de ese momento, se han



sintetizado muchos otros. A pesar de este hecho, aun hoy en dia, muchos compuestos
que imparten aromas caracteristicos se extraen a partir de fuentes vegetales por razones
econémicas y porque los consumidores prefieren los productos naturales.

En anos recientes, el mercado ha visto una gran demanda “de vuelta a lo natural’,
lo cual probablemente se debe al incremento de compuestos de origen “no natural” que se
ha encontrado poseen alguna forma de toxicidad. Debido a o anterior, los consumidores
se sienten mas atraidos hacia los compuestos naturales, particularmente aquelios de
consumo frecuente. Sin embargo, la diferencia en precio entre un compuesto sintético y
uno extraido naturalmente puede ser considerable, por ejemplo USD $12/ kg para la
vainillina sintética y cerca de USD $4000 /kg para la extraida de vainas del arbol de

vainilla (Feron, et al., 1996)

El significado del término “natural” puede variar entre diferentes comunidades. En

Estados Unidos, definen el término “aroma natural” como:

El aceite esencial, oleorresina, esencia, extracto, hidrolizado proteico, o cualquier
producto proveniente del rostizado, calentamiento o transformacion enzimatica, que
contiene los constituyentes del aroma derivados de una especia, fruta o jugo de fruta,
vegetal, jugo de un vegetal, levadura, hierba, corteza, brote, raiz, hoja, flor o cualquier
otro material vegetal, o productos de fermentacion, cuya funcién en el alimento sea
proporcionar un aroma, mas que ser un nutriente. (Cédigo Federal de Regulaciones, 21
CFR 101.22.a.3.).

Esta definicion de “natural”, incorpora asi a los productos modificados por las

células vivas o sus componentes, incluyendo a las enzimas.

Debido al aumento de la preferencia por productos naturales, se ha ejercido mayor
presion para la produccién de compuestos naturales con sabor y aroma utilizando la
extraccion, sobre todo de las plantas. Esta materia prima, sin embargo, se encuentra
sujeta a varios problemas. El principal es que generalmente contienen concentraciones
muy bajas de los compuestos deseados, lo cual eleva mucho los costos de extraccion.
Mas aun, la fuente de la materia prima se encuentra sujeta a los cambios estacionales y
variaciones climaticas, lo que afecta de manera importante tanto al rendimiento como a la.
calidad de los compuestos que se obtienen. La fuente de materia prima también se



encuentra influida por la estabilidad socio-politica de la region productora; esto ha sido
una preocupacion importante de las industrias comercializadoras de estos compuestos.
Por otro lado, algunas especies botanicas se estan aproximando o se encuentran
actualmente en peligro de extincion, circunstancia que se ve agravada por la
sobreexplotacion de las especies en peligro que poseen alguna esencia de importancia.

Aunque se pueden obtener las fragancias y sabores por medio de la
transformacion quimica de las sustancias naturales, el producto final no puede
considerarse legalmente como natural. Ademas, los métodos quimicos pueden carecer
de una especificidad de sustrato, lo que resulta en bajo rendimiento y baja pureza del
producto, generalmente dando lugar a mezclas racémicas, lo cual es significativo cuando
la estereoquimica de la molécula en cuestion significa una gran diferencia en el aroma
percibido. Estas desventajas de la extraccion y las rutas sintéticas convierten a los
procesos biotecnolégicos como alternativas atractivas.

Las células y las enzimas son elementos claves en los procesos biotecnolégicos
porque estos biocatalizadores pueden llevar a cabo una amplia variedad de reacciones
especificas bajo condiciones moderadas. Un prerrequisito esencial para la generacién
optima de aromas utilizando microorganismos y enzimas es el conocimiento detallado de
la composicion y disponibilidad de los sustratos / precursores que se requieren. El
conocimiento adquirido acerca de los precursores disponibles en ciertas frutas, junto con
la posibilidad que ofrece el uso de enzimas, asi como el disefio de biocatalizadores
especificos, provee nuevas dimensiones para promover la liberacion de aromas

glicoconjugados (Engel y Roling, 1996).



2.1) Utilizacién de microorganismos en la obtencion de productos naturales con
aroma

Las rutas convencionales para la sintesis quimica o para el aislamiento de aromas
a partir de plantas aun son viables. Sin embargo, la generacion biotecnolégica de tales
compuestos se estd volviendo sumamente atractiva. Los aromas son sustancias
bioactivas, y los efectos de la quiralidad sobre |la percepcion del olor, sugieren el uso de
biocatalizadores.  El duplicar el metabolismo secundario de las plantas en sistemas
microbianos (“procesos fermentativos”) conduce a la obtencién de aromas que se
clasifican como naturales por las legislaciones mundiales mas importantes, lo cual
representa una ventaja de mercado sumamente importante (Krings y Berger, 1998). Muchos
de los compuestos con aroma de importancia industrial, han sido identificados en diversos
cultivos microbianos y, ademas, se ha constatado que son estructuraimente idénticos a

los que se obtienen de otras fuentes naturales como las plantas (Krings y Berger, 1998)
(Tabla 1).

Tabla 1
Compuestos importantes con aroma generados por microorganismos

Compuesto de importancia Especie que la produce

Lactonas macroliticas
Feniletanol y ésteres

Bacterias

Diacetilo

Metil cetonas
Geosmina
Pirazinas
2-Acetil-1-pirrolina
Borneol, isoborneol

Hongos
Vainillina Pycnoporous cinnabarinus
Benzaldehido Ischnoderma benzoinum
Salicilato de metilo Phenillus sp.
Lentionina Lentinus edodes
Citronelol Mycena pura
Linalool Wolfiporia cocos
Cumarinas Pleurotus euosmus
Metil cetonas Aspergillus niger
Pirazinas Aspergillus sp.

Levaduras
Furaneol Zygosaccharomyces rouxii

Torulopsis bombicola
Kluyveromuces sp.

Lactobacillus lactis
Pseudomonas oleovorans
Streptomyces citreus
Bacillus sp.

Bacillus cereus
Pseudomonas pseudomallei




Tradicionalmente, los procesos microbianos han jugado un papel integral e
importante en la generacion de compuestos con sabor y aroma desde el descubrimiento
de la cerveza, el queso y la salsa de soya hace miles de aflos. Hoy en dia, las técnicas
microbiolégicas modernas han sido aplicadas para aumentar la eficiencia de muchos de
estos biocatalizadores microbianos para producir compuestos especificos poseedores
tanto de sabores como de aromas (Hagedorn y Kaphammer, 1994).

En reactores altamente controlados que contienen estos catalizadores, se pueden
producir compuestos de forma consistente y predecible durante todo el ano. Mas aun,
existe un potencial para incrementar tanto la pureza como el rendimiento de los
compuestos utilizando manipulacién genética de los biocatalizadores para facilitar la
recuperacion de los productos y reducir los costos. Un atributo importante de los
biocatalizadores microbianos es su habilidad para sintetizar productos de novo a partir de
nutrientes relativamente baratos. Ademas, los microorganismos pueden llevar a cabo
transformaciones de varios pasos sobre los sustratos adicionados. Por otra parte, las
enzimas en su forma purificada o presentes en células permeabilizadas pueden
transformar sustratos presentes en concentraciones muy altas (no fisiolégicas). Lo mas
importante en ambos casos es que los productos obtenidos pueden etiquetarse como

naturales si derivan de sustratos naturales (Armstrong y Yamazaki, 1986).

La mayoria de los compuestos con caracteristicas organolépticas (de aroma y
sabor) que se obtienen a partir de microorganismos son metabolitos secundarios.
Frecuentemente, los compuestos quimicos con aroma que se producen via biocatalisis no
son asimilados en el metabolismo primario del organismo productor sino que son
transformados mediante procesos metabdlicos diferentes que, en la mayoria de los casos,
se encuentran poco estudiados (Hagedorn y Kaphammer, 1994). Estos compuestos poseen
umbrales tanto de sabor como de aroma muy bajos y se pueden detectar al nivel de
partes por millén. Los principales obstaculos para la produccion microbiana de aromas
son la concentracion de producto tan baja que se obtiene, asi como el costo relativamente
alto de su recuperacion. Hoy en dia, la produccién industrial ya sea de un sabor o un
aroma mediante el uso de microorganismos sélo se vuelve costeable si el compuesto en
cuestion tiene un valor en el mercado de USD $200 — USD $500/kg (Sprecher, 1985).



La eficiencia de la sintesis microbiana de novo de compuestos con aroma puede
ser aumentada al ofrecer precursores adecuados que sirvan como puntos de inicio para
las biotransformaciones (reacciones de un solo paso) o bioconversiones (reacciones de
multiples pasos) que nos dan el producto deseado. Las fuentes naturales que contengan
los precursores requeridos en altas cantidades pueden ser utilizadas directamente como
sustratos.

Los microorganismos pueden ser manipulados fisioldgica y genéticamente para
que sobreproduzcan ciertos productos valiosos. Los métodos modernos de manipulacion
genética y control fisiolégico hacen de la biogeneracion de aromas un area importante de
la investigacion en productos naturales. Hoy en dia, se trabaja mas sobre la obtencion de
un conocimiento fisiolégico y bioquimico del organismo productor, asi como en la
elucidacion de las rutas metabdlicas y las enzimas involucradas en la produccion de los
compuestos con aroma. Cuando se hayan logrado estos objetivos, se podra pensar en
una manipulaciéon genética y/o fisiolégica para lograr la sobreproduccion de los
compuestos de interés (Welsh, et al. 1989).

Los procesos microbianos también pueden utilizarse para biotransformaciones a
gran escala de compuestos precursores de los aromas naturales. EIl microorganismo
elegido se cultiva bajo condiciones que favorezcan la sintesis de una enzima o ruta
enzimatica determinada. Las células son recolectadas y se resuspenden en una gran
densidad celular en un ambiente que limite su posterior crecimiento. La biotransformacion
del precursor afiadido puede entonces llevarse a cabo con eficiencias hasta del 100%.
Los problemas de velocidades de reaccion muy bajas y de baja concentracion de

producto se resuelven con la alta concentracion celular empleada (Welsh, et al., 1989).

Las biotransformaciones / bioconversiones microbianas ofrecen una alternativa
efectiva a los procesos quimicos y enzimaticos convencionales. Muchas células poseen
tanto el sistema redox requerido para la reaccion (ejemplo: conversion de una cetona a un
alcohol) y el sistema o sistemas que se requieren para la regeneracion de los cofactores.
De esta manera, el uso de sistemas microbianos evita algunos de los problemas que se
asocian con el uso de sistemas enzimaticos redox a gran escala. Dichos problemas
incluyen la inestabilidad inherente de las enzimas redox y sus cofactores en presencia de
oxigeno, metales traza, temperatura y uso de solventes organicos (que pueden requerirse



para solubilizar los reactivos organicos a ser tratados), y por supuesto, la necesidad de
una regeneracion de los cofactores (Welsh, et al., 1989). No obstante, aun deben superarse
algunas desventajas, que incluyen el hecho de que las reacciones a menudo involucran el
uso de sustratos a concentraciones molares muy pequenas (frecuentemente a nivel mili
molar), y que los rendimientos de reaccién y las velocidades de generacion de los
productos son a menudo muy bajas.

Los microorganismos pueden catabolizar carbohidratos, grasas y proteinas, y son
capaces de convertir los productos de dicho catabolismo en compuestos con aroma mas
complejos, lo cual es una propiedad que se utiliza durante la produccion de alimentos
fermentados, los cuales poseen un espectro de compuestos con aroma impresionante.
Por ejemplo, los microorganismos productores de acido lactico contribuyen al sabor y |
aroma de los lacteos. Ademas del acido lactico, producen pequenas cantidades de otros
compuestos con aroma y sabor quimicamente muy distintos del acido lactico, como
alcoholes de cadena corta, aldehidos, cetonas, metilcetonas y acidos, asi como pirazinas,
lactonas y tioles (Cogan, 1995).

Otros precursores de bajo costo, de facil disposicién y renovables, como los acidos
grasos y los aminoacidos, pueden ser convertidos a compuestos con sabor y aroma de un
mayor valor agregado. La biocatalisis compite muy bien con la catalisis quimica en los

siguientes tipos de reacciones:

¢ Introduccion de quiralidad

e Funcionalizacion de carbonos quimicamente inertes

e Modificaciones selectivas de un grupo funcional en moléculas
multifuncionales

¢ Resolucion de mezclas racémicas
2.2) Utilizacion de enzimas en la obtencién de productos naturales con aroma
El uso de enzimas es una parte integral de muchos procesos importantes en la

produccién de alimentos. Se utilizan en la fabricacion de queso, en la industria de la
panificacion, de elaboracion de cerveza y del vino. Existen muiltiples ejemplos del uso de



enzimas a gran escala para la produccion de edulcorantes y de modificacion de sabores y
aromas. Las enzimas mas utilizadas en una escala industrial, son las hidroliticas,
principailmente porque no se requiere la regeneracion de cofactores redox, la cual es muy
costosa, en contraste con las oxidorreductasas. Las sintesis que involucran reacciones
enzimaticas se llevan a cabo a temperaturas, presiones y valores de pH moderados, lo
que las diferencia de su contraparte quimica debido principalmente a la cinética
enzimatica. Los procesos biocataliticos difieren de los procesos quimicos
convencionales, Las sintesis enzimaticas poseen una enantio y regio-especificidad
remarcable, y existen ciertos compuestos que solamente pueden ser producidos a través
de la sintesis enzimatica. Sin embargo, algunas desventajas que tiene el uso de enzimas
pueden ser que algunas veces la enzima puede ser inestable o requerir de cofactores
redox, los rendimientos de producto pueden ser bajos y la enzima en si y/o sus cofactores
pueden tener un alto costo (Schmid, et al., 2001).

Se han descrito mas de 3000 enzimas en la literatura, pero probablemente solo
existen unos cientos disponibles en forma comercial, y de ellas, solamente 20 se
encuentran disponibles en cantidades adecuadas para ser utilizadas en procesos
industriales (Armstrong y Brown, 1994). AUn asi, se han desarrollado procesos enzimaticos
para la produccion de ciertos compuestos saborizantes y aromatizantes como las
pirazinas y otros compuestos heterociclicos poco convencionales que son de interés en la
industria de los aditivos. Muchos de estos procesos pueden optimizarse mediante el uso
de medios de reaccién no acuosos o bifasicos (Welsh et al., 1989). Los sistemas no
acuosos se utilizan debido a que se resuelven los problemas de solubilidad de todos los
componentes de la reacciéon y contribuyen a la estabilidad de las enzimas.

En la industria se utilizan varias enzimas, como la xilosa isomerasa, que cataliza la
isomerizacién de la D-glucosa a D-fructosa, empleada para producir jarabe de alta
fructosa y la penicilina amidasa, que se utiliza para producir penicilinas semisintéticas.
Hoy en dia, la catalisis selectiva se esta volviendo un requerimiento de la industria
quimica, y los avances recientes en catalisis enzimatica se han extendido hacia la sintesis
de quimicos y polimeros muy especializados. Por ejemplo, las peroxidasas se utilizan
industriaimente para catalizar la sintesis de resinas fendlicas que se utilizan como
reemplazo de los formaldehidos fendlicos, y la nitrilo hidratasa que se usa para catalizar
la hidratacion del acetonitrilo en acrilamida (Nagasawa y Yamada, 1990). La mayoria de los
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procesos enzimaticos convencionales comparten varios atributos, incluyendo altas
concentraciones de producto formadas (altas productividades), el que no se generan
-subproductos indeseables, y el uso de enzimas que no requieren cofactores costosos.

Las lipasas, esterasas, proteasas, nucleasas y varias glicosidasas se utilizan en
los procesos de extraccion de sabores y aromas, produciendo importantes moléculas con
aroma a partir de otras moléculas mas grandes. Entre las mas utilizadas para generar
compuestos con aroma, se encuentran las lipasas, las cuales se utilizan en sistemas no
acuosos para llevar a cabo reacciones de esterificacion mediante la llamada lipdlisis

reversa (Gatfield, 1992).

2.2.1) Utilizacion de oxidorreductasas en la produccion de compuestos naturales

con aroma

Las oxidorreductasas comprenden la clase mas grande de enzimas que catalizan
reacciones biolégicas de oxidacion /reducciéon. Debido a que muchas transformaciones
quimicas y bioquimicas involucran procesos redox, la idea de desarrollar aplicaciones
biocataliticas practicas para las oxidorreductasas ha sido una meta atractiva para la
biotecnologia. Las aplicaciones para estas enzimas han incluido la oxifuncionalizaciéon de
esteroides y otros farmacos, sintesis y modificacion de polimeros, degradacion oxidativa
de contaminantes, oxifuncionalizacién de hidrocarburos asi como la construccion de

biosensores para una amplia variedad de aplicaciones analiticas y clinicas (May, 1999).

Se han desarrollado novedosas metodologias para reciclar eficiente vy
econdémicamente las coenzimas que son esenciales para la actividad catalitica de muchas
oxidorreductasas. Estas comprenden la regeneracion enzimatica, quimica o
electroquimica de la coenzima reducida u oxidada que esta siendo consumida por la
reaccion de interés. Por ejemplo, De Felipe et al., (1998) construyeron cepas de
Lactococcus lactis sobreproductoras de NADH oxidasa, al clonar el gen nox2 de
Streptococcus mutans, que codifica para una NADH oxidasa. Este sistema permitié la
sobreproduccién de la NADH oxidasa en las células de L. /actis, lo que resultd en una
relacién mayor NADH : NAD', y un consecuente cambio de fermentacién homolactica a
fermentacion acido-mixta durante el catabolismo aerobio de la glucosa. Este trabajo da
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un ejemplo de coémo la modulacién del reciclado de las coenzimas puede utilizarse para
alterar la distribucion de los productos de la biocatalisis redox aun en sistemas
microbianos.

Tayhas et al. (1998) reportaron la construccion de una celda biocombustible de
metanol / oxigeno que utiliza una regeneracion de coenzima catalizada por la diaforasa en
el anodo. La diaforasa cataliza la oxidacion de NADH a NAD" por el benzilviolégeno, y
esta reaccion se utilizo para regenerar el NAD" requerido por las deshidrogenadas NAD'-
dependientes para oxidar el metanol a CO, en el compartimiento del anodo Este sistema
ya se aplica en la combustion de automaviles de Férmula 1 que utilizan metanol en Brasil.

Aun falta mucha investigacion por hacer en el campo de la aplicacion industrial de
las oxidorreductasas. Aunque todavia no se utilizan a nivel industrial para la produccién
de compuestos con aroma, multiples procesos redox tienen lugar en la biotransformacién/
bioconversion de compuestos hasta productos con aroma, por lo que es de esperarse que
en un futuro se desarrollen metodologias que conduzcan a la aplicacion de estas enzimas

en procesos industriales.

3) Carotenoides

Los carotenoides son los pigmentos mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Practicamente pueden encontrarse en casi todos los animales y las plantas
(Goodwin, 1992). Se sabe que son parte indispensable de las células de microorganismos,
algas, plantas, animales superiores e incluso el hombre en donde actuan como
precursores de vitamina A y como antioxidantes (Karnaukhov, 1990).

A pesar de su amplia distribucion, los carotenoides sélo se sintetizan de novo en
las plantas superiores y algunos microorganismos. Son producidos por las bacterias
fotosintéticas anoxigénicas, por las cianobacterias fotosintéticas oxigénicas y por algunas
bacterias no fotosintéticas (Sanchez et al., 1999). Muchos organismos eucariontes tambien
los producen, incluyendo algas, plantas y algunos hongos. A pesar de que forman parte
importante de los animales, éstos solamente pueden obtener los carotenoides a partir de
la dieta, esto es, al consumir organismos carotenogeénicos.
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Los carotenoides son tetraterpenos, derivados del isopreno, compuestos de 40
atomos de carbono. Pueden ser de dos clases, los carotenos, los cuales son compuestos
hidrocarbonados y las xantofilas, las cuales son derivados oxigenados de los carotenos.
Son moléculas hidrofébicas, muy poco o nada solubles en agua. Por esto se localizan en
regiones celulares de composicion hidrofébica. Los carotenoides poseen en su estructura
una gran cantidad de dobles enlaces conjugados, mismos que conforman un cromoforo
largo y permiten que estos compuestos sean capaces de absorber luz en la regién visible,

lo cual hace que tengan colores que van del amarillo al rojo, incluyendo el naranja
(Sanchez et al., 1999).

Muchas de las funciones de los carotenoides estan relacionadas con su capacidad
para absorber la luz. Su papel principal en la naturaleza es el de proporcionar color,
actuando en las plantas como pigmentos fotosintéticos accesorios. Sin embargo, también
se conoce su capacidad como antioxidantes, tanto en organismos fotosintéticos como no
fotosintéticos, al participar en la inactivacion de los radicales libres que se generan
durante el metabolismo celular. Se ha demostrado que son capaces de inactivar a las
especies de oxigeno reactivas, del tipo del oxigeno en singulete, ion hidroxilo y ion
superoxido, que son capaces de provocar dano tanto a las proteinas como al DNA de las
células (Cooper, 2004; Krinsky, 2003).

4) Aromas a partir de carotenoides

Como ya se menciono, los carotenoides representan una de las clases de
pigmentos naturales mas ampliamente distribuidos en la naturaleza y son poseedores de
una importante diversidad estructural. Ademas de las funciones cruciales en la
fotosintesis, fotoproteccién y nutricion, los carotenoides son considerados como
importantes precursores de aromas.

Entre los aromas derivados de carotenoides que poseen mayor importancia, se
encuentran la B-ionona y la B-damascenona, compuestos muy apreciados en perfumeria
por su bajo umbral de aroma (0.007 y 0.002 ppb, respectivamente). Estructuraimente,
ambos compuestos poseen un esqueleto de megastigmano, diferenciandose unicamente
en la posicion de la funcion oxigenada, que se localiza en el carbono 9 en la familia de las



iononas y en el carbono 7 en la familia de las damasconas [Fig. 1] (Winterhalter y Rouseff,
2002).

Esqueleto de carbonos

s lononas Damasconas
del Megastigmano

-~
"

Carotenoide

Fig. 1: Principales compuestos norisoprenocides Cy3 derivados de los carotenoides a partir de la
ruptura en el enlace 9, 10

Los compuestos con aroma derivados de carotenoides no so6lo se han encontrado
en productos que provienen de hojas como es el caso del tabaco, el té o la hierba mate,
sino en multiples aceites esenciales, en frutas (uvas, fruta de la pasion, carambola,
membrillo, manzana y nectarina), vegetales (jitomate, espinaca), especias (azafran,
pimienta roja), ademas de fuentes adicionales como vino, café, ron, madera roble, miel,

rosas, entre otros.

Se piensa que la generacién de aromas a partir de carotenoides ocurre tanto
mediante mecanismos enzimaticos, como no enzimaticos. La ruptura no enzimatica
incluye procesos de fotooxigenaciéon, de (auto)oxidacion, asi como de degradacion

térmica (Winterhalter y Rouseff, 2002).

Se considera que la biodegradacién de carotenoides es llevada a cabo por
dioxigenasas. Sin embargo, se conoce muy poco acerca de las rutas metabdlicas que



conducen a la formacién de los compuestos con aroma. En general, se requieren tres
pasos para generar un compuesto con aroma a partir de un carotenoide de origen [Fig. 2]

1) Ruptura inicial por la dioxigenasa para generar lo que se conoce como
producto primario de degradacion.

2) Transformaciones enzimaticas subsecuentes del producto primario de
degradacién, lo que da lugar a intermediarios polares.

3) Conversiones catalizadas por acidos o bases de los precursores no volatiles en

la forma activa del aroma.

B-caroteno Carotenoide Neoxantina

PASO |
Ruptura oxidativa

Producto primario
de ruptura

PASOII
B-ionona Transformaciones
enzimaticas

Metabolito no volatil
(Precursor del aroma)

PASO Il
Conversiones
catalizadas
por &cido

Compuesto con aroma

Figura 2: Pasos generales para la conversién de carotenoides en compuestos con aroma, y —como
ejemplos- la formacién de p-ionona y p-damascenona a partir de B-caroteno y neoxantina
respectivamente
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Los primeros dos pasos de la generacion de aromas son muy poco conocidos. Se
tiene algun conocimiento acerca de la enantioselectividad de la conversién enzimatica de
los productos primarios de degradacion, lo cual se ha logrado a través de la determinacién
quiral de norisoprenoides en sustratos naturales. De cualquier manera, se tiene muy poca
informacion sobre los sistemas de dioxigenasas que se presume existen. Unicamente se
ha caracterizado el sistema que posee el alga Microcystis (Winterhalter, 1997).

Todos los dobles enlaces de la cadena central de los carotenoides son
susceptibles al ataque enzimatico, lo que resulta en la formacion de varios compuestos
que tienen 10, 13, 15 6 20 atomos de carbono. En tejidos de frutas, se ha visto que el
ataque oxidativo del doble enlace localizado en la posicién 9,10 (9',10') parece ser el

preferido (Winterhalter, 1997) [Fig. 3].

Czo (retinoides)

|

N

.
i i
: i C, (homonas de plantas)
l 1

; C]3 (aromas)
C]0 (safranal)

Figura 3
Principales clases de fragmentos provenientes de la degradacion de carotenoides mediante la accién
de dioxigenasas.

Las reacciones de ruptura bio-oxidativa que involucran una 9,10 (9',10')-
dioxigenasa son plausibles para la formacion de compuestos norisoprenoides con 13
carbonos. Existe evidencia de que estos compuestos de 13 carbonos provienen de la

degradacion oxidativa de los carotenoides:
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1)  Estereoquimica de los fragmentos: se han hecho experimentos que demuestran
que la estereoquimica del fragmento de 13 C es idéntica a la del carotenoide del
cual proviene (Enzell y Wahlberg, 1987).

2) Cambio en la composicién de carotenoides durante la maduracion o el
procesamiento de las plantas en donde se encuentran presentes: en el té,
tabaco y uvas se ha encontrado que el incremento en la concentracién de
norisoprenoides de 13 C, coincide con un decremento en la concentracién de

carotenoides (Sanderson, 1971; Kosteridis, 2000).

3) Identificacion de otros fragmentos provenientes del carotenoide: ademas de los
compuestos de 13 C, se han encontrado en los tejidos de frutas, fragmentos de
14 6 27 carbonos. Asi, se ha propuesto que primero se da |la ruptura enzimatica
en el doble enlace 9,10 del carotenoide, lo que genera un fragmento de 13 C y
uno de 27 C (Eugster y Méarki-Fischer, 1991). Este fragmento de 27 C también sufre
el ataque de dioxigenasas, lo que genera otro fragmento de 13 C y uno de 14 C,
el cual se deriva de la porcién central del carotenoide.

4.1) Produccién biotecnolégica de compuestos con aroma derivados de
carotenoides

Como los norisoprenoides de 13 C estan presentes en aromas que poseen gran
importancia para la industria, tanto de aditivos como de perfumeria, se han buscado
alternativas para disminuir los costos de produccion de los mismos. La biotecnologia ha
surgido como una alternativa interesante, ya que abarata los costos de produccion, y el
producto que se obtiene se considera como natural por las principales legislaciones del
mundo, lo cual le confiere un valor extra en el mercado. En general, tres métodos
biotecnologicos principales pueden ser aplicados para la obtencion biotecnolégica de
compuestos con aroma. Estos son el uso de enzimas, de tejidos de plantas y de cultivos

celulares vegetales, asi como el uso de microorganismos.
Los norisoprenoides se encuentran predominantemente en las plantas como
glicoconjugados. Esto representa un potencial para el uso de glicosidasas y/u otras

hidrolasas (Winterhalter, 1997). Otra aproximacién utilizando enzimas para la produccion
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biotecnolégica de compuestos norisoprenoides utiliza directamente la fraccion de
carotenoides de las plantas. En este caso, la ruptura de la cadena del carotenoide se
lleva a cabo mediante una co-oxidacion utilizando a la lipoxigenasa u otros sistemas de
oxidasas como la fenoloxidasa, lactoperoxidasa o xantina oxidasa (Bosser, 1995). Para la
conversion subsecuente de los productos de co-oxidacion, se pueden utilizar los tejidos
celulares y los microorganismos.

4.2) Aromas derivados de los carotenoides presentes en el tabaco

A finales de los aflos 1960’s se empez06 a estudiar el origen de los principales
compuestos con aroma presentes en las hojas de tabaco, utilizando principalmente a la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas. Los resultados
obtenidos revelaron que las fracciones con aromas volatiles derivadas del tabaco son
mezclas complejas de compuestos que provienen no solamente de la degradacion de
carotenoides, sino también de la degradacién de otros isoprenoides, mono y
sesquiterpenoides, de metabolitos de los acidos grasos, metabolitos de la fenilalanina,
metabolitos alcaloides y productos de las reacciones entre azucares reductores y
aminoacidos (reacciéon de Maillard). Los productos que provenian de la degradacion de
los carotenoides recibieron una atencion particular, debido a su importancia como notas

esenciales para el perfil del aroma (Wahlberg, 2002).

Se han encontrado e identificado mas de 100 compuestos derivados de los
carotenoides en las hojas del tabaco. Estos compuestos incluyen apocarotenoides que
estructuraimente poseen 15, 13, 12, 11, 10 6 9 atomos de carbono [Fig. 4] (Wahlberg, 2002).
La mayor diversidad estructural se encuentra entre los apocarotenoides con 13 atomos de
carbono (C43). En conjunto, representan alrededor de 60 compuestos y varian con
respecto al grado y patron de oxigenacion e instauracion. La mayoria han sido
encontrados en muchas otras especies vegetales pero algunos son tipicos de la planta del
tabaco. En la figura 4, podemos ver a los apocarotenoides Cy3; mas representativos en el
tabaco, entre los cuales se encuentra la B-ionona y algunos de sus derivados (Enzell y

Wahlberg, 1987).
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Fig. 4. Ejemplos de apocarotenoides presentes en el tabaco
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Los principales carotenoides presentes en las hojas verdes del tabaco son, en
primer lugar, la luteina, que es el carotenoide mas abundante, ademas de [3.3-caroteno,
neoxantina y violaxantina . Las cantidades absolutas y concentraciones relativas de estos
compuestos varian con factores tales como el tipo de tabaco y la posicion de la hoja en la

planta (Wahlberg, 2002).

Se ha demostrado que los carotenoides sufren una degradacion durante el
crecimiento de la planta y durante el proceso del curado de las hojas. Asi, el tabaco
Burley es degradado lentamente durante la senescencia y el curado al aire de las hojas.
El nivel de luteina desciende de 1.22 hasta 0.75 mg/ g durante las primeras 4 semanas
desde la aparicion de las flores hasta el tiempo de la cosecha de las hojas. Un posterior
decremento hasta 0.22 mg/ g se observa durante los 90 dias que dura el curado al aire.
Un proceso similar se observa para los otros carotenoides presentes en la hoja (Burton y

Kasperbauer, 1985).

La degradacién de los carotenoides viene acompanada por un incremento en el
nivel de los apocarotenoides presentes en el tabaco. Esto se demostré por Wahlberg et
al. (1977). Se analizaron fracciones obtenidas de hojas de tabaco Virgina, verdes,
marchitas y recién curadas al aire, ademas de otras curadas al aire, pero que fueron
almacenadas durante 6, 12 y 24 meses. Estas fracciones fueron comparadas entre si
para ver su contenido de componentes volatiles. En conjunto se identificaron 19
carotenoides degradados. La mayoria estaban presentes en las hojas verdes, pero el
curado y el afnejamiento resultaron en un incremento en las concentraciones hasta los
niveles tipicamente observados en el tabaco procesado, de ng/ g hasta ug/ g (Wahlberg et

al, 1977).

Los carotenoides presentes en el tabaco podrian dar lugar a los apocarotenoides
C13 presentes en la figura 5 [Fig. 5] (Wahlberg, 2002). Es interesante hacer notar que 3 de
ellos, B-ionona, 3-hidroxi-p-ionona y 3-hidroxi-5,6-epoxi-B-ionona, han sido encontrados de

forma abundante en el tabaco.
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Fig. 5: Biogénesis propuesta de productos primarios de degradacién en el tabaco a partir del -
caroteno.

Se ha propuesto que los productos primarios de degradacion sufren una
transformacion posterior que involucra oxidacion, reduccion, deshidratacion y rearreglos
moleculares que conllevan hasta otros productos que tienen una nota mas importante

dentro del perfil general del aroma del tabaco curado.



Ill. Antecedentes

1) Produccién microbiana de derivados de la B-ionona

Las iononas y sus derivados son intermediarios importantes en el metabolismo de
los terpenoides, que poseen un anillo trimetilciclonexano en su estructura. A partir del
tabaco curado al aire, se han aislado muiltiples compuestos que poseen en su estructura
un anillo trimetilciclohexano (Tabla 2). Este tipo de compuestos constituyen elementos de
aroma esenciales en muchos aceites vegetales y por esto han atraido la atencion de la
industria de los sabores y los aromas (Krasnobajew, 1984).

Tabla 2: Ejemplos de derivados de la f-ionona que se encuentran presentes en el tabaco

NOMBRE ESTRUCTURA AROMA
B-lonona Madera, violetas, frutal

a-lonona Madera, tono a violeta

4-oxo-B-lonona Rico en notas dulces

3-oxo-a-lonona Dulce, floral

Dihidroactinidiolina Muy ligero y fresco

IHMR
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Los compuestos antes mencionados tienen la caracteristica de poseer umbrales
de aroma muy bajos y se ha visto que son componentes clave en los aceites esenciales
de los tabacos curados al aire. Por este motivo, se han llevado a cabo mdltiples
investigaciones con la intencién de obtener aromas de tabaco a partir de la transformacién
ya sea de los carotenoides o de las iononas, que son consideradas intermediarios claves
de los carotenoides y se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza (Larroche y Gros,

1997).

Uno de los primeros intentos de llevar a cabo la biotransformacion de la B-ionona,
se llevé a cabo utilizando células del hongo Lasiodiplodia theobromae. Lo que se logro
fue obtener a partir de la oxidacion de la B-ionona un aceite esencial presente en el
tabaco Burley (Krasnobajew y Helminger, 1982). Mientras tanto, en la compaiia suiza
Givaudan, especializada en aditivos de sabor y aroma, se utilizaron células en reposo de
L. theobromae ATCC 28570 para la conversion de la B-ionona y se generé una patente
en donde indicaban que lograban convertir mas de 10 g de B-ionona/ L de medio de
cultivo, con una eficiencia del 90%, generando B-ciclohomogeraniol como producto
principal (Krasnobajew, 1982). Posteriormente, se empezaron a llevar a cabo estudios en
donde se utilizaba a Aspergillus niger, ya que se sabe que posee una gran capacidad de
hidroxilacién sobre terpenos y terpenoides. Cabe mencionar que este microorganismo ha
sido ampliamente utilizado para producir los derivados hidroxilados de la B-ionona. En
este ultimo caso, los productos principales fueron 4-hidroxi-p-ionona, 2-hidroxi--ionona,
2-oxo-B-ionona y 4-oxo-B-ionona en orden de cantidades decrecientes [Fig. 6]. La ruta
sugerida para esta transformacion fue la hidroxilacion enantioselectiva en las posiciones 2
6 4 de la B-ionona, seguida por una posterior oxidacion y deshidratacion o acetilacion

(Mikami et al., 1981). Sin embargo, la produccion obtenida resulté ser muy pobre.



0]
4-hidroxi-p-ionona 2-hidroxi-B-ionona
OH
0 0
4-oxo-B-ionona : 2-oxo-f-ionona
(@]

Fig. 6 Productos de biotransformacion de f-ionona por Aspergillus niger

De un total de mas de 1000 microorganismos probados por Mikami et al. (1981),
las bacterias y las levaduras resultaron ser incapaces de acumular cantidades
significativas de productos con aroma y sélo convirtieron una pequefa porcion de las
iononas. Esta habilidad sélo fue observada en cepas de los hongos Aspergillus y
Rhizopus. Finalmente, utilizando una cepa no comercial de A. niger (Aspergillus niger
JTS 191), lograron aumentar la produccién de la 4- y 2-hidroxi-p-ionona y de la 4- y 2-oxo-

B-ionona.

Larroche et al. (1995) utilizaron una cepa comercial de A. niger (A. niger IFO
8541), la cual también acumulaba los mismos productos derivados de la B-ionona. .Sin
embargo, la concentracion tolerada de sustrato era menor 1.5 g/ L. La resistencia de A.
niger fue incrementada al utilizar micelio atrapado en cubos hidrofébicos de poliuretano,
asi como afadiendo un solvente organico, en este caso isooctano, al medio de reaccion
(Sode et al., 1989). Otro trabajo basado en cultivo por lotes, utilizé células inmovilizadas de
A. niger IFO 8541 inmovilizadas en cuentas de alginato de calcio, lo que permitid
aumentar la produccion de los derivados oxigenados de la B-ionona en cantidades
cercanas a los 4 g/ L (Larroche et al., 1995). Posteriormente, se establecieron modelos
matematicos para explicar la transformacion de la B-ionona, que se llevaba a cabo en un
sistema bifasico, al ser este compuesto pobremente soluble en agua, obteniendo valores

de rendimiento de las reacciones de transformacion de la B-ionona, cercanos a la unidad,
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aun utilizando el sistema de células inmovilizadas de A. niger en alginato de calcio (Grivel
et al., 1999; Grivel y Larroche, 2001).

Hasta hace poco tiempo, solamente se habian utilizado hongos para lograr la
biotransformacién de la B-ionona en sus derivados hidroxilados. Sin embargo se sabe
que muchas especies de actinomicetos pueden llevar a cabo un amplio espectro de
transformaciones xenobidticas. Se han estudiado muiltiples monooxigenasas
dependientes del citocromo P-450 que han sido obtenidas a partir de cepas del género
Streptomyces, y se ha visto que son capaces de catalizar la hidroxilacion de multiples
sustratos, lo que hace que tengan un amplio potencial como biocatalizadores (0’Keefe y

Harder, 1991).

Con estos antecedentes, Lutz-Wahl et al. (1998), probaron 215 cepas del género
Streptomyces y seleccionaron algunas por su capacidad de hidroxilar
estereoselectivamente la B-ionona a sus respectivos derivados 3- y 4-hidroxi-B-ionona.
En un medio adicionado con B-ionona como sustrato, 15 cepas mostraron una pequefia
conversién de la B-ionona hasta la 4-hidroxi-B-ionona y ninguna cepa produjo el derivado
3—hidroxi-B-ionona. En este estudio se demostr6 que estas bacterias, en especial S.
antibioticus y S. arenae, fueron capaces de transformar a la -ionona en un solo derivado
Y ademas, que la hidroxilaciéon de la B-ionona en la posicion 3 es muy dificil, debido a
razones estereoquimicas y de densidad electronica, por la posicién del carbono 3 dentro
de la molécula de B-ionona, razén por la cual siempre se obtienen los derivados 2- y 4-

hidroxi-B-ionona y nunca la 3-hidroxi-p-ionona.

2) Enzimas involucradas en la transformacion de B-ionona y otros terpenoides de

estructura similar

Los terpenoides son un grupo de sustancias presentes en casi cualquier alimento

natural. Existen entre 15 y 20 mil estructuras reconocidas de estos compuestos. Se distinguen

de otros metabolitos secundarios por su origen comun de mevalonato e isopentenilpirofosfato y

por la naturaleza hidrofilica de sus estructuras. Generalmente son hidrocarburos ciclicos

insaturados con diferentes grados de oxigenacion en los grupos constituyentes unidos al
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esqueleto basico de isopreno. Entre los terpenoides tenemos a los monoterpenos (limoneno,
carvona, geraniol), los diterpenos (retinoides) y los tetraterpenos (carotenoides) [Fig. 7). Estan
implicados en casi cualquier interaccion planta-animal, planta-planta o planta-microorganismo,
ademas de que son consumidos por los humanos en su dieta normal en distintas mezclas y en
distintas funciones en el cuerpo (Wagner, 2003). Entre |los terpenoides, los monoterpenos juegan
un papel importante en la quimica de las plantas, donde actuan como atrayentes, feromonas
sexuales, feromonas de alerta o forman parte de sistemas de defensa contra predadores (van

der Werf, 2000).

MONOTERPENOS

Limoneno Canona Geraniol

OH DITERPENOS

Retinol

B-caroteno

TETRATERPENOS

Fig. 7: Ejemplos de la estructura de algunos terpenoides

Los primeros reportes sobre transformacion de monoterpenos datan de principios
de los anos 1980’s. Las enona reductasas que reducen cetonas a-p insaturadas a sus
correspondientes cetonas saturadas, se encuentran bastante diseminadas en plantas.
Hirata et al. (1982), observaron que células en suspension de la planta de tabaco
(Nicotiana tabacum), podian transformar al monoterpenoide carvona en dihidrocarvona y
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neodihidrocarveol, aunque no se profundizé en el estudio de la ruta de biotransformacion.
Tang y Suga (1992) trabajaron con ceélulas inmovilizadas de la planta de N. tabacum, y
observaron que eran capaces de reducir tanto el doble enlace endociclico como el doble
enlace exociclico adyacente al grupo carbonilo de enonas como la (4R)-(-)-carvona y la
(1R)-(+)-pulegona. A partir de este hecho, purificaron a dos enona reductasas
denominadas | y Il que podian reducir dobles enlaces tanto de la carvona como de la

pulegona. Las caracteristicas de dichas enzimas se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3
Caracteristicas de las reductasas purificadas a partir de cultivos celulares de Nicotiana
tabacum

REDUCTASA | REDUCTASAII
Carvona Reductasa Pulegona Reductasa
O napH  NADY O ' CRBE TSR ‘
= SN
Reaccién que cataliza o A o
Carvona Dihidrocarvona | Pulegona Dihidropulegona
Coenzima requerida NADH NADPH
pH 6ptimo Tl 6.5
Temperatura 6ptima 30-35°C 30-35°C
No. de subunidades 4 subunidades idénticas de |2 subunidades de 22 kDa c/u
22 kDa cl/u y 2 subunidades de 45 kDa
cl/u

Posteriormente, al incubar a la B-ionona con las células inmovilizadas de N.
tabacum, observaron que se lograba la produccién de 7,8-dihidro-B-ionona y 7,8-dihidro-§3-
ionol [Fig. 8]. Cuando se llevé a cabo el experimento con a-ionona, ésta también se
transformé en 7,8-dihidro-a-ionona y 7,8-dihidro-a-ionona. Ambas enzimas aisladas
anteriormente (carvona reductasa y pulegona reductasa) se pusieron a actuar sobre a—
y B-ionona. Unicamente en presencia de carvona reductasa y NADH se obtuvo un 27%
de transformacioén hasta 7,8-dihidro-f-ionona y 7,8-dihidro-a-ionona, segun el sustrato de

partida (Tang y Suga, 1994).
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NADHeH® ~ NAD'
0 0 — 5 OH
Carvona "Reductasa"
reductasa

B-4onona 7,8-dihidro-p-ionona 7,8-dihidro-p4onona

Fig. 8 Productos generados por las células inmovilizadas de N. tabacum al actuar sobre B-ionona.

Por otro lado, a partir del alga Astasia longa, se aislaron dos reductasas
(denominadas también como | y Il), las cuales redujeron el doble enlace adyacente al
carbonilo de la carvona para dar dihidrocarvona y neodihidrocarveol [Fig.9]. Se encontroé
ademas, que dichas enzimas eran bastante estereoespecificas, mucho mas que las
encontradas en la planta del tabaco. Resultaron ser muy similares en cuanto a peso
molecular y pH 6ptimo, y sélo difiieron en el mecanismo de la reaccion que catalizan,
esto es, en la forma como afaden los hidrégenos a la molécula de carvona para reducir
su doble enlace (Shimoda y Hirata, 2000). EXxiste otro reporte donde también se menciona
que el alga Euglena gracilis Z, puede reducir estereoespecificamente el doble enlace C-C
de las enonas y posee una enona reductasa, de peso molecular 55 kDa, capaz de reducir
el doble enlace endociclico de la carvona (Noma y Asakawa, 1992).

0 OH
Reductasal o Il

+

NAD(P)H+H* ADP)*
Canwona Dihidrocanona Neodihidrocaneol

Fig. 9 Biotransformacién de carvona por células de Astasia longa

Como ya se mencioné anteriormente, los monoterpenoides son compuestos muy
importantes para la industria de aromas y sabores, principalmente la carvona y el mentol.
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Sus propiedades organolépticas estan determinadas por su estereoquimica. Su
reduccion estereoselectiva puede dar lugar a los monoterpenos deseados, como por
ejemplo la reduccion de la (-)-mentona da lugar al (-)-mentol.

Se sabe que algunas levaduras, entre ellas Saccharomyces cerevisiae, pueden ser
capaces de reducir grupos carbonilos, asi como dobles enlaces C=C, que no posean un
alcohol alilico, un grupo carbonilo u otro sustituyente activador, los cuales raramente son
reducidos por microorganismos. van Dyk et al., (1998) probaron varios hongos
unicelulares de los géneros Candida, Geotrichum, Pichia, Homonema, Rhodotorula,
Saccharomyces, Lipomyces, Kluyveromyces y Trichosporon para ver si eran capaces de
reducir tanto a la (+)- como a la (-)-carvona. Unicamente Lipomyces starkeyi no llevo a
cabo la reduccion de la carvona. Todas las demas levaduras probadas pudieron reducir
el doble enlace endociclico de la carvona, asi como el grupo carbonilo de la molécula. En
un primer paso, se produjo (+)- o (-)-dihidrocarvona y, posteriormente, este compuesto fue
transformado hasta (+)- o (-)-dihidrocarveol segun el sustrato de partida ((+)- o (-)-
carvona) [Fig. 10]. Por otro lado, al probar otros monoterpenos, se observé que células
de Trichosporon sp. UOFS Y-2041 y Homonema sp. fueron capaces de reducir a la
molécula de mentona, y producir mentol. Homonema sp. también pudo reducir a la
pulegona y producir neomentol (van Dyk, et al., 1998). Cabe mencionar que en este trabajo,
no se aislaron las enzimas responsables del proceso de biotransformacion. .

0 0 H
—_— —_—
Primer paso Segundo paso

A

(+)- o (-)-Canwona (+)- o (-)-Dihidrocanona (+)- 0 (-)-Neodihidrocaneol
Fig. 10 Productos de biotransformacién de carvona, utilizando diferentes cepas de levaduras
También existen reportes en la literatura sobre la biotransformaciéon del limoneno

que involucran bacterias, donde se reportan enzimas del tipo de la carvona reductasa

encontrada en plantas.
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El limoneno es el mas abundante de los monoterpenos, el cual es producido por
mas de 300 plantas y es el responsable del olor a “hierba”. Previene la deshidratacion de
las plantas e inhibe el crecimiento microbiano especialmente de hongos y levaduras
(Duetz, 2001). Es un compuesto muy importante en la industria porque es precursor de
aromas importantes (sus derivados oxigenados) como el a-terpineol, alcohol perililico,
carveol, carvona y mentol, motivo por el cual, las rutas de biotransformacion de limoneno
estan muy estudiadas. van der Werf et al. (1999), aislaron una cepa de Rhodococcus
erythropolis a la cual llamaron DCL14, la cual era capaz de crecer en limoneno y no
utilizaba la ruta tradicional, para degradar al mismo, por lo que resulté de gran interés.
Dicha cepa fue aislada a partir de una muestra de sedimento que fue obtenida de un
dique en Holanda, utilizando dihidrocarveol como fuente de carbono y energia. En esta
bacteria Gram positiva de alto contenido de G+C, se identificé una actividad de carvona

reductasa.

En un trabajo posterior, se estudi6 mas a fondo esta novedosa ruta de
biotransformacién de limoneno, enfocandose ahora en el papel de la carvona reductasa
de R. erythropolis (van der Werf et al, 2000). Esta enzima actuaba mejor en anaerobiosis
transformando la carvona en dihidrocarvona, resultando ser independiente de NAD(P)H.
Por otro lado, se encontré que requeria un cofactor que luego de muchas pruebas, resulté
no ser NADP(H), FAD, FMN, NAD(P)*, ZnSQ,, Na,MoQ,4, CuSQ,4, CoCl,, CaCl,, MnCl,,
MgCl; ni NH4Cl, y que, ademas, al ser dializado el extracto en donde se localizaba la
enzima, se perdia. Sin embargo, al anadir la fraccion del dializado, la actividad se
restablecia. Dicha fraccion podia ser sometida a ebullicién durante 10 minutos y seguia
funcionando adecuadamente, por lo que se descartd la posibilidad de que fuera .una
proteina, ademas de que por si misma, no fue capaz de catalizar la transformacion.

Cabe mencionar que en la literatura no existen reportes de bacterias Gram

positivas de bajo contenido en G+C que hagan este tipo de transformaciones sobre

dobles enlaces de enonas, por lo que el presente trabajo resulta muy interesante.
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3) Biotransformacion de luteina hasta compuestos con aroma presentes en el perfil

del aroma a tabaco

En el Laboratorio de Microbiologia Industrial del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, se aislaron dos microorganismos, una bacteria y una levadura, por su
capacidad de crecer en un medio de cultivo adicionado con el oxicarotenoide luteina como
fuente de carbono. Ambos microorganismos crecian juntos en una colonia, y, ademas de
ser capaces de degradar a la luteina presente en el medio de cultivo, generaban
compuestos que proporcionaban una interesante nota a tabaco (Sanchez-Contreras et al.,
2001). Estos microorganismos se aislaron a partir de una muestra de un lodo residual
proveniente del proceso del secado de la flor del cempasuchitl para producir un extracto
6leo de la flor. Dicho extracto tiene un alto contenido en luteina (~90%) y se emplea como
aditivo en alimento para pollos. Al consumirlo, tanto la piel como la yema de sus huevos
adquieran un color amarillo brillante, que los hace mucho mas atractivos para el

consumidor final.

Posteriormente, los microorganismos fueron identificados en el cepario del Instituto
de Investigaciones Biomeédicas por el M. en B. Marco Antonio Ortiz. Utilizando técnicas
moleculares (gen del rRNA 16S o 5S segun fuera el caso) y pruebas bioquimicas, se llegd
a la conclusién de que la bacteria en cuestion resultd ser Paenibacillus amylolyticus, y la
levadura fue identificada como Trichosporon asahii (Shida et al., 1997; Sugita et al., 1998).

Actuando en conjunto, estos dos microorganismos fueron capaces de degradar a
la luteina, presente en el extracto 6leo de flor de cempasuchitl, rompiendo a la luteina en
el enlace 9,10, para dar lugar al producto primario de degradacion, pB-ionona. Este
compuesto sufre posteriores transformaciones. Un analisis de los volatiles presentes
luego de 96 horas de fermentacion, indicé la presencia de 3-hidroxi-B-ionona, 7,8-dihidro-
B-ionona y 7,8-dihidro-B-ionol, en proporciones de 2.9, 3.5 y 84.2% respectivamente. A
partir de estos y otros datos, se propuso la siguiente ruta para la bioconversiéon de la

luteina en compuestos con aroma [Fig. 11] (Sdnchez-Contreras, et al., 2001).
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Luteina OH

HO
Paso | | Deshidroxilasa
OH
:
;
3-hidroxi-a-caroteno
Paso Il | Oxidasa
OH
o)
+
B-ionona
\ Paso Il
Paso lll | Reductasa |

HO
3-hidroxi-B-ionona
7.8-dihidro-B-ionona

Paso IV l Reductasal ll

S

7,8-dihidro-3-ionol

Fig. 11 Ruta de biotransformacién de luteina en compuestos con aroma a tabaco (Sanchez-
Contreras, et al., 2000)
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4) Caracterizacion del sistema responsable de la transformaciéon de la luteina en
compuestos con aroma a tabaco

Una vez que se propuso la ruta metabdlica para el proceso de la biotransformacion
de la luteina, se procedié a estudiar el papel de cada uno de los microorganismos en
dicho proceso metabdlico.

Partiendo de un medio de cultivo adicionado con luteina como fuente de carbono,
se observo que forzosamente se requeria de la presencia simultanea de P. amyloyticus y
T. asahii para que se generaran los compuestos presentes en el perfil del aroma a tabaco.
Al trabajar con los microorganismos por separado, utilizando el mismo medio de cultivo
adicionado con luteina, se observé que ambos microorganismos eran capaces de crecer
en dicho medio y ademas de degradar a la luteina presente en el mismo. Sin embargo,
unicamente T. asahii fue capaz de generar B-ionona a partir de la luteina (Maldonado-
Robledo, et al., 2003). P. amylolyticus también puede degradar a la luteina, sin embargo, lo
hace de manera inespecifica. Los carotenoides poseen multiples dobles enlaces en su
molécula y cada uno de ellos puede ser atacado por oxidasas inespecificas. En este
caso, T. asahii fue el microorganismo que presenté la oxidasa especifica para cortar a la
molécula en el enlace 9,10 y generar la B-ionona, precursora de los otros compuestos

presentes en el perfil del aroma a tabaco.

La B-ionona es un compuesto que resulta tdxico para la mayoria de los
microorganismos, especialmente para aquellos que tienen un metabolismo aerobio
estricto, como el caso de T. asahii (Larroche, et al,, 1995). ES una molécula que posee en
su estructura dobles enlaces conjugados y esto le da la propiedad de tener una
reactividad muy alta. En este caso, la B-ionona es capaz de atrapar electrones de la
cadena respiratoria, inhibiendo a la misma y matando de esta forma al microorganismo.
T. asahii es un microorganismo muy susceptible a la B-ionona. Cuando fue cultivado en el
medio con luteina como fuente de carbono, la B-ionona comenz6 a acumularse en el

medio de cultivo lo que causo la inhibicién de su crecimiento.

Posteriormente, se procedid a trabajar con P. amylolyticus, para estudiar su
capacidad de crecer en un medio adicionado con p-ionona. Se observé que esta bacteria

fue capaz de crecer en un medio con una baja concentracion de B-ionona (4 mg/ L)
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ademas de transformaria en los otros derivados reducidos presentes en el perfil del aroma
a tabaco. (Maldonado-Robledo, et al., 2003)

Entonces, se llegé a la conclusion de que ambos microorganismos crecen juntos
en una simbiosis. T. asahii es capaz de degradar a la luteina y convertirla en p-ionona;
sin embargo, este compuesto le resulta toxico. Sin embargo, al estar presente P.
amylolyticus, esta bacteria se encarga de reducir a la B-ionona, lo que hace que pierda
sus dobles enlaces conjugados y por ende su capacidad de atrapar electrones de la
cadena respiratoria. Esto destoxifica el medio, permitiendo asi el crecimiento de T. asahii

y la produccion de los compuestos con aroma (Maldonado-Robledo et al., 2003).

Paenibacillus amylolyticus puede llevar a cabo la reduccion de la B-ionona. En
extractos proteicos de esta bacteria, se identificé una actividad enzimatica de reductasa
de B-ionona, la cual resulté ser dependiente de NADPH. Esto fue lo que permiti6
determinarla espectrofotométricamente al medir la desapariciéon del NADPH a una
longitud de onda de 340 nm en la region UV, que es la longitud a la que absorbe esta
coenzima [Fig. 12].

? NADPH+H* NADP* @
B —ionona reductasa
B-ionona 7,8-dihidro-B-ionona

Fig. 12: Reaccion catalizada por la p-ionona reductasa
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IV. Justificacion

La biotransformacion de la B-ionona es un proceso que ha sido estudiado en
hongos filamentosos, principalmente en cepas de Aspergillus niger en donde se ha
logrado obtener un buen rendimiento de los derivados 2 y 4 oxo-B-ionona y 2 y 4-hidroxi-
B-ionona. Hasta hace poco se creia que unicamente A. niger y algunas cepas de
Rhizopus y Lasiodiplodia theobromae, eran capaces de llevar a cabo este tipo de
transformaciones, obteniéndose siempre los mismos productos. Sin embargo, algunas
cepas del género Streptomyces (bacterias Gram positivas de alto contenido de G+C),
pueden llevar a cabo la transformacion de la B-ionona en 4-hidroxi-B-ionona, solo que con

un rendimiento mucho menor.

A pesar de que se han descrito varios sistemas microbianos capaces de
transformar a la B-ionona, en ningun trabajo se describe bioquimicamente como es que
estas transformaciones se llevan a cabo. Hasta ahora, no se han descrito rutas
metabdlicas que expliquen la bioconversion de la B-ionona en sus derivados, y mucho
menos se han purificado las posibles enzimas que pudieran estar interviniendo en dicho
proceso. En este trabajo, se utilizd una cepa de Paenibacillus amylolyticus, bacteria
Gram positiva de bajo contenido en G+C, que posee toda una maquinaria enzimatica que
se encarga de la transformacioén de la B-ionona en sus derivados reducidos 7,8-dihidro-p-
ionona y 7,8 dihidro-B-ionol, compuestos que nunca antes se habian reportado en ningun
microorganismo. Se purifico y caracterizé a la B-ionona-reductasa de Paenibacillus
amylolyticus con el fin de comprender mas a fondo el proceso bioquimico de obtencién de

los derivados reducidos de la B-ionona

La actividad de la B-ionona reductasa de P. amylolyticus es muy importante dentro
de la ruta de biotransformacién de luteina en compuestos con aroma a tabaco. Esto se
debe a que, gracias a su presencia, pueden actuar en conjunto dos microorganismos y
llevar a cabo el proceso, lo que resulta en una asociacion ventajosa, sobre todo para T.
asahii. En el momento en que P. amylolyticus reduce a la pB-ionona, ésta deja de ser
toxica para la levadura y puede continuar creciendo.  Por otro lado, es importante la
purificacion de esta enzima, porque se desea saber si reduce el doble enlace carbono-

carbono generando 7,8-dihidro-B-ionona o si lo que hace es reducir el grupo carbonilo
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hasta un alcohol, produciendo el B-ionol, con lo que tendriamos a la segunda reductasa
implicada en la ruta de biotransformaciéon. También, se puede saber si la transformacion
de la 7,8-dihidro-p-ionona no es producto de la accion enzimatica, sino de las condiciones
del medio en el que ésta es producida (es decir, que sea resultado del pH, contenido de
oxigeno, luz, etc., que estan presentes en el medio de reaccién). Ademas, se quiere
saber si P. amylolyticus es capaz de crecer en B-ionona como unica fuente de carbono y
energia, ya que, al ser capaz de transformarla, es probable, que pueda incorporarla en su
metabolismo primario. Esto es importante, ya que, hasta el momento, no existen reportes
de bacterias Gram positivas de bajo contenido de G+C, que puedan crecer en
norisoprenoides con 13 atomos de carbono en su estructura.

V. Objetivos Generales

El objetivo del presente trabajo es el purificar la B-ionona reductasa de
Paenibacillus amylolyticus para, de esta manera, poder determinar algunas de sus
caracteristicas bioquimicas y conocer de qué manera participa en la biotransformacion de
la B-ionona. Asi mismo, se desea conocer si P. amylolyticus puede o no utilizar a la -

ionona como fuente de carbono y energia.

VI. Objetivos Particulares

e Disefar un esquema de purificacion para la p-ionona reductasa

e Obtener los parametros bioquimicos mas relevantes de la enzima pura

e Conocer la participacion de la B-ionona reductasa en la ruta de biotransformacion
de luteina para lo cual se aislara e identificara al(los) producto(s) de la reaccién
enzimatica llevada a cabo.

e Determinar si P. amylolyticus puede o no asimilar a la B-ionona como unica fuente

de carbono y energia.
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VIl. Estrategia General

1. Cultivar a P. amylolyticus en un medio minimo adecuado para su crecimiento,
adicionado con f-ionona.

1.1 Determinar el consumo de B-ionona

2. Aislar e identificar los productos de transformacion de la B-ionona
2.1 Determinar la ubicacién de la enzima:
2.2 Encontrar el mejor método de ruptura celular
2.3 Determinar si se trata de una enzima membranal, citosdlica o extracelular

3 Disefiar un esquema de purificacion

4 Caracterizar bioquimicamente a la enzima
4.1 Obtener los parametros bioquimicos mas relevantes (pH y temperatura 6ptima,
peso molecular, Km, Vmax, pl)
4.2 Secuenciar el extremo amino y/o el extremo carboxilo terminal
4.3 Comparar las secuencias obtenidas en una base de datos

4.4 Proponer que tipo de enzima se tiene

5 Aislar e identificar el producto de reaccion de la enzima utilizando cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas.
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VIIl. Materiales y Métodos

1) Microorganismo y condiciones de cultivo utilizadas

Paenibacillus amylolyticus cepa BM-B-340 se encuentra preservado en la
Coleccion de Cultivos Microbianos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM-48,
México, D.F...

1.1) Conservacion de la cepa

Para la preservacion de la cepa, se utilizaron placas de agar YTN (Extracto de
levadura 1%, triptona 1%, NaCl 3%, glucosa 0.1%, elementos traza 0.1%). Se sembro
por extensién al microorganismo y las placas fueron incubadas a 37°C durante 48 h.
Después de transcurrido el tiempo de incubacion, las cajas se rasparon utilizando un asa
bacterioldgica, traspasando los microorganismos a un tubo de ensayo de 13 x 100 mm
con tapén de rosca, conteniendo 5 mL de medio YTN + 40% de glicerol. Tras la
homogeneizacién perfecta del medio, éste se distribuyd en tubos para micro centrifuga de
1.5-mL, en alicuotas de 1 mL. Este medio se almacend en congelaciéon a —70°C.

1.2) Preinéculo e Inéculo

El preinéculo se obtuvo a partir del medio de conservacion del cual se tomo una
alicuota de 0.1 mL, misma que se sembré por extensién en placas de agar YTN, las
cuales se incubaron a 37°C, durante 24-48 h, hasta alcanzar un buen crecimiento.

En el caso del inbculo, se prepard una suspension basal del microorganismo a
partir del preinéculo. Utilizando un asa bacteriologica, se raspé al microorganismo de las
placas y el raspado obtenido se resuspendié en 5 mL de solucién salina 0.85% (p/v)
estéril, hasta obtener una densidad éptica de 0.3 a una longitud de onda de 540 nm,
misma que fue determinada en un espectrofotdmetro Spectronic 21-D.

De esta suspension basal, se sembraron 2 mL en matraces Erlenmeyer de 250-mL

con deflectores basales, que contenian 50 mL de medio YTN liquido. Los matraces
fueron incubados a una temperatura de 37°C con una agitacion de 180 rpm, durante 24 h.
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1.3) Fermentacién y Obtencién del extracto libre de células

Transcurridas las 24 h, se adicion6é al medio la pB-ionona (Sigma ~95% pureza)
hasta una concentraciéon de 4 mg/ L, la cual previamente se esterilizé por filtracion (en
filtros Millipore 0.45 um) y se dejé crecer al cultivo durante 24 h mas en las mismas
condiciones. Enseguida, las células se separaron del medio por centrifugacion (10,000
rem, 4°C, 15 min) y se lavaron dos veces con solucién salina (0.85 p/ v), para luego ser
resuspendidas en 10 mL de amortiguador de fosfato de potasio 120 mM, pH 7.2, hasta
tener una suspension homogénea de células. Al amortiguador de fosfatos se le adicion6
PMSF 0.1 mM y EDTA 0.1 mM como inhibidores de proteasas. Estos inhibidores se
afnadieron a la proteina después de cada paso de purificacién en la misma concentracion.
Dicha suspension se separé en alicuotas de 1 mL, las cuales fueron sometidas a
sonicacién (Sonicador Vibra Cell, Sonios) durante 15 seg., dando pulsos de 5 segundos
de sonicacién por 20 de reposo en hielo. Todo el proceso para romper a las células se
llevo a cabo en frio. Se separé el extracto intracelular de los restos celulares mediante
centrifugacion (12,000 x g, 4°C, 15 min).

Por otro lado, se probo la ruptura de las células con una solucion amortiguadora de
lisis (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, 10 mM NaCl, 0.5% Triton X-100, 5 mM EDTA, 3 mM MgCl,).
El paquete celular obtenido luego de la centrifugacion fue resuspendido en 10 mL de la
solucion de lisis, adicionado con los inhibidores de proteasas antes mencionados. Las
células se mezclaron con el amortiguador de lisis mediante agitacion vigorosa, hasta tener
una suspension homogénea. Dicha suspension se separ6 en alicuotas de 1.5 mL, que
fueron incubadas a 4°C, durante 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, se separé el extracto intracelular de los restos celulares mediante
centrifugacion (12,000 x g, 4°C, 15 min).

1.4) Determinacién de crecimiento en medio minimo y consumo de B-ionona
El crecimiento en medio minimo se empleé para determinar la inducibilidad de la
enzima y si la B-ionona podia ser utilizada por el microorganismo como fuente de carbono.

Se utilizé un medio minimo sugerido para el crecimiento de Bacillus sp. (Harwood et al.,

1990). El medio minimo mas empleado para propdsitos generales es el formulado por
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Spizizen, en 1958, universalmente referido como Medio Minimo de Spizizen (MMS, cuya
composicion en g /L es de: Sulfato de amonio, 2; Fosfato monobasico de potasio, 6;
Fosfato dibasico de potasio, 14; Sulfato de magnesio, 0.2; D-glucosa, 5; Citrato de sodio,
1; L-Triptofano, 0.05) (Spizizen, 1958) con la particularidad que se modificd su composicion.
Este medio fue modificado, al eliminar de su composicion original, el citrato y el L-
triptofano. Cuando se utilizé B-ionona en el medio, se elimind la D-glucosa del medio
(fuente de carbono principal), sustituyéndola por B-ionona (0.04 mg/ L), previamente

esterilizada en filtros Millipore de 0.45 um de diametro de poro.

Las células se sembraron en placas de medio YTN, y a partir de estas placas, se
preparé una suspension basal, al igual que cuando se llevo a cabo la fermentacién. Se
inocularon matraces Erlenmeyer de 250-mL con deflectores basales, que contenian 50
mL de MMS estéril. Los matraces se incubaron a 37°C, con agitacion rotatoria de 180
rpm, durante 98 h, tomando muestras de 1 mL por triplicado cada 12 h. A partir de estas

muestras se determiné tanto el crecimiento como el consumo de B-ionona.

El crecimiento se determiné por densidad optica a 600 nm. Un mL del cultivo se
centrifugé a 8,000 rpm durante 10 min. EIl sobrenadante se separoé para cuantificar la -
ionona presente. El paquete celular fue resuspendido en 1 mL de solucion salina
isoténica (0.85% p/ v) y centrifugado una vez mas para lavar las células. Este
sobrenadante fue desechado y el paquete celular resuspendido nuevamente en solucién
salina isoténica. A esta suspension se le determiné la D.O. a 600 nm, tomando como

referencia, la solucion salina isotdnica.

Para determinar la B-ionona residual, ésta se extrajo a partir del medio de cultivo
libre de células con 1 mL de una mezcla éter etilico anhidro: éter de petréleo (50:50),
agitando vigorosamente durante 1 minuto. Posteriormente se sometié a centrifugacion a
3000 rpm por 3 minutos para separar las fases. La fase organica fue extraida y los
disolventes se eliminaron con una corriente suave de nitrogeno. Las muestras fueron
analizadas por cromatografia en capa fina en placas de Silica gel de 20x10 cm 60 Fss,
Merck, las cuales fueron eluidas en una mezcla hexano: acido acético: acetato de etilo
(90:5:5), con un estandar de B-ionona (Sigma, ~95% de pureza). Las placas se
analizaron en un densitometro CAMAG, leyéndolas a 270 nm bajo luz UV. A partir de

este analisis se determiné la concentracion de -ionona presente.
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Para la determinacién de inducibilidad de la enzima, se utilizaron cultivos de P.
amylolyticus sembrados en matraces con 50 mL de MMS modificado, los cuales se
dejaron incubar durante 48 h. Se probaron 3 condiciones, una sin glucosa, pero con -
ionona estéril (0.04 mg/ L), otra con glucosa y B-ionona estéril (0.04 mg/ mL) y otra con
glucosa pero sin pB-ionona. A partir de estos cultivos, se obtuvieron extractos libres de
células como previamente fue descrito y a estos extractos se les determiné la actividad de

B-ionona reductasa como a continuaciéon se describe.

2) Determinacion del crecimiento y de la cantidad de proteina

El crecimiento microbiano y la cantidad de proteina se determinaron al medir el

contenido de proteina total utilizando el método del acido bicinconinico (BCA) (Smith et al.,
1985).

Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 15,300 x g, para separar el
sobrenadante de las células. El paquete celular obtenido fue resuspendido en 2 mL de
acido tricloroacético (TCA) al 10%, y guardado en congelacion durante al menos 12 h.
Transcurrido este tiempo, las muestras se descongelaron y posteriormente se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min. Al precipitado obtenido se le adicioné 1 mL
de NaOH 0.4 N, se sometié a agitacion vigorosa y posteriormente se incubd a 37 °C
durante 1 h. De cada tubo se tomaron alicuotas de 100 pL a las cuales se les determiné
la cantidad de proteina mediante el método de BCA, utilizando como referencia una curva
patrén de albumina sérica bovina (BSA) de 0, 15, 25, 50, 75, 100, 150, 200 pg/mL. La
determinacién se hizo por triplicado, leyendo las muestras en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 562 nm.
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3) Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de la B-ionona reductasa se determiné en el extracto libre de células,
midiendo espectrofotométricamente la oxidacion del NADPH a una longitud de onda de
340 nm. El sistema de reaccion contenia: 675 uL de amortiguador de fosfato de potasio
120 mM, pH = 7.2, 25 uL de B-ionona 0.04 mM, 25 uL del extracto proteico y 12.5 uL de
NADPH 9.6 mM. La reaccion se inici6 por adicion del NADPH y se monitore6 la
disminucion de la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 5 minutos. La actividad (z)

de la B-ionona reductasa se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

AA x V
F=

Atxexdxv

donde V es el volumen total del ensayo, v es el volumen del extracto enzimatico, t el
tiempo, A la absorbancia a 340 nm, ¢ el coeficiente de extincion molar del NADPH (6.3 L
mmol'cm™) y d es la longitud de la celda (1 cm). La actividad de la B-ionona reductasa
fue expresada en unidades, en donde una unidad se defini6 como umoles de p-ionona
transformados por minuto bajo condiciones definidas de temperatura, pH, sistema

amortiguador, concentracion de sustrato y de cofactor.

4) Purificacion de la B-ionona reductasa

4.1) Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio

Partiendo del extracto crudo, se procedié a precipitar las proteinas utilizando
sulfato de amonio. Se llevé a cabo una precipitacion fraccionada, obteniéndose 3
fracciones: 0-30%, 30-60% y 60-100% de saturacion.

Cada fraccion se separé por centrifugacion (27,200 x g, 4°C, 30 min), recuperando
el sobrenadante, para precipitar la siguiente fraccion. La proteina obtenida fue
resuspendida en 1 mL de agua ultra pura (Milli Q) y sometida a dialisis durante toda una
noche en agua desionizada para eliminar el sulfato de amonio. Al otro dia, se determino
la cantidad de proteina y la actividad de cada fraccion.
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4.2) Separacion por electroenfoque en columna

La fraccibn con mayor actividad se introdujo en una celda preparativa de
isoelectroenfoque (Rotofor Cell, Biorad). Luego de la dialisis, la proteina estaba disuelta
en aproximadamente 2.3 mL, a los cuales se agregaron 1 mL de glicerol, 1.2 mL de
anfolinas (pH 3.5-9.5) y agua desionizada hasta alcanzar un volumen de 55 mL. Cabe
mencionar que estas anfolinas se utilizaron debido a que no se conocia el pl de la
proteina, por lo que se tratd de cubrir un amplio intervalo de pH. Una vez preparada la
muestra, se inyecté en el aparato, y se dejé trabajar a 12 V durante 4 h a 3°C, tiempo
después del cual se recolectaron las fracciones a las cuales se les midioé pH, cantidad de

proteina y actividad de B-ionona reductasa.

Las fracciones con mayor actividad fueron mezcladas, se aforo el volumen hasta
25 mL y fueron sometidas a recirculaciéon en el Rotofor, sin una adicién extra de anfolinas.
Las condiciones de operacion fueron las mismas, sélo que el tiempo de enfoque fue
menor, esta vez de aproximadamente 1.5 h. Se colectaron las fracciones y se les

determiné el pH, cantidad de proteina y actividad enzimatica.

Nuevamente, se mezclaron las fracciones que presentaron mayor actividad, y se
sometieron a dialisis, durante toda una noche, contra una solucién 1M de NaCl para
eliminar las anfolinas. Al dia siguiente, las muestras se concentraron por ultra filtracion,
centrifugando la muestra 14,000 x g mediante un mecanismo de filtros para centrifuga,
Microcon YM-3 (Amicon Bioseparations), con un limite de peso molecular de 3000.

4.3) Separacion por cromatografia de intercambio iénico en HPLC

La fraccién con mayor actividad fue sometida a separacion por HPLC, utilizando una
columna Bio-gel TSK SP-5-PW de 75 x 7.5 mm, con matriz de sulfopropilo en un equipo
de HPLC (Gold System, Beckman). La columna se equilibré con regulador de fosfato de
potasio 120 mM pH =7.0. Para la elucion se utilizo un gradiente de NaClde 0 a 1.0 M en
el mismo regulador. La velocidad de flujo se ajusté a 0.7 mL/ min, detectandose las
fracciones en un detector de arreglo de diodos a una longitud de onda de 280 nm.
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5) Determinacién del peso molecular

El peso molecular de la enzima pura de Paenibacillus amylolyticus fue
determinado por espectrometria de masas utilizando un espectrometro MALDI-TOF
Omniflex de Brucker Daltonics. El equipo se encontraba acoplado a un equipo de
electroforesis capilar. La muestra libre de sales es inyectada en este aparato, para
separar cualquier impureza que pudiera tener. Una vez que detecta una senal de
proteina que se encuentre por encima de la linea base, se pasa al equipo de masas. Un
robot prepara la matriz, que en este caso fue de acido sinaptico y posteriormente es
sometida al laser. La matriz tiene como funcion soportar a la proteina y ademas
protegeria de la desnaturalizacién por calor. Cuando el pulso de laser incide sobre la
muestra, se excita para que se forme un ion. En esta técnica la muestra no se fracciona
en varios iones. Este ion pasa por un acelerador eléctrico y entra a la parte del tiempo de
vuelo. El tiempo de vuelo se refiere al tiempo que le toma a la muestra pasar desde que
se ioniza hasta el detector y depende de su relacion carga/ masa. De esta manera se
genera una sefial, que se asocia con la masa de la proteina, haciendo una deconvolucion.
El aparato se calibra con proteinas de peso molecular conocido, que se inyectan cada 30
determinaciones. La determinacion del peso molecular utilizando esta técnica es muy
precisa, con una confiabilidad del 99.9% (Bank y Humena, 2001)

6) Analisis de los aminoacidos de los extremos amino- y carboxilo terminal

La secuenciacion del extremo amino terminal de la B-ionona reductasa purificada
se llevé a cabo en un secuenciador automatico acoplado al equipo de masas. El
secuenciador lleva a cabo la reaccion de degradacion de Edman y los fragmentos que van
saliendo de la misma, se analizan en el espectrometro MALDI-TOF. Los espectros de
cada uno de los residuos se comparan con diferentes bases de datos para saber de que
aminoacido se trata. Esta técnica tiene una confiabilidad del 97%. En este estudio, la
secuenciacion se comparé con la obtenida con un secuenciador automatico convencional,
que lleva a cabo la degradacion de Edman como normalmente se hace. Ambos
resultados de la secuencia se comparan, lo cual se hace con el objeto de validar la
técnica de secuenciacion utilizando el espectrometro MALDI-TOF.
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7) Determinacién del pH de maxima actividad y de estabilidad a diferentes
reguladores de pH

El pH de maxima actividad fue determinado a 25°C, utilizando amortiguador de
citratos 120 mM para el pH de 5.0, amortiguador de fosfato de potasio 120 mM para los
valores de pH de 6.0 7.0, 7.2, 7.6, 7.8, 8.0, amortiguador Tris-HCI 120 mM para los
valores de pH de 7.0, 7.2, 8.0, 8.5 y 9.0 y amortiguador de boratos 120 mM para los
valores de pH de 8.0y 9.0.

La determinacion del pH de maxima actividad se llevé a cabo cambiando el
amortiguador de reaccion segun el pH al cual se quisiera medir la actividad. La
estabilidad a diferentes reguladores de pH se llevd a cabo utilizando diferentes sistemas
reguladores para un mismo valor de pH, como es el caso de pH 7.0 en donde la reaccién
se llevod a cabo tanto con amortiguador de fosfato de potasio como con amortiguador de
Tris-HCI, esto para ver si algun componente del sistema regulador no afectaba la

actividad de la p-ionona reductasa.

8) Determinacion de la temperatura de maxima actividad

La temperatura de maxima actividad fue determinada llevando a cabo la reaccion
enzimatica a diferentes temperaturas en un intervalo entre 10 y 55°C, en un
espectrofotometro UV-VIS Shimadzu U-160. La temperatura se mantuvo constante en el
espectrofotdbmetro utilizando un bafio de agua regulador de la temperatura. Las
reacciones fueron realizadas a pH de 7.2 (pH al que se encontrd la maxima actividad),
utilizando amortiguador de fosfato de potasio 120 mM, e incubadas durante 2 minutos a la
temperatura de reaccion. La reaccion se inicié con la adicion del NADPH. El avance de la
reaccion se determiné a una longitud de onda de 340 nm, en una celda de cuarzo con
capacidad de 750-uL y se monitoreé durante 1 minuto, tomando lecturas de la

disminucién de la absorbancia cada 15 segundos.
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9) Determinacién del punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico de la B-ionona reductasa se determindé con el equipo
Phastsystem (Pharmacia), utilizando geles de isoelectroenfoque con un gradiente de pH
de 3-9. Se cargaron 3.4 uL de muestra. El gel se tind con azul de Coomasie y
posteriormente se analizé por densitometria en un equipo GS-690 Imaging Densitometer
(Biorad).

10) Estudios cinéticos

La reducciéon del NADPH se cuantificé a 340 nm a 40°C (temperatura donde se
encontré la maxima actividad) utilizando un espectrofotometro Shimadzu con temperatura
controlada por medio de un bafo de agua. La actividad se determind variando las
concentraciones de B-ionona desde 0, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16 mM. Para determinar
los valores de V,.x ¥ Kn para la B-ionona, los datos se ajustaron a la ecuacion de
Lineweaver y Burk, en donde la ecuacién de Michaelis-Menten se rearregla de forma

lineal.

11) Determinacién del producto de reaccién

Se llevé a cabo la reacciéon enzimatica en un matraz Erlenmeyer de 10-mL. Se
utilizé el extracto obtenido luego de la recirculacion en el Rotofor. Se reescalé la reaccion
in vitro, a un volumen de 5 mL, utilizando las mismas concentraciones de reactivos que en
la reaccién en la celda de cuarzo. La reaccion se inicié por adicion del NADPH. Los
ingredientes se agitaron vigorosamente para permitir la formacion de una emulsién y el
matraz de reaccion se cubrié con papel aluminio y parafilm, para proteger de la luz y el
aire. Se incubo a temperatura ambiente con agitacién rotatoria de 40 rom. Los tiempos
de incubacién fueron de 5 6 45 minutos, segun fuera el caso. En el caso de la extracciéon
inmediata, la reaccioén se realizé en un tubo de ensayo con tapén de rosca, con capacidad
de 20-mL y la extracciéon de los productos se llevo a cabo inmediatamente después de
mezclar los reactivos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a la extraccion
de los productos, para lo.cual se utilizd una mezcla de extraccion éter etilico: éter de
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petréleo (50:50). La extraccién se realizé en un tubo de ensaye con tapon de rosca con
un volumen de 25 mL. Se recupero la fase organica y la mezcla de solventes se eliminé
utilizando una corriente suave de nitrégeno. El producto extraido resulté ser liquido y se
analizé por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los espectros
de masas obtenidos fueron comparados con la base de datos del equipo para obtener la

estructura.

12) Purificacion de la 7,8 dihidro-B-ionona

Uno de los compuestos obtenidos de la reaccion de identificacion de los productos
fue identificado como 7,8-dihidro-pB-ionona, la cual fue necesario purificar para llevar a
cabo otras reacciones. Para lograr lo anterior, la separacion se llevé a cabo en una
cromatoplaca preparativa de 20 x 20 cm de silica gel de 6.02 mm de espesor (Merck).
Aproximadamente 1 mL de la mezcla de productos se cargd en la cromatoplaca, misma
que se eluyd con una mezcla hexano: acido acetico: acetato de etilo (90:5:5), hasta un cm
del final. Los extremos de la placa fueron revelados por aspersion con revelador de
sulfato cérico y calor. La 7,8-dihidro-B-ionona se identificé por ser el producto mas
abundante, y se procedié a raspar el segmento de silica correspondiente. La silica gel
conteniendo a la 7,8-dihidro- B-ionona, se someti6 a extraccion con 250 mL de la mezcla
de éter etilico: éter de petroleo, en un vaso de precipitados de 500-mL con agitacion
magnética vigorosa, durante 15 minutos. Posteriormente, se transfirio la mezcla a un
matraz bola de 500-mL y se eliminé la mezcla de solventes utilizando un rotavapor, con
agua a 40°C y rotacion moderada para evitar la descomposicion del producto.

La muestra liquida obtenida se sometiéo a separacion en un cromatégrafo de gases
(Hewlett Packard 5890 serie ll), equipado con una columna capilar de 30m Carbowax
20M, a 50°C por 5 min, utilizando un programa de temperaturas de 4°C/ min durante 25
min. Los compuestos separados mediante esta técnica se identificaron por espectrometria
de masas en un equipo acoplado (Hewlett Packard modelo 5945A), utilizando la técnica
de impacto electrénico (EI") y se compararon con estandares contenidos en la base de
datos de espectros de masas del NIST/ EPA/ NIH (1998).
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IX. Resultados

1) Ruptura del microorganismo

Se compararon dos métodos de desintegracion celular: por sonicaciéon de las
células y por desintegraciéon utilizando una solucién amortiguadora de lisis. Se
determiné la cantidad de proteina liberada en ambos casos, asi como la actividad de la -
ionona reductasa. Se monitored la ruptura de las células observando una preparacion
fresca tefida con safranina, en el microscopio optico, para asegurar que los métodos de
ruptura estuvieran funcionando adecuadamente. Luego de 60 seg. no se observaron mas
células enteras al microscopio, por lo que puede pensarse que se han roto todas las
células. La proteina que se liberé cuando el paquete celular se incubé con la solucién de
lisis fue mayor a la que se obtuvo mediante la sonicacion [Fig. 13 A y B]. Sin embargo,
cabe mencionar que esto se debié a que el regulador de lisis disuelve la pared y la
membrana celular de la bacteria, por lo que también se extrajeron las proteinas
membranales (Rosenberg, 1996).

Proteina extraida con sonicacion

] Fig. 13 Cantidad de

1 proteina liberada luego

| de someter al paquete

i celular a sonicacion (A) o

l | a incubacién en solucién

- . : : de lisis (B). La cantidad

0 15 30 45 % 15 0 E de proteina se determiné

Tiempo de sonicacién en frio (seg) mediante la técnica de
| BCA.

Proteina (mg/mL)

Proteina extraida con el amortiguador de lisis B

5 4
45 4
4
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I —

|
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En cuanto a la actividad de la p-ionona reductasa, se obtuvo la maxima actividad
cuando se sonicé el paquete celular durante 15 seg [Fig. 14]. . Esto podria deberse a que
se afecté a la enzima debido al aumento de temperatura generado por el proceso de
sonicacion, a pesar de que éste se llevo a cabo en frio. En el control sin sustrato, no se
observé actividad, lo que sugiere que la enzima es inducible. Cuando se utilizé la
solucién de lisis como método de ruptura, la mayor cantidad de proteina se obtuvo al
incubar las células durante 20 minutos [Fig. 15]. La actividad volumétrica result6 ser 1.3
veces mayor al utilizar la solucién de lisis para romper a las células; sin embargo, la
actividad especifica casi no presenté diferencias, por lo que se prefiri6 la sonicacion como
método de ruptura, ya que es un méetodo mucho mas rapido y no involucra la adicion de
ningun componente extra (sales, detergentes), que pudieran afectar algun paso posterior
de la purificacién, sobre todo la separacién por cromatografia en columna.

Actividad de la f-ionona reductasa
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Fig. 14 Actividad de B-ionona reductasa encontrada en el extracto intracelular de células rotas
utilizando sonicacién. El control se refiere a un medio sin sustrato.
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Actividad de la g-ionona reductasa
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Fig. 15 Actividad de B-ionona reductasa en células sometidas a ruptura utilizando solucién de lisis. La
condicién control se refiere a un medio sin sustrato.

2) Ubicacién de la enzima dentro de la célula

Para determinar la ubicacién de la B-ionona reductasa, se llevé a cabo lo siguiente:
el paquete celular obtenido listo para ser sometido a ruptura, fue sonicado durante 15
segundos liberando de esta forma la proteina intracelular (pero no las proteinas de
membrana). Los restos celulares obtenidos mediante centrifugacion, fueron
posteriormente tratados con la solucién de lisis durante 20 min, extrayendo con esto las
proteinas de la fraccion membranal y rompiendo las células que no se rompieron con la
sonicacion [Fig. 16]. A los extractos proteicos obtenidos, se les determiné la actividad de
B-ionona reductasa, y se encontré que la mayor cantidad de la actividad estaba en el
extracto intracelular (83%), por lo que se sugiere que la B-ionona reductasa es una

enzima citosolica [Fig. 16].
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Determinacién de cantidad de proteina y actividad de ‘
p-ionona reductasa i
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Actividad 0 Proteina obtenida

Fig. 16 Determinacién de la actividad de B-ionona reductasa y de la cantidad de proteina obtenida en
el extracto citosdlico obtenido por sonicacién, y en la fraccién membranal obtenida por incubacién

con solucién de lisis, de los restos celulares obtenidos después de ser sometidas las células a
sonicacion

3) Crecimiento de Paenibacillus amylolyticus en MMS adicionado con B-ionona
como Unica fuente de carbono y energia

Podemos observar que Paenibacillus amylolyticus pudo crecer cuando fue
cultivado en un medio minimo, en este caso el MMS modificado, con D-glucosa como
fuente de carbono y energia. Por otro lado, al utilizar el mismo medio minimo y sustituir
la fuente de carbono por B-ionona, el microorganismo no fue capaz de crecer, al contrario,
las células comenzaron a sufrir lisis, lo que se muestra como una disminucién en la D.O.
medida a 600 nm [Fig. 17]. Sin embargo, al utilizar el MMS modificado, con D-glucosa y

adicionado con B-ionona, el crecimiento fue similar.
En cuanto a la B-ionona presente en el medio de cultivo, se monitored su

desapariciéon [Fig. 18]. Como puede verse, la cantidad de B-ionona en el medio

permanece practicamente constante, al igual que en el control de medio sin inéculo, por lo
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que no esta siendo consumida. Por otro lado, cuando se utilizé medio minimo adicionado
con D-glucosa y ademas con B-ionona, ésta si fue transformada por el microorganismo,
por lo que consume la glucosa, y ademas transforma a la B-ionona, pero no la utiliza para

crecer.

Al ser determinada la actividad de la B-ionona reductasa en los extractos obtenidos
a partir de las células de P. amylolyticus cultivadas en las diferentes condiciones en el
MMS modificado, se observa que es necesaria la presencia de la B-ionona en el medio de
cultivo para que se presente la actividad de pB-ionona reductasa [Fig. 19]. En el caso del
medio en el cual se elimindé la glucosa y se afnadié B-ionona, encontramos que P.
amylolyticus no crece, sino mas bien muere y las células que permanecen en el medio, no
presentan actividad alguna de p-ionona reductasa. Cuando el medio tiene glucosa, sin -
ionona, P. amylolyticus puede crecer muy bien, pero en las células no puede encontrarse

actividad de p-ionona reductasa.

Crecimiento en medio minimo de Paenibacillus
amylolyticus
0.3 4
0.25 -
E 024
e
2 0.15 1
o}
a 011
0.05 7
0 : . . — r )
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo
—A— MMS con glucosa —— MMS con R-ionona
—e— MMS con glucosa + f3-ionona

Fig. 17 Crecimiento de Paenibacillus amylolyticus en Medio Minimo de Spizizen modificado, MMS
modificado + P-ionona y MMS modificado sin glucosa + P-ionona. La determinacién de

crecimiento se llevé a cabo por espectrofotometria.
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Consumo de B-ionona en medio minimo

0.05 +
0.04
0.03 i
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0 24 48 72 96 120

Tiempo (h)

—— MMS + B-ionona, s/glucosa —&— control s/microorganismo
—e— MMS+glucosa+R-ionona

Fig. 18 Consumo de P-ionona por P. amylolyticus cultivado en las tres condiciones antes
mencionadas del Medio Minimo de Spizizen modificado. La determinacién de la cantidad de p-
ionona se llevé a cabo por cromatografia en capa fina. Se utilizé un control sin inéculo para
monitorear el estado de la B-ionona debido a las condiciones de incubacién.

Actividad de B-ionona reductasa (48 h)
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MMS + RB-ionona, MMS+glucosa+R- MMS+ glucosa, s/i3-
s/glucosa ionona ionona

Medio minimo utilizado

Fig. 19 Actividad de p—ionona reductasa encontrada al cultivar a P. amylolyticus en MMS modificado.
En el primer caso, se afiadié B-ionona y se eliminé la glucosa del medio. En el segundo caso al MMS
modificado se le afiadié B-ionona y en el tercer caso, solamente se utilizé el MMS modificado. Las
determinaciones se llevaron a cabo después de dejar crecer al microorganismo durante 48 h, a 37°C,
con agitacién rotatoria de 180 rpm.
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4) Purificacién de la p-ionona reductasa
4.1) Precipitacién fraccionada con sulfato de amonio

La precipitacion fraccionada con sulfato de amonio se llevé a cabo como se
menciona en el capitulo de metodologias. La mayor cantidad de proteina se obtuvo en la
fraccion que precipité entre el 30 y el 60% de saturacién con sulfato de amonio, como
puede verse en la Fig. 20. También se determiné la cantidad de proteina total del extracto
intracelular antes de ser sometido a precipitacion. Si se suma la cantidad de proteina
obtenida en cada fraccion, se obtiene la proteina total de partida, lo que indica que se ha
precipitado toda la proteina existente en dicho extracto. En cuanto a la fraccién que
presenté mayor actividad de B-ionona reductasa, ésta resultd ser la que precipité entre 60
y 100% de saturacién con sulfato de amonio [Fig. 21]. Esta fraccion se someti6 a dialisis
para eliminar la sal y proceder con los pasos de purificacion.

Proteina obtenida en cada fraccion

Proteina obtenida (mg/mL)
w

| Sin precipitar  0-30% 30-60% 60-100%
E Fraccion

Fig. 20 Precipitacién fraccionada del extracto proteico intracelular.
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Actividad de B-ionona reductasa
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Fig. 21 Actividad de B-ionona reductasa contenida en cada una de las fracciones precipitadas con
sulfato de amonio.

4.2) Separacion por electroenfoque en columna

La fraccidn que presentdé mayor actividad fue sometida a separacion por enfoque
isoeléctrico en la celda Rotofor (Biorad). Se midié el pH de las fracciones obtenidas luego
de 4 horas, observandose que se formé un gradiente de pH [Fig. 22]. Cabe mencionar que
algunas fracciones no se obtuvieron debido a que el vacio aplicado para recuperar las
muestras no era uniforme, y algunas fracciones se mezclaron; sin embargo, la separaciéon
fue buena. En la figura 23 puede observarse la cantidad de proteina obtenida en cada
fraccidn separada, siendo la fraccion 4 la que tenia la mayor cantidad de proteina.
Coincidentemente, esta fraccion resulté poseer la mayor actividad [Fig. 24]. Las fracciones
con mayor actividad presentaban un valor de pH en el intervalo entre 3.1y 5.2, por lo que

el pl de la B-ionona reductasa debe encontrarse dentro de estos valores de pH.
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Fig. 22 Gradiente de pH formado luego de someter a isoelectroenfoque la fraccién del extracto
intracelular que precipité entre el 60 y el 100% de saturacién con sulfato de amonio.
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Fig. 23 Cantidad de proteina obtenida en cada una de las fracciones recuperadas luego de la
separacién por electroenfoque en columna.
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Actividad en cada fraccién obtenida luego del enfoque
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Fig. 24 Actividad de B-ionona reductasa encontrada en cada una de las fracciones obtenidas luego del
electroenfoque en columna.

Las fracciones con mayor reductasa fueron mezcladas y sometidas a recirculacion
en el Rotofor, con el fin de obtener una mayor separaciéon. De nueva cuenta, se formé un
gradiente de pH, como lo muestra la figura 25. La fraccidon con mayor cantidad de
proteina y mayor reductasa de B-ionona reductasa resulté ser la fracciéon 4, con un pH de
3.95 [Figs. 26 y 27]. Como la reductasa de las otras fracciones es muy pobre, se
considera que el pl de la B-ionona reductasa esta ubicado en un pH reductasa de 3.95, lo
que reductasa lo que posteriormente se corrobor6 mediante un gel de enfoque
isoeléctrico.
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Fig. 25 Gradiente de pH obtenido luego de la recirculacién en la celda de isoelectroenfoque Rotofor de
las fracciones con mayor reductasa de B-ionona reductasa.
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Fig. 26 Determinacién de la cantidad de proteina obtenida en cada fraccion luego de la recirculacién
en la celda Rotofor
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Actividad de B-ionona reductasa en cada fraccién obtenida
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Fig. 27 Actividad de B-ionona reductasa en las fracciones obtenidas luego de la recirculacién en la
celda Rotofor.

4.3) Separacion por Cromatografia de Liquidos de alta eficiencia (HPLC), utilizando
una columna de intercambio catiénico

Luego de eliminar las anfolinas por dialisis, y de concentrar la muestra, ésta se
sometié a separacion por HPLC en una columna de sulfopropilo. Se utilizé regulador de
fosfatos pH =7 para llevar a cabo la elucion. Como el pl de la B-ionona reductasa esta
cercano a 4, al utilizar un regulador pH =7, la proteina estara cargada negativamente,
igual que la columna (intercambio cationico), por o que no se va a retener y se espera

que eluya en los primeros tiempos. El cromatograma obtenido se muestra en la figura
28.
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Fig. 28 Cromatograma obtenido después de la separacion de la B-ionona reductasa en una columna

de intercambio catiénico (sulfopropilo) por HPLC

Se observa un pico con un tiempo de retencion de 1.82 minutos, que posee una

actividad de p-ionona reductasa de alrededor de 23,000 U/ mg proteina.
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4.4) Resumen de la purificaciéon

La B-ionona reductasa de Paenibacillus amylolyticus fue purificada 356 veces, bajo
el esquema que a continuacién se resume [Tabia 4].

Tabla 4: Resumen de la purificacion de la B-ionona reductasa

Paso de Proteina Actividad Actividad Factor de | Rendimiento
purificacion (mg/mL) | Volumétrica | Especifica | purificacion (%)
U/ mL U/ mg prot.

Extracto crudo 5.1612 332.812 64.48 1.00 100.00
0.7761 296.281 382.44 5.93 89.02

por salado

Rotofor 0.19600 246.36 1256.94 19.49 74.024

Recirculacién 0.09500 222.077 2337.65 36.25 66.73

Rotofor

HPLC Columna | 0.0033 75.85 22984.84 356.46 23.07

Bio-gel TSK SP-

5-PW

1) Determinacion del punto isoeléctrico

La B-ionona reductasa pura se sometié a electroforesis en un gel con un gradiente de
pH entre 3 y 9 (gel de isoelectroenfoque, PhastSystem, Pharmacia). Se obtuvo una sola
banda, la cual se enfoco en un pH de 4.1, analizado por densitometria [Fig. 29]. Se puede
decir entonces que el pl de la B-ionona reductasa es de 4.1.

Fig- 29 Gel de isoelectroenfoque de la p-ionona reductasa. Puede observarse una sola banda, la cual,
luego del anilisis por densitometria, tiene un punto isoeléctrico de 4.10.
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2) Determinacion del peso molecular

El peso molecular determinado por electroforesis en geles de acrilamida en
condiciones desnaturalizantes (con SDS) fue de 58 kDa [Fig. 30].

Fig. 30

Gel SDS-PAGE de la p-ionona reductasa
purificada.

Carril 1 y 4: Marcadores de peso molecular
Carril 2: Extracto crudo del que se partié6.
Carril 3: B-ionona reductasa pura.

El peso exacto de la B-ionona reductasa determinado por espectrometria de
masas, (MALDI-TOF) fue de 57,823 % 1.5 Da.

3) Analisis de la secuencia de aminoacidos de los extremos amino y carboxilo
terminal de la B-ionona reductasa

Se determiné la siguiente secuencia de aminoacidos del extremo amino terminal
(los primeros 17 residuos):

B-ionona reductasa: NH,", LPSRATVNQFAPCMLKR

La secuencia de aminoacidos del extremo carboxilo terminal (los ultimos 12
residuos) resulto ser:

B-ionona reductasa: LVIGALNYLIRN, COO

Comparando las dos secuencias de aminoacidos obtenidas con la base de datos
BLAST, se observé que el extremo amino terminal no presenta un parecido especifico con
otras proteinas. Sin embargo, el extremo carboxilo terminal de Ia g-ionona reductasa
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tiene parecido con alquilhidroperéxido reductasas (AHR), NADH oxidasas y NADH
deshidrogenasas de origen bacteriano:

COO’ p-ionona reductasa P. amylolyticus

COOQO'NADH oxidasa Streptococcus pyogenes (Smooth et al., 2002)
COO’NADH deshidrogenasa  Bacillus alcalophilus (Xu et al., 1991)
COO” NADH oxidasa Streptococcus mutans  (Higuchi et al., 2000)
COO AHR Bacillus subtilis (Hartford et al. 1994)
. COO AHR subunidad F Bacillus cereus (lvanova et al., 2003)
. COO AHR subunidad F Bacillus anthracis (Read et al., 2003)
COO" NADH deshidrogenasa  Lactococcus lactis (Bolotin et al., 2001)

8) Determinacién del pH de maxima actividad y efecto de la composiciéon del
amortiguador sobre la actividad de la B-ionona reductasa

La maxima actividad de la p-ionona reductasa de P. amylolyticus se encontrd a un
pH de 7.2 [Fig. 31]. Esta determinacion se llevé a cabo utilizando amortiguadores con
diferente pH para medir la actividad de la B-ionona reductasa. Para saber si algunas de
las sales que forman parte de los amortiguadores afectan a la actividad de la B-ionona
reductasa, para cada valor de pH entre 7 y 9, se probaron diferentes reguladores, todos a
una concentracion de 120 mM. En la figura 32, se puede observar que no existe
diferencia entre determinar la actividad de la B-ionona reductasa a valores de pH de 7 y
7.2 si se utiliza amortiguador de fosfatos o de Tris-HCI. Por otro lado, la actividad es 1.2
veces mayor cuando se utiliza amortiguador Tris-HCI para determinar la actividad a los
valores de pH de 8, 8.5 y 9, que cuando se utiliza amortiguador de boratos para medir la
actividad.

Actividad a diferentes valores de pH

250 - _ i
200 | 5
150 1
100 -
50

Actividad (U/mL)
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pH

Fig. 31 Determinacién del pH de maxima actividad de la B-ionona reductasa
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Actividad en diferentes reguladores de pH

Actividad (U/mL)

Fosfatos Fosfatos Tris-HC| Tris-HCI Tris-HCI Tris-HCI Tris-HC| Boratos 8 Boratos Boratos 9
pH 7 pH 7.2 7 72 8 8.5 9 8.5

Sistema regulador

Fig. 32 Efecto de la composicién del sistema regulador sobre la actividad de la B-ionona reductasa.

9) Determinacién de la temperatura de maxima actividad de la B-ionona
reductasa

Como puede verse en la figura 33, la maxima actividad de la B-ionona reductasa
se registra a una temperatura de 40°C. A temperaturas superiores, la actividad empieza a
decaer, lo que indica que por encima de 40°C, la enzima sufre un proceso de
desnaturalizacion.

Se calculd la energia de activaciéon de la enzima utilizando la ecuacion de
Arrhenius (inserto figura 33). El valor de la Ea, resulté ser de 15.05 kcal /mol.
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Temperatura de maxima actividad
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Fig. 33 Determinacién de la temperatura de actividad maxima de la B-ionona reductasa. En el
inserto se muestra la gréfica de Arrhenius de los valores de 10 a 40°C para el célculo de la Ea.
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10) Estudios cinéticos

Al graficar la velocidad inicial de la reaccidén vs. la concentracion de sustrato, se

obtuvo un comportamiento de Michaelis-Menten [Fig. 34].

Actividad a diferentes concentraciones de
sustrato

120 +

8

]

o]
(=]

Vo (UimL)
[o)]
o

o
o
L

20 4
| |
|

0 0.05 0.1 0.15 0.2
[B-ionona] (mM)

Fig. 34 Determinacion de la actividad de B-ionona reductasa a diferentes concentraciones de sustrato
(B-ionona). La reaccién se llevé a cabo en las condiciones éptimas de pH y temperatura, previamente
determinadas.

Para conocer los valores de Km y Vmax, se hizo el regrafico de Lineweaver-Burk,

que se basa en el rearreglo de la ecuacién de Michaelis-Menten en una forma lineal [Fig.
35).

1/Vo = (Km/ (Vmax[S])) + (1 / Vmax) Ecuacidén Lineweaver-Burk

A partir de este rearreglo matematico, se calcularon los valores de Km y Vmax
para la B-ionona reductasa. La Km resulté ser de 0.02788 + 0.0009 mM de B-ionona,
mientras que la Vmax obtenida fue de 40426.2 + 767 U/ mL. Cabe mencionar que
también se probaron otros regraficos de la ecuacion de Michaelis-Menten (Eadie-
Scatchard, Hanes-Woolf, Woolf-Augustinsson-Hofstee), para buscar el mejor ajuste de los
datos (datos no mostrados). El mejor ajuste se observé con el regrafico de Lineweaver-
Burk donde se obtuvo un coeficiente de correlacién lineal de 0.9986, lo que indica que los
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datos se ajustaron mejor a este modelo que a los otros, que tuvieron un coeficiente de
correlacién lineal de alrededor de 0.98.

Regrafico de Lineweaver-Burk
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Fig.35 Determinacién de los valores de Km y Vmax de la B-ionona reductasa, utilizando el regrafico de
la ecuacion de Michaelis-Menten, segun el modelo de Lineweaver-Burk

11) Aislamiento e identificaciéon del producto de reaccién de la B-ionona

a) REACCION LUEGO DE 5 MINUTOS

Para poder identificar al producto de reaccién generado por la B-ionona reductasa
sobre la B-ionona, y poder tenerlo en cantidad suficiente, se llevé a cabo una reaccion
enzimatica similar a la llevada a cabo en la celda de cuarzo, reescalandola a un volumen
de 5 mL. La primera reaccién se dejé incubar durante 5 minutos, tiempo calculado
tomando en cuenta la cantidad de enzima utilizada y su actividad (cuantas milimoles de -
ionona transforma por minuto, por gramo de proteina). En el cromatograma [Fig. 36]
pueden observarse 7 picos principales. Los primeros 4 corresponden a los disolventes
con los que se extrajo, el producto de reaccion, los cuales no se eliminaron del todo. Los
siguientes tres picos, con un tiempo de retencion de 20.24, 20.74 y 24.6 min,
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corresponden a productos que, segun los espectros de masas obtenidos, son tienen un
peso molecular de 194, 192 y alrededor de 198 respectivamente. (Anexo). Al comparar
con la base de datos del equipo, el espectro del pico 5 corresponde al de la 7,8-dihidro-B-
ionona, el del pico 6 a la B-ionona y el del pico 7 no corresponde a ninguiin compuesto del
tipo de lo esperado. De hecho no corresponde al segundo compuesto que se obtiene en
la ruta de biotransformacion de la B-ionona, esto es, al 7,8-dihidro-B-ionol, ya que el
patron de fragmentacion que se obtiene por espectrometria de masas es totalmente
diferente. Aunque podria pensarse en algun tipo de compuesto derivado de las iononas,
que esté ciclado o tenga un epdxido. La proporcion obtenida de cada uno de los
compuestos identificados luego de la reaccién, tomando en cuenta las areas de los picos
en el cromatograma de gases (sin contar las areas correspondientes a los picos de los
disolventes), fue: 7,8-dihidro-B-ionona, 81.87%; p-ionona, 2.67% y producto “no
identificado”, 15.46%.

nlet : GC Ion Mode : EI+
on: Species : Normal Ion TIC Range : m/z 10 to 600
S EREL 3

168~

Disolventes \A é:\zj\a
56 ~ 3

No
identificado

4

4 6B Ao M e o e Ha R A 36 w8

No. RT[min] Area Area% Height stght% width[sec] INTEG
1 2.36 619.10 1.47 314.28 3.65 1.85

2 2.39 924 85 2.20 819.86 9.53 1.06 VB

3 2.83 3010.87 7.16 1685.21 19.36 1.70 BB

4 2.97 1135.25. 2.70 722.22 8.40 1.48 BB

5  20.24 29771.17 70.79 3639.22 42.32 7.68 BB

£ 20.74 970.14 2.31 324.30 3.77 2.81 BB

7 24,16 5622.54 13.37 1115.13 12.97 4.73 BB

Fig. 36 Cromatograma de gases de los productos de la reaccién de la B-ionona utilizando B-ionona
como sustrato. La extraccién se llevé a cabo luego de incubar el sistema de reaccién a temperatura
ambiente luego de 5 minutos.
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b) REACCION LUEGO DE 45 MINUTOS

Para saber si el producto no identificado se generaba luego de un tiempo, a partir
del producto principal, esto es, que después de cierto tiempo, la cantidad de producto
principal disminuyera y la de producto no identificado se elevara, se llevé a cabo una
reaccién durante 45 minutos. El cromatograma que se obtuvo muestra 3 picos [Fig. 37].
En este caso se eliminaron los picos correspondientes a la mezcla de disolventes
utilizados para la extraccion de los aromas. Debido a esto, los tiempos de retencion se
ven un poco recorridos. Los picos que se obtienen corresponden de nuevo a los mismos
compuestos que se obtuvieron luego de 5 minutos de reaccién, incluso la proporcién
resulta ser muy parecida. El pico mayoritario corresponde a la 7,8-dihidro-p-ionona,
presente en un 81.6%, el menos abundante a la B-ionona, presente en un 3.11%, y uno
de abundancia intermedia que corresponde al compuesto no identificado, presente en un
15.3%. Esto nos puede indicar que la reaccién alcanza cierto equilibrio que no se
modifica con el tiempo, por lo que luego de 5 minutos, se ha completado la misma. Aun
no se puede decir de dénde proviene el producto no identificado que se genera durante la
reaccion. La reaccion podria darse por efecto de la enzima o por las condiciones del

medio.

Daga : Dr—nrregulnaknher*o 583 53 Date‘; 2BiFeb»103 13:55
Sample: 030228AER-02 -~ RXN . 3 : : £ .
Note : Javier -Percez A T =

Inlet : GC s Ion ‘Vbde : BI+ )

Ton Species : Normal Ton - © ./ TIC Range : mjz 10 to 600

. 4852388 e L = =L L %
: _ . WAy "0
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&

[ : e No identiﬁca‘do-

A LRt i Wobiab taEr e s s oo e i i Sk il i I o b s ey |

a. 19 ‘12 14 16 18 28 22 24 25 28 3@ 32 34

it

A

o
[

) Time fmir.)
. NOo. R‘I’ fmin] Area .Areat He:l.tht: I-ie:.ght% w:.dth {sec] TNTEG
: 17.40 432;2 59  81.59 4417.60 71.12 9K BB
2 17.88 - 1649 i0 3.11 527.38° 8.4% 2.94 BB
3" 21.76 8112 74 15 30 :1266.91 - 20. 39 . 6 or - EB

Fig 37 Cromatograma de gases de los productos obtenidos a partir de la reaccién de la B-ionona
reductasa, utilizando p-ionona como sustrato. La extraccion se realizé luego de incubar el sistema de

reaccién durante 45 minutos a temperatura ambiente.
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c) REACCION SIN ENZIMA

Se realizé una reaccién control sin extracto enzimatico, para saber si las
condiciones del medio de reaccién son las que dan lugar al compuesto no identificado, a
partir del sustrato, B-ionona. Esta reaccion se incubé durante 45 minutos en las mismas
condiciones de la reaccion b). En este caso, el cromatograma muestra que solamente se
obtuvo un pico, que resuitd correspondiente a la B-ionona, por lo que se puede descartar
que las condiciones del medio estén transformando a la B-ionona tanto en la 7,8-dihidro-p-
ionona, como en el compuesto no identificado [Fig. 38]. Esto sugiere que la generacion
del producto no identificado pudiera darse a partir de un proceso enzimatico a partir del
producto.

[ TIC ] : e A 2 gl Lot
“Data Dr-m:regu:l.n Raberto 534 . - Date.: 1;8-1?91:-103 14 :55

Sample 030228AER-04 ccntrol
Note : Javier-Perez

Inlet.: GC . ' Ion Mode : EI+
Ion Species : Normal Ion g b 'I'IC Ra.nge m/z 10 to 600
486313800 . 2 I B '_ e

PR U s dey e s ot o i e e e e It ) e o me e G S s g
2 4 6 8 1812 14 )8 .18, 20 22 24 26 28 3> 32 34

Timg (min.)

No. RT[min] =~ Area Area¥. I-Ie:l.ght: Height:% Width(sec] INTEG
©1 -17.72 57201.84 100.00° 4620.55100.00 1162 = BB

Fig. 38 Cromatograma de gases obtenido a partir de la reaccion control sin adicién de B-ionona
reductasa, utilizando B-ionona como sustrato. La extraccién se llevé a cabo luego de incubar el
sistema de reaccion durante 45 minutos.
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d) REACCION SIN SUSTRATO

Se realiz6 otro experimento control, esta vez sin anadir B-ionona a la reacciéon. El
analisis de CG/MS realizado al extracto obtenido no mostré la presencia de ningun

compuesto.
e) EXTRACCION DEL PRODUCTO A TIEMPO =0

Este experimento se llevé a cabo con el fin de conocer si el producto no
identificado se generaba desde el principio de la reaccion, o si se generaba después de
cierto tiempo de incubacién a temperatura ambiente. Esta vez se trabajo en el cuarto frio,
para evitar el problema de la temperatura alta. Todos los componentes de la reaccion se
mezclaron e inmediatamente se afiadié la mezcla de extraccién. El andlisis también se
llevé a cabo de manera inmediata. El cromatograma obtenido, muestra solamente dos
picos, el primero, corresponde a la 7,8-dihidro-p-ionona, presente en una proporcion de
96.4% y el segundo corresponde a la B-ionona, que representa un porcentaje de 3.6% del
total de los productos extraidos [Fig. 39]. En este caso, no se generd el producto no
identificado, lo cual podria indicar que la temperatura o el tiempo de reaccion pueden
estar jugando un papel importante, al permitir que parte de la 7,8-dihidro-f-ionona sufra

alguna transformacion y forme el producto no identificado.

[ TIC)
Data : OT709) EXT-IN @01 Date : @6-Oct-183 15:87
Samp le:
Note : USAI, Fac. de Quimica, UNAM,
Inlet : GC ; Ion Mode : EI+ |
Ion Species : Normal Ion [MF-Linear]
TIC Range : m/z 33 to BB Output RT Range : 0.09 to 37.33 min
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Fig. 39 Cromatograma de gases obtenido a partir de la reaccién de la B-ionona reductasa, utilizando p-
ionona como sustrato. La extraccién se llevé a cabo inmediatamente después de mezclar los
componentes de la reaccién. Todo el proceso se llevé a cabo a 4°C
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f) REACCION UTILIZANDO 7,8-DIHIDRO-p-IONONA

La B-ionona reductasa se hizo reaccionar con el producto principal obtenido en las
reacciones a) y b), la 7,8-dihidro-p-ionona, la cual fue previamente purificada como se
indica en el capitulo de metodologias. Esto se hizo para saber si la enzima puede tener
algun tipo de accion sobre el producto de reaccion. En el cromatograma obtenido,
pueden observarse 2 picos [Fig. 40]. El primero, corresponde a la 7,8-dihidro-p-ionona y el
segundo, al producto no identificado. La proporcion obtenida de cada uno de estos
compuestos resultd de: 7,8-dihidro-p-ionona, 86.3% y producto no identificado, 13.7%. La
proporcion obtenida de cada uno de estos productos es parecida a la obtenida
anteriormente.
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Fig. 40 Cromatograma de gases obtenido a partir de la reaccién de la B-ionona reductasa, utilizando
7,8-dihidro-B-ionona como sustrato. La reaccién se incubé durante 45 minutos a temperatura
ambiente.
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g) REACCION CONTROL DEL PRODUCTO SIN ENZIMA

Se volvié a trabajar con la 7,8-dihidro-B-ionona pero sin anadir a la B-ionona
reductasa. Esta vez se puso a incubar con el sistema de reaccion, durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Al analizar los productos extraidos, se obtuvieron los mismos que
en la reaccion f). El primer pico corresponde a la 7,8-dihidro-B-ionona, presente en este
caso en una proporcién del 86.8%, siendo el resto correspondiente al producto no
identificado [Fig. 41]. Esto nos indica claramente que el producto no identificado, se
genera a partir de la 7,8-dihidro-B-ionona, por accion de las condiciones de incubacion, y

que se llega a cierto equilibrio, donde solamente una parte de la 7,8-dihidro-p-ionona se

transforma.
.
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Fig. 41 Cromatograma de gases obtenido a partir de |a reaccién control de la 7,8-dihidro-B-ionona, sin
enzima reductasa. El sistema solo contenia el amortiguador de fosfatos, el NADPH y la 7,8-dihidro-f3-
ionona. La mezcla de reaccion se incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente.
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X. Discusion

En este trabajo se describen las caracteristicas bioquimicas de la B-ionona
reductasa de Paenibacillus amylolyticus, siendo la primera caracterizacién bioquimica
reportada de una enzima de este tipo en una bacteria Gram positiva de bajo contenido de
G+C.

La enzima de este microorganismo se encuentra localizada en el citoplasma, lo
cual indica que la transformacion de este compuesto se lleva a cabo en este
compartimiento. Previamente se demostré que, utilizando una concentracion de -
ionona (en medio complejo) menor a 4 mg/L, casi el 70% de esta B-ionona fue
incorporada a las células durante las primeras 12 h de fermentacion. Bajo estas
condiciones, la cantidad intracelular de B-ionona alcanzé una concentraciéon maxima
después de 12 h de incubacién y después disminuyé linealmente hasta las 48 h de
fermentacion, tiempo al cual practicamente se habia consumido completamente. Esto

indica que la B-ionona se transforma intracelularmente (Maldonado-Robledo, et al. , 2003).

Para fines de este estudio, la B-ionona reductasa fue purificada utilizando un
esquema que comprendio varios pasos. Al principio, se utilizé la precipitacion fraccionada
con sulfato de amonio, ya que es un método rapido por el cual se pueden separar a las
proteinas de acuerdo a su grado de solubilidad. Posteriormente, se empled el
isoelectroenfoque, técnica muy sencilla y rapida, la cual, luego de llevar a cabo la
recirculacion, permitié recuperar una fraccion con una actividad especifica de B-ionona
reductasa muy alta. Por ultimo, la separacion por HPLC de dicha fraccion, utilizando una
columna de intercambio cationico (en este caso de sulfopropilo), permitio la purificacion
total de la B-ionona reductasa. Si bien se obtuvo una cantidad de enzima muy baja, su
alta actividad especifica permitio llevar a cabo las pruebas de caracterizacion bioguimica
de la enzima utilizando poca cantidad de proteina. Sin embargo, para llevar a cabo otras
pruebas, como dicroismo circular o de dispersion dinamica de la luz (light scattering), la
cantidad de proteina obtenida resultdé ser insuficiente, por lo que en un futuro seria
conveniente optimizar los procesos tanto de produccion como de purificacion de la -

ionona reductasa.
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El proceso total de purificacion se llevé a cabo en aproximadamente 36 h. Para
evitar dafos por proteasas, se adicionaron al extracto intracelular inhibidores de proteasas
(PMSF que inactiva las serina proteasas y EDTA para inactivar a las metaloproteasas),

ademas de que siempre se trabajo en frio (4°C).

Cuando se compararon las secuencias obtenidas de la B-ionona reductasa
(extremos amino y carboxilo terminal), el extremo amino terminal no mostré semejanza
con ninguna proteina de origen bacteriano. Sin embargo, el extremo carboxilo terminal se
parece a enzimas alquilhidroperoxido reductasas de otras bacterias Gram positivas,
incluyendo miembros del género Bacillus, del cual en algin momento se pens6 que los

miembros del ahora género Paenibacillus formaban parte (Nakamura, 1984).

Entre estas enzimas alquilhidroperoxido reductasas, la mas estudiada es la NADH
oxidasa de Streptococcus mutans, una de las bacterias causantes de la caries dental.
Esta enzima provee a la cepa productora la capacidad de crecer en presencia de oxigeno,
ya que carece de una cadena transportadora de electrones funcional asi como de la
enzima catalasa, por lo que la aerotolerancia de esta bacteria se correlaciona con su
capacidad de inducir a la NADH oxidasa. Esta es una flavoproteina que presenta un 73%
de homologia con la misma proteina de Bacillus subtilis, que tiene un peso molecular de
55 kDa. Es homologa con un grupo de enzimas bacterianas, varias de las cuales han
mostrado poseer actividad de NADH oxidasa formadora de peréxido de hidrégeno (Poole,

et al, 2000). La reaccion que estas enzimas catalizan es la siguiente:
O, + NADH + H* = H,0; + NAD"

Por otro lado, comparando la secuencia de los primeros 17 aminoacidos de la
NADH oxidasa de S. mutans (Poole, et al, 2000) con la de la B-ionona reductasa de P.

amylolyticus (este trabajo), se obtuvo lo siguiente:

NH;", ALDAEI L EQLGQYLKEL NADH oxidasa S. mutans
NHs, LPSRATVNQFAPCMLKR B-ionona reductasa P. amylolyticus
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No se obtiene ningun parecido entre los dos extremos amino terminales de las
proteinas comparadas. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para poder
saber si las proteinas tienen o no una alta identidad, debido a que aun se cuenta con una
fraccion muy pequefa de la secuencia (la secuencia del extremo amino terminal,
representa el 3.2% del total de aminoacidos de la proteina, que en teoria es de
aproximadamente 526 residuos). Se requiere tener mas partes de la secuencia para

hacer una comparacion satisfactoria.

La unica actividad enzimatica reportada en la literatura, que tiene una funcion
similar como reductasa de monoterpenos, en particular como carvona reductasa, se
encontré intracelularmente en una bacteria Gram positiva de alto contenido de G+C, el
actinomiceto Rhodococcus erythropolis DCL 14 y se encuentra implicada en la ruta de
biotransformacion del limoneno (van der Werf, et al., 2000). Sin embargo, esta enzima no ha
sido purificada por lo que no hay reportes acerca de su secuencia, pero se reportan

algunas de sus caracteristicas bioquimicas:

e Es capaz de reducir el doble enlace adyacente al grupo carbonilo de la
carvona

¢ Su maxima actividad se encontré a un pH de 8

¢ Requiere de un cofactor aun no identificado, pero no responde ni al NADH
ni al NADPH.

La B-ionona reductasa de P. amylolyticus es dependiente de NADPH como
cofactor, también reduce el doble enlace adyacente al grupo carbonilo de la B-ionona,

trabajando mejor a pH'’s cercanos a la neutralidad.

Las demas enzimas reportadas en la literatura con actividad de enona reductasas
pertenecen a plantas. La carvona reductasa de las células de la planta del tabaco
(Nicotiana tabacum) puede reducir a la B-ionona en 7,8 dihidro-B-ionona (Tang y Suga,
1994). Por otro lado, en el alga Astasia longa, también se ha reportado la existencia de
enona reductasas con caracteristicas similares a la de N. tabacum, a la que estos autores
denominaron carvona reductasa, solo que en este caso su estereoespecificidad es muy
alta aunque ambas actuan sobre la carvona como sustrato (Shimoda e Hirata, 2000).
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El pH 6ptimo de la B-ionona reductasa es de 7.2. El sitio activo de la enzima esta
compuesto frecuentemente por grupos ionizables que deben estar en la forma i6nica
propia de manera que puedan mantener la conformacién del sitio activo, unir a los
sustratos y catalizar la reaccion. La estabilidad al pH de una enzima depende de muchos
factores que incluyen la temperatura, la fuerza idnica, la naturaleza quimica del
amortiguador, la concentracién de varios conservadores, la concentracién de iones
metalicos contaminantes, concentracion de sustratos o cofactores de la enzima y la
concentracion misma de la enzima. En este caso, se probo si la actividad de la enzima
podia verse afectada por el sistema amortiguador empleado. Se encontré que la actividad
no se vio afectada por las sales empleadas. Cabe mencionar que Unicamente se probo el
intervalo de pH en el cual la enzima presento su actividad mas alta (pH 7-9). La actividad
de la enzima no presenté diferencia si se utilizaron amortiguadores de fosfato de potasio o
de Tris-HCI para estudiar el intervalo de pH comprendido entre 7 y 8. Comparando el
intervalo entre 8 y 9, se utilizé6 amortiguador de boratos y de Tris-HCI. La actividad resulté
ser un poco menor cuando se utilizé el amortiguador de boratos que cuando se utilizé el
de Tris-HCI. Al determinar su punto isoeléctrico, éste se determiné en 4.1, lo cual
confirmé los resultados obtenidos durante la etapa de purificacion donde se utilizé el
isoelectroenfoque, donde la(s) fraccion(es) con mayor actividad tenian un pH muy cercano
al valor determinado en el gel.

La temperatura también acelera las reacciones enzimaticas. En este caso, la
temperatura donde se encontrd la maxima actividad de la B-ionona reductasa resulté ser
de 40°C, lo que resulta curioso en una bacteria mesofila cuyo habitat natural es el suelo.
La actividad catalitica de una enzima resulta de una estructura terciaria altamente
ordenada que combina grupos R de aminoacidos especificos de tal forma que se formen
sitios de union a sustrato estereoespecificos. La estructura terciaria de una enzima se
mantiene principalmente por un gran numero de enlaces débiles no covalentes. Si la
molécula absorbe demasiada energia, la estructura terciaria se desordena y se dice que
la enzima se ha desnaturalizado, esto es, que ha perdido su capacidad catalitica. Asi, a
medida que la temperatura aumenta, el incremento esperado en la velocidad de catalisis,
que resulta del incremento de colisiones E+S es abatido por el incremento en la velocidad
de desnaturalizacion, lo cual, en el caso de la B-ionona reductasa sucede a temperaturas

por encima de los 40°C.
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En cuanto a la caracterizacion cinética de la enzima, se puede observar que el
valor obtenido para la Km es bajo, lo que indica que la B-ionona reductasa tiene una alta
afinidad por su sustrato, la f-ionona. La enzima sigue un comportamiento tipo Michaelis-
Menten, el cual se ajustéd satisfactoriamente a la ecuacion de Lineweaver-Burk, modelo a

partir del cual se obtuvieron sus parametros cinéticos.

Todas las enzimas enona reductasas reportadas en la literatura tienen la
capacidad de reducir dobles enlaces carbono-carbono, adyacentes a un grupo carbonilo,
igual que la B-ionona reductasa, pero no actuan sobre un sustrato unico sino que son
capaces de llevar a cabo la reduccion de los dobles enlaces de otras moléculas que Io
tengan en el mismo arreglo molecular (Tang y Suga, 1992, 1994; Noma y Asakawa, 1992; van Dyk,
et al., 1999; van der Werf, 2000; Shimoda e Hirata, 2000). El sustrato probado en este estudio fue
la B-ionona. Sin embargo, se piensa que la B-ionona reductasa pueda actuar mas como

una enona reductasa, que como una reductasa especifica para un solo sustrato.

Cuando actua sobre la p-ionona como sustrato, la p-ionona reductasa puede
reducir el doble enlace adyacente al grupo carbonilo, transformandola en 7,8-dihidro-p-
ionona. En el sistema de reaccion probado en este estudio, aparecié un producto de
reaccion que no fue identificado por la espectrometria de masas. Este producto siempre
se obtuvo en una proporcién similar, no importando el tiempo de incubacion de la
reaccion, por lo que parece estar en equilibrio con la 7,8-dihidro-p-ionona de la cual
proviene. Se sabe que este tipo de compuestos norisoprenoides de 13 carbonos se ven
afectados en mayor 0 menor manera por condiciones ambientales, como podrian ser aire,
luz, temperatura (Winterhalter, 1996). El experimento se llevd a cabo a temperatura
ambiente, protegido de la luz, pero no del aire. Sin embargo, cuando se llevé a cabo la
extraccion inmediata de los productos de reaccion y todo el proceso se llevé a cabo a 4°C,
el producto no identificado, no aparecié. Esto pudo deberse a que el producto generado
no se vio afectado por las condiciones de temperatura, o a que no dio tiempo a que la
reaccion de transformacion se llevara a cabo. Sin embargo, queda claro que este
compuesto proviene de la 7,8-dihidro-B-ionona, ya que, cuando la B-ionona se sometio a
las condiciones de reaccién, sin adicionar enzima ésta no sufrié transformacioén alguna.
Cuando se llevé a cabo este mismo experimento con 7,8-dihidro-pB-ionona sin anadir

enzima al medio de reaccién, ademas de recuperar este compuesto, también se obtuvo el
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compuesto no identificado, lo que sugiere que proviene de la 7,8-dihidro-p-ionona. Por lo
tanto, se sugiere que el unico producto de reaccién de la B-ionona reductasa, partiendo de

B-ionona como sustrato, es la 7,8-dihidro-p-ionona.

Paenibacillus amylolyticus es una bacteria con forma bacilar, cuyo habitat natural
es el suelo. Es Gram positiva y capaz de producir esporas elipsoidales. Puede crecer
entre 10 y 40°C y en un intervalo de pH entre 4.5 y 9. Sin embargo, su temperatura
optima de crecimiento se encuentra en 37°C a un pH de 7.0. Es una bacteria mévil,
posee flagelos peritricos, no produce pigmento en medio sélido y es una bacteria
anaerobia facultativa, catalasa positiva y oxidasa negativa. Hidroliza varias proteinas,
reduce nitratos y utiliza varios acidos organicos como fuente de carbono (Shida, et al., 1997).
Puede crecer en el medio minimo de Spizizen modificado. Este medio se modifico porque
en su composicion original tiene citrato y L-triptofano y se queria que no hubiese ningun
compuesto capaz de actuar como fuente de carbono alterna. En este caso, se sabe que
P. amylolyticus puede utilizar muy bien el citrato, por lo que se elimind. Aun asi, la
bacteria pudo crecer en el MMS sin citrato y sin triptofano. Cuando se eliminé la glucosa
del medio y se anadié B-ionona, las células inoculadas no fueron capaces de crecer, muy
al contrario, se vieron afectadas por este compuesto y se lisaron. Sin embargo, al ser
cultivadas en el medio minimo, con glucosa y con B-ionona, su crecimiento fue muy
similar al obtenido cuando solamente se tenia glucosa en el medio, lo cual indica que la -
ionona no es un compuesto que pueda ser utilizado por P. amylolyticus como fuente de
carbono y energia. Al ser determinado el consumo de B-ionona en el medio, se observa
que tanto en el control sin microorganismo, como en el medio donde se sustituyd la
glucosa por B-ionona, la cantidad presente en el medio de cultivo permanecioé
practicamente constante. Sin embargo, al estar presentes en el medio tanto la glucosa
como la B-ionona, ésta ultima comenzo a ser transformada. En este caso, P. amylolyticus
no utiliza a la p-ionona como fuente de carbono, y, cuando tiene una fuente de carbono
disponible en el medio, en este caso la glucosa, puede transformar a la 3-ionona en los
compuestos presentes en el perfil del aroma a tabaco, lo que se puede pensar como un
cometabolismo, el cual se define como la transformacion de un compuesto por un
microorganismo, el cual es incapaz de utilizarlo como fuente de energia 0 como sustrato

para la biosintesis (Alexander, 2000).
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Por otro lado, se puede ver que la p-ionona reductasa es una enzima que se
induce por la presencia de B-ionona en el medio, siempre y cuando P. amylolyticus tenga
una fuente de carbono para crecer. Las enzimas enona reductasas reportadas en la
literatura encontradas en Rhodococcus erythropolis, y en levaduras también, son
inducidas por el sustrato que transforman (van der Werf, 1999, 2000; van Dyk, 1999).
Paenibacillus amylolyticus es una bacteria cuyo habitat natural es el suelo, y no es comun
que compuestos del tipo de la B-ionona se encuentren presentes. Sin embargo, la cepa
aislada en el Lab. de Microbiologia Industrial del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
fue aislada a partir de un lodo residual del proceso del secado de la flor de cempasuchitl,
un medio inusualmente rico en carotenoides. Las iononas y sus derivados provienen del
metabolismo oxidativo de los carotenoides. Hay que recordar que P. amylolyticus fue
aislado junto con una levadura, Trichosporon asahii, la cual posee la capacidad de romper
oxidativamente a la luteina (principal carotenoide encontrado en el extracto de flor de
cempasuchitl), en el enlace 9,10, lo que genera B-ionona en el medio. Entonces, la
bacteria se ve sometida a una cantidad relativamente alta de este compuesto, la cual
provoca que se induzca la sintesis de la B-ionona reductasa, enzima que actua en el
primer paso de reduccién de la B-ionona en la via de bioconversion de la B-ionona en 7,8-
dihidro-p-ionol. Como se sabe que estos compuestos norisoprenoides de 13-C tienen una
alta actividad antimicrobiana, debido a que inhiben la cadena respiratoria atrapando los
electrones de la misma por tener 3 dobles enlaces conjugados, es posible que P.
amylolyticus haya desarrollado un sistema para reducir dichos dobles enlaces, y hacer
que la B-ionona pierda su toxicidad. En la asociacién de P. amyilolyticus con T. asahii
para la produccion de compuestos presentes en el perfil del aroma a tabaco a partir de la
luteina, la levadura es quien se lleva el mayor beneficio, porque ésta es incapaz de
soportar concentraciones relativamente bajas de B-ionona, que P. amylolyticus si soporta.
Cuando P. amylolyticus reduce a la B-ionona que produce la levadura a partir de la
luteina, T. asahii puede seguir creciendo y ambos microorganismos en conjunto producen
los compuestos con aroma. P. amylolyticus puede crecer en presencia de luteina, pero
no genera los compuestos con aroma, porque rompe inespecificamente al carotenoide.
Ademas, cuando se cultiva junto con T. asahii en un medio adicionado con luteina, el
crecimiento de P. amylolyticus es ligeramente mejor que al estar solo en el medio
(Sanchez-Contreras, et al., 2000, Maldonado-Robledo, et al., 2003). La B-ionona reductasa no es

una enzima presente en todas las cepas de Paenibacillus amylolyticus. Trabajando con la
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cepa de P. amylolyticus NRRL-B 14945, en las mismas condiciones en las que este
estudio se llevé a cabo con la cepa de trabajo, se encontré6 que nunca presenta la
actividad de B-ionona reductasa aqui descrita (datos no mostrados). Esto nos lleva a
pensar que, debido a las caracteristicas del medio a partir del cual nuestra cepa fue
aislada, la bacteria evolucioné de alguna manera para tener a la B-ionona reductasa,
enzima que puede hacer su habitat mas amigable para crecer.
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X. Conclusiones y Perspectivas

1)

2)

3)

4)

5)

La pB-ionona reductasa de Paenibacillus amylolyticus es una enzima

citoplasmatica, que tiene un peso molecular de aproximadamente 58 kDa.

Sus caracteristicas bioquimicas determinadas se resumen a continuacion:

e T.de méaxima actividad: 40°C

e pH de maxima actividad: 7.2

e Punto isoeléctrico: 4.1

¢ Comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten
e Km: 0.02788 + 0.0009 mM de B-ionona

e Vmax: 40,426.2 + 767 U/ mL

La comparacion de los primeros 17 aminoacidos del extremo N-terminal de la B-
ionona reductasa no revela homologia especifica con ninguna otra secuencia

proteica reportada en la base de datos (BLAST) utilizada

La comparacion de los 12 ultimos residuos del extremo C-terminal de la p-ionona
reductasa muestra que esta secuencia tiene parecido con alquilhidroperéxido
reductasas, NADH oxidasas y NADH deshidrogenasas de otras bacterias Gram
positivas. Sin embargo, al no contar con mas partes de la secuencia de esta

proteina, no puede decirse mas en cuanto a si es 0 no parecida a esta enzima.

El producto de reaccién de la B-ionona reductasa cuando actua sobre la B-ionona
como sustrato resulté ser la 7,8-dihidro-B-ionona. Este ultimo compuesto sufre una
transformacion causada por las condiciones del medio de reaccién a un
compuesto que no se identificé utilizando espectrometria de masas y que,
aparentemente, se encuentra en equilibrio con la 7 8-dihidro-B-ionona de la cual se

genero.
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6)

7)

Paenibacillus amylolyticus no puede crecer en el MMS modificado cuando se
sustituye la glucosa con B-ionona. Esto indica que la B-ionona no puede ser
utilizada como fuente de carbono, pero que, si hay glucosa en el medio, este
compuesto puede ser transformado en sus derivados, lo que puede pensarse
como un caso de cometabolismo.

La p-ionona reductasa es una enzima que se induce por la presencia de su
sustrato en el medio. Si no hay B-ionona presente, tampoco lo estara la B-ionona

reductasa.

Como perspectivas al presente trabajo se propone:

1)

2)

3)

Clonar y sobreexpresar la B-ionona reductasa de P. amylolyticus, con el fin de
analizar la secuencia del gen y establecer las similitudes existentes con otras
proteinas y para obtener la concentracion de proteina necesaria para continuar
con su caracterizacion.

Obtener oligopéptidos intermedios de la B-ionona reductasa y secuenciar las
mismos, para ahondar en las comparaciones y poder decir con mayor certeza a

que tipo de proteina se parece.

Llevar a cabo estudios estructurales sobre la B-ionona reductasa pura, en este
caso de dicroismo circular y de dispersion de luz, para lo cual, se debe optimizar

primero la purificacion de la proteina.

Probar si la p-ionona reductasa puede actuar sobre otros compuestos de
estructura relacionada con la B-ionona y generar otros compuestos con aroma de

interés industrial.
Llevar a cabo pruebas de inmovilizacién de la enzima asi como de reaccion en

disolventes organicos para tratar de optimizar la produccion de los compuestos

con aroma.
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Anexo
Espectros de masas

1) B-IONONA

B-ionona: EM: m/z; 192 [M]", 177/100 [M-Me), 149/ 8, 135/ 12, 93/ 7, 91/ 6.4, 43/ 26, 41/ 6
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2) 7,8-DIHIDRO-B-IONONA

{ Mass Spectrum ]
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7,8-dihidro-B-ionona: EM: m/z; 194/ 15 [M]", 161/ 45, 136/ 13, 121/ 100, 107/ 7, 93/ 30, 79/
28, 41/ 28
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3) COMPUESTO NO IDENTIFICADO

[ Mass Spectrum ]
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Jon Mode : EI+ Int. : 12.86
134801 jS?
108- |
139
No identificado ;
| t29;
5 - } |
_ 8 . )|54 £3
3 5155 ) ‘ l *d | | “
Bl
g_ Ilt ;J.[i ] i.J|..‘ .ﬁlll J]l[. T-IJ - il - i L . |1| ! .i.] ol .| - : - :

40 6@ 80 2@ 18 1«6 B 182 260 2@ 240

m/z

Compuesto desconocido: EM: m/z; 198/ 15 [M]"; 197/ 100, 154/ 34, 130/ 78, 129/ 54, 115/
23,68/ 25, 55/ 5, 39/ 2
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