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RESUMEN

Un reflejo de la importancia actual de los aromas para uso industrial es el
considerable aumento en su demanda. Este fendmeno, ademas de las actuales
tendencias por el consumo de productos “naturales” y de las restricciones
impuestas por algunos paises en el uso de aditivos, ha encaminado a esta
industria a la busqueda de métodos alternos para su produccion. Como respuesta,
se ha impulsado la produccion biotecnoldgica en esta area.

Un aroma muy cotizado en el mercado es el safranal, encontrado de forma natural
en los estigmas de la flor de Crocus sativus (azafran). El contenido de éste es el

principal parametro de calidad en el azafran.

En un trabajo previo, realizado por Del Toro Sanchez en 2006 en el CIATEJ de
Guadalajara, Jal., se logré aislar safranal como producto del consumo de una
fraccion oleosa de la semilla de Ditaxis heterantha por Saccharomyces cerevisiae.
El safranal fue obtenido tanto in vivo como in vitro usando extractos intracelulares
previamente crecidos en presencia y en ausencia de la fraccion oleosa de la
semilla. EI mayor porcentaje de safranal fue obtenido cuando en el sistema de
reaccion se usoO el extracto intracelular previamente crecido en ausencia de

heteranthina.
Con base en los resultados previamente reportados, en el presente trabajo se
plante6 evaluar el potencial biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha en

la produccion de safranal.

Se probaron los sistemas in vitro e in vivo previamente reportados.

VIl



RESUMEN

También se lograron aislar dos cepas presuntas degradadoras de la fraccion
oleosa de estudio, posteriormente identificadas como pertenecientes al genero

Streptomyces.

Asi mismo, se evalud la estabilidad del sustrato, ya que durante el desarrollo de
los experimentos se observo inestable. Los resultados obtenidos mostraron que el
sustrato de estudio es una mezcla muy inestable y de facil degradacion en las

condiciones de trabajo.

Con los resultados obtenidos se pudo concluir que la degradacion que presenta la
fraccion oleosa en estudio no es debida a su consumo por los microorganismos
sino a su inestabilidad en las condiciones de trabajo, ademas de que el bajo
rendimiento en la extraccion hace de esta semilla una materia prima no viable para

la produccion de safranal.

VI
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1.1 Los aromas en la historia

Los aromas han tenido un importante papel a lo largo de la historia de la
humanidad. Las antiguas civilizaciones utilizaron flores, frutos, semillas, cortezas y

resinas que tenian un olor agradable en el culto a sus dioses.

La gente ha usado en el cuerpo aceites y unglientos aromaticos por miles de
afos. En Egipto se usaron balsamos perfumados como parte de las ceremonias

religiosas y mas tarde como parte de la preparacion nupcial.

Desde la antigiedad se ha usado la fermentacion de manera empirica en
alimentos como: pan, lacteos, carnicos etc. para la modificacion de sus
caracteristicas organolépticas (entre ellas sus aromas), para hacerlos mas

atractivos, teniéndose los primeros relatos de esta practica en la Biblia.

Es durante la Edad Media cuando los alquimistas de Europa descubren el alcohol
etilico y la destilacién, y se inician las extracciones de sustancias aromaticas que,

por su valor, en ocasiones fueron utilizadas como moneda.
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Con los viajes de Marco Polo se generalizd el uso de extracciones de especias.
Sus mezclas con flores, plantas, maderas, generaron una mayor diversidad de
aromas. Las mezclas de los extractos obtenidos dieron origen a los perfumes, los

cuales eran exclusivos para la gente de elevada posicion econémica.

Durante el siglo XIX se inici6 la produccion y uso de aromas a nivel industrial con
el aislamiento de mezclas de sustancias quimicas, principales responsables del

olor caracteristico de productos naturales.

A principios del siglo XX, la industria de los aromas presenta un desarrollo
considerable con el aislamiento de moléculas puras como el cinamaldehido,
aislado del aceite de canela y el benzaldehido, aislado de las almendras. Sin
embargo, es hasta el aislamiento, identificacién y sintesis de la vainilla que se
marcaron los inicios de la industria moderna de los sabores y aromas (Krings y
Berger, 1998).

1.2 Percepcion de aromas.

La percepcion de los aromas es un proceso complejo en el que estan involucrados

tanto aspectos quimicos, como bioldgicos Yy fisiolodgicos.

1.2.1 Caracteristicas de una molécula con aroma

Los compuestos con aroma deben poseer ciertas propiedades moleculares para
ejercer un estimulo sensorial. Laing y Jinks (1996) y posteriormente Leffingwell
(2002) describen que las moléculas odoriferas deben:

= ser ligeramente hidrosolubles,

» tener una presion de vapor suficientemente alta,

» lipofilicos,

* bajo peso molecular (un maximo de 400).
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Estas propiedades permiten ser acarreadas por el aire e interactuar en la region

olfativa.

1.2.2 Rutas para la percepcidén de aromas.

En general, las moléculas odoriferas siguen dos rutas hasta ser percibidas:

» Ruta ortonasal: en ésta, los aromas son acarreados por el aire. La
estructura de la nariz recibe y encausa el aire que contiene a las moléculas

odoriferas hasta alcanzar la region olfativa.

» Ruta retronasal: las moléculas con aroma que entran por la boca, también
acarreadas por el aire o por acompafiar algo introducido en ella. Durante el
proceso de la masticacion los componentes volatiles son liberados y
transportados por la nasofaringe a los receptores (Laing y Jinks, 1996). Ver
Fig. 1.

RUTAS DE LOS AROMAS

Ruta Ortonasai

Ruta Retronasal

Fig. 1 Rutas de las moléculas odoriferas.

1.2.3 Fisiologia de la percepcion de aromas.

La percepcion de los aromas se desarrolla de la siguiente manera:

Las moléculas odoriferas siguen la ruta orto-nasal o la retro-nasal, alcanzando la

“region olfativa”, ésta se encuentra en la profundidad de la cavidad nasal, (Fig. 2),
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es un area de apenas 2.5 cm? con un aproximado de unos 5 millones de neuronas
receptoras, localizada en el techo de la cavidad nasal, en linea horizontal, justo
debajo del nivel de los ojos.

REGION OLFATIVA

Fig. 2 Localizacién de la region olfativa.

El estimulo estd mediado por proteinas embebidas en la membrana de las células
receptoras. Diferentes moléculas con aroma pueden unirse a una proteina
receptora particular con diferente afinidad. Cuando una molécula con aroma se
une a la proteina receptora, la energia quimica es traducida a energia eléctrica.
Las neuronas del epitelio olfativo se prolongan hasta el bulbo olfativo, donde se
conectan con otras neuronas que conducen la sefial hasta centros cerebrales
donde se desencadenan las emociones y se almacenan los recuerdos (Laing y
Jinks, 1996 ).

1.3 Uso de los aromas

La industria de los aromas ha desarrollado un nicho de mercado muy provechoso,
por lo que su produccidn constituye un importante sector en la industria quimica.
El campo de aplicacion de los aromas es muy amplio y éstos son usados por las

industrias de:

= Alimentos procesados
= Farmacia
= Bebidas

= Cosméticos
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= Articulos de tocador
= Productos de limpieza
= Perfumeria, etc.

Particularmente en la industria de alimentos y bebidas, los productos son
sometidos a diversas condiciones como: altas temperaturas, valores de pH
extremos, etc. durante los cuales se alteran sus propiedades originales. Dentro de
dichas alteraciones, se pierden una gran cantidad de componentes aromaticos
modificando sus propiedades sensoriales, lo cual origina productos poco atractivos
al consumidor. El uso de aditivos es una alternativa para restaurar y/o mejorar las
propiedades sensoriales del producto final. Es en esta industria donde los
ingredientes que proporcionan aroma y sabor comprenden el mayor porcentaje de
aditivos empleados.

Durante la uUltima década se ha manejado el término de "aromas corporativos”,
refiriéndose a aromas que proporcionan identidad y ayudan a ambientalizar
ciertas situaciones y lugares, por lo que la industria de los aromas ha expandido
su mercado convirtiéndose en un sefiuelo de la mercadotecnia, debido a la

constante busqueda de productos con mayor aceptacion.

1.4 Comportamiento del mercado de aromas

Durante las ultimas dos décadas se ha observado un constante crecimiento en el
mercado mundial de la industria de aromas y sabores. EI mercado total de
aromas esta estimado en €6.5 billones. La demanda mas grande se centra en
Europa, Africa y la region del Medio Oriente con un 36% del mercado total, le
siguen Norte América con 32%, Asia y Pacifico con 26% y finalmente Sudamérica
con 6% (Berger; 2007).

En un estudio reciente se mostré que las diez principales industrias de aromas a

nivel mundial presentan un considerable crecimiento en su demanda al tiempo que
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disminuye su presencia en el mercado total. Dichos resultados nos hablan de la
creacion de nuevas empresas en este ramo. Ver fig. 3 (Estimacion obtenida hasta
Febrero 11, 2008, Fuente: www.leffingell.com)

Comportamiento del Mercado de Aromas en las
10 Principales Compafiias

21000
0
> 66 _cg[:
= @
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o 19000 64 5
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= 17000 =
2 3
= 60 o
] a
= o
15000 : : : : 58 <

2003 2004 2005 2006 2007
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Fig. 3 Comportamiento las 10 principales industrias de aromas a nivel mundial.

Fuente: www.leffingell.com

1.5 Métodos de produccion de aromas

Tradicionalmente la obtencién de aromas y sabores se ha llevado a cabo por

medio de extracciones de productos naturales o por sintesis quimica.

1.5.1 Extraccion de productos naturales

La extraccion de productos naturales ha sido el método mas utilizado para la
obtencion de aromas y/o sabores. Es un proceso de bajo rendimiento incapaz de
cubrir la tendencia de demanda y su aplicacién es fuertemente dependiente de la
disponibilidad de la materia prima (flores, frutos, cortezas, etc.) la cual, a su vez,
depende de las condiciones ambientales, de estaciones climatolégicas e incluso
de intereses politicos por lo que representa un alto costo que se ve reflejado en el
precio final del producto.
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En los procesos de extraccion frecuentemente se requieren grandes cantidades de
solventes algunas veces dificiles de eliminar al 100%, ademas de ser un proceso
perjudicial para el ambiente.

1.5.2 Sintesis quimica

La sintesis quimica representé en su momento una buena alternativa para la
obtenciéon de aromas y/o sabores que cubrieran la demanda de la industria de
manera autosuficiente, ya que este método es independiente de que las
condiciones ambientales sean favorables para la materia prima. Sin embargo,
durante la sintesis se presentan mezclas racémicas dificiles de separar y que en
ocasiones presentan caracteristicas indeseables en el producto final y algunas
veces estas caracteristicas son antagoénicas con el producto deseado. La FDA
indica que cuando en la sintesis de aditivos se obtienen mezclas racémicas, se

deben hacer evaluaciones toxicoldgicas de cada una de ellas.

Otro inconveniente que presentan los productos obtenidos por este método es la
restriccion de su uso en paises de la Union Europea y Estados Unidos, ademas de
la tendencia del mercado mundial, que durante las Gltimas dos décadas presenta
un incrementado interés por productos “naturales” u “organicos”. Este escenario
ha generado un mayor interés cientifico e industrial por la busqueda de procesos
alternos de produccion de aromas que satisfagan las caracteristicas y volumen de
la demanda. Es bajo estas circunstancias que la biotecnologia se ha presentado

como una alternativa interesante para la produccién de aromas.

1.5.3 Produccion Biotecnoldgica de aromas

La biotecnologia es la aplicaciéon tecnoldgica que utiliza sistemas bioldgicos y
organismos vivos o sus derivados para la creaciéon o modificacion de productos o

procesos para usos especificos. De acuerdo con esta definicion, los procesos



INTRODUCCION

biotecnoldgicos pueden involucrar el uso de tejidos, microorganismos Vivos,

extractos de éstos o0 enzimas puras obtenidas de éstos.

Para la produccion de bio-aromas se han usado cultivos de células de plantas,

microorganismos y enzimas puros (Damasceno et al., 2003).

De acuerdo con el Codigo de Regulacién Federal de Estados Unidos (CFR por sus
siglas en Inglés) en el capitulo 21 que aplica a drogas y alimentos, en la fraccion
101.22 que regula los requerimientos del etiquetado de aditivos; y su homologo
Council Directive on Flavorings EC Flavour Directive 88/388/EEC de la Comunidad
Europea, los productos obtenidos por medio de la biotecnologia, son etiquetados
como “Naturales”. Esta designacion establece una ventaja competitiva de
mercado sobre los productos obtenidos por métodos tradicionales, debido a la

mayor aceptacion y preferencia por parte de los consumidores.

Los aromas obtenidos por métodos biotecnoldgicos presentan ademas otras

ventajas:

e Las reacciones involucradas son altamente selectivas (quimio, regio y
estéreo especificas),

e Parten de materia prima natural/ fuentes renovables,

e Son amigables con el ambiente y sustentables (Berger, 2007).

e La produccién se puede ampliar a nivel industrial sin la limitante de la
disponibilidad de la materia prima.

e EIl costo del producto final disminuye debido a la posibilidad del uso de

ingenieria genética para aumentar la eficiencia en los procesos.

En la actualidad, la produccion biotecnolégica de compuestos con aroma y/o sabor
es una disciplina perfectamente establecida en la industria quimica, con un
estimado de 100 moléculas en el mercado mundial producidas por procesos

microbianos o enzimaticos (Berger, 2007). Un aumento en el numero de
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publicaciones y patentes refleja el interés cientifico y tecnolégico en el uso de la
biotecnologia para producir compuestos volatiles de aroma y sabor, que cubran
las demandas de los consumidores.

1.6 Origen de moléculas odoriferas

En la naturaleza, los aromas son derivados de una amplia variedad de moléculas.
Un gran porcentaje deriva de la degradacion de estructuras mas complejas. Se
han detectado moléculas odoriferas derivadas de la degradacién de: proteinas,
acidos grasos, carbohidratos entre otros, ademas se ha encontrado que un alto

porcentaje deriva de la degradacién de carotenoides.

1.7 Los carotenoides

Los carotenoides son una familia de pigmentos naturales liposolubles, formados
por hidrocarburos poliénicos de hasta ocho unidades isoprenoides (tetraterpenos).
Son los responsables de la extensa variedad de colores en la naturaleza y van del
amarillo claro al rojo intenso. El color es generado por la presencia de “dobles
enlaces conjugados” (d.e.c.) correspondientes al cromoéforo, responsable de la
capacidad de absorber la luz en la region del visible y en consecuencia de su gran
capacidad de coloracion (Fig. 4). También la presencia de d.e.c. es responsable
de su reactividad, forma, localizacion en estructuras subcelulares y de su papel en

procesos de transferencia de energia (Meléndez et al., 2007).
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Licopeno (—)
f-caratena (-----
B-carotena (——3
orcaroteno (o)
en éter de petraleo.

Absorbancia

350 400 450 500 550
Longitud de onda {nm)

Fig. 4 Longitud de onda que absorben los carotenoides. En el eje “X” se muestra la gama de
colores que reflejan. Fuente: Meléndez et al., 2007.

1.7.1 Distribucion y estado natural

Los carotenoides son un grupo de moléculas ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Se han encontrado en microorganismos, plantas y animales. Una
fuente rica en carotenoides son las algas, ya que se han reportado mas de 100
carotenoides aislados y caracterizados de esos organismos. Sin embargo, hasta el
momento la fuente de carotenoides mas importante es la flora. Los carotenoides
se encuentran principalmente distribuidos en las partes aéreas; en hojas, tallos,
flores y frutos y en menor proporcién en raices (por ejemplo la zanahoria). Son los
responsables del llamativo color de flores (jacintos, rosas, tulipanes, etc.) y frutas
(pifas, naranjas, uvas, jitomates, etc). Normalmente sus brillantes colores
caracteristicos son enmascarados por los pigmentos verdes de la clorofila. Los
colores observados de los carotenoides varian segun la etapa en la que se
encuentren las plantas. Durante la senescencia, el contenido de carotenoides y
clorofila decrece drasticamente, sin embargo, a diferencia de la clorofila, los
carotenoides no decrecen hasta extinguirse, por lo que su presencia es

responsable del color en esta etapa (Fig. 5).
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Fig. 5 Comportamiento de la concentracion de clorofila y algunos carotenoides en hojas de tabaco
durante la senescencia. Fuente: www.leffingell.com

En los animales no se ha observado sintesis de carotenoides, sin embargo éstos
estan presentes y son responsables del color de aves como flamingos y canarios,
de algunos insectos y animales marinos como crustaceos y salmon, por mencionar
algunos. La fuente de carotenoides de todos éstos es la alimentacién y son
acumulados en los tejidos.

La intensidad y matiz de los colores de plantas y animales dependen de cuales
carotenoides estan presentes, sus concentraciones y estado (libres, asociados a

proteinas o lipidos, etc).
Normalmente los carotenoides estan presentes en bajas concentraciones, pero

esto varia enormemente de una fuente a otra. Se ha estimado la produccion total

de carotenoides en la naturaleza en casi 100, 000,000 toneladas anuales.
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El caroteno mas comunmente encontrado es el B-caroteno, y normalmente
constituye entre el 25-30 % del contenido total de carotenoides en las plantas. La
luteina es la xantofila mas abundante (40-45 %), pero siempre se encuentra en

menor proporcion que el B-caroteno (Meléndez et al; 2004).

Tabla 1.- Principales carotenoides presentes en la naturaleza.

Nombre comun Formula
B- caroteno W
a-caroteno NN S S G2N
Licopeno N NP PP PPN -
{-caroteno x N NP PP - -

OH
Zeaxantina AR A AN
HO
-OH
Luteina S A A
HO'
OH
. . o
Violaxantina A e
HO
ixanti |
Rubixantina NP NN NN
HO

Fuente: Meléndez et al; 2004

1.7.2 Biosintesis

Quimicamente la mayoria de los carotenoides son tetraterpenoides, compuestos
de 40 atomos de carbono, que derivan biosintéticamente del acido mevalénico a
través de dos unidades C,o de geranil-geranilpirofosfato (GGPP). Generalmente se
sintetizan y acumulan en los cromoplastos y forman estructuras globulares y

fibrilares junto con proteinas (Van Der Beg et al., 2000).
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Se forman por la condensacién de ocho unidades isoprenoides unidas de forma
que la secuencia se invierte en el centro de la molécula. Es decir, la union de
dichas unidades es "cabeza-cola", excepto en el centro de la molécula, donde es
"cabeza-cabeza". Debido a ello, los dos grupos metilo centrales de la cadena
poliénica estan separados por seis atomos de carbono, mientras que el resto

estan separados por cinco.

A pesar de su diversidad, todos los terpenoides son sintetizados de precursores
comunes: la biosintesis inicia a partir de la condensacion de tres moléculas de
acetil CoA via mevalonato (AMV) para producir el intermediario isopentil difosfato
(IPP) de cinco atomos de carbono. El IPP se isomeriza a dimetil alil difosfato
(DMAPP), ambos pueden condensarse con IPP para dar el intermediario Cio
geranil difosfato (GPP). Una condensacion de GPP con IPP genera al
intermediario C;s farnesil difosfato (FPP). Y la condensacion de IPP con FPP da el
intermediario C,, geranil geranil difosfato (GGPP). Para formar el fitoeno se
condensan dos moléculas de GGPP (Fig. 6).

(Cy) (Cs)
i —>
Acetil CoOA (3) ———» AMV ————» |pp < DMAPP

\

Monoterpenos «——— GPP (C,,)

Sesquiterpenos ¢———  FPP (Cyg)

v
Diterpenos ¢—— GGPP (C,,)

LGGPP

Tetraterpenos ¢———— Fitoeno (Cso)

Fig. 6: Biosintesis de Fitoeno (primer carotenoide Cg).
Fuente: Gross, 1991.
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El fitoeno es el primer carotenoide C4. A partir de él se generan diversos
carotenoides. El licopeno se forma a través de una deshidrogenacion progresiva.
Mediante cada secuencia de deshidrogenacion, el cromoéforo se extiende con dos

dobles enlaces alternadamente en cada lado (Gross, 1991).

Algunos carotenoides son aciclicos y algunos sufren ciclaciones por una terpeno

ciclasas, en uno o ambos extremos de la molécula.

La introduccion de grupos hidroxi y epoxi ocurre después de la ciclacion como
ultimo paso de la biosintesis cuando los carotenos son oxidados. La hidroxilacion
ocurre principalmente en el C-3 en uno o ambos anillos cuando se forman la
mayoria de las xantofilas, pero también puede ocurrir en otras posiciones del anillo
o de la cadena (Gross, 1991).

1.7.3 Caracteristicas

El sistema de d.e.c. de las moléculas de carotenoides es responsable de su
intenso color. Para que estos pigmentos tengan una coloracién perceptible son
necesarios al menos siete d.e.c. Asi, el {-caroteno (7 d.e.c.) es amarillo palido,
mientras que fitoeno (3 d.e.c.) y fitoflueno (5 d.e.c.), son incoloros (Simpson,
1985).

El color se acentia a medida que se extiende el sistema conjugado. La ciclacion
causa algun impedimento, por tanto el B-caroteno y el y-caroteno son de color
naranja y rojo-naranja respectivamente, aunque tienen el mismo nimero de dobles

enlaces conjugados que el licopeno (Tabla 2).

La asociacion de carotenoides con proteinas estabiliza a los pigmentos, ademas
de extender el rango de colores a verde, azul y puarpura. Asi, el maximo de
absorcion de astaxantina en acetona es 478 nm, mientras que el de la a-

crustacianina es 632 nm, de ahi su coloraciéon azulada.
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Tabla 2: Efecto de la estructura en el color de los carotenoides.

#
Carotenoide Estructura Color

d.e.c.
Fitoeno X X X N X X 3 Incoloro
Fitoflueno “ “« oA N 5 Incoloro
; Amarillo

-caroten

[-caroteno D T T g P 11 Naranja
S NP T NP o Rojo
y-caroteno 11 _
naranja
Licopeno x RV TV Vo VS 2 20 11 Rojo

Analiticamente, el color de los carotenoides es de gran importancia, ya que un

cambio de color durante el analisis es indicativo de degradacién o de modificacion

estructural de los pigmentos. De igual forma, el color permite monitorear su

separacion mediante cromatografia en columnay en capa fina.

La presencia de d.e.c. no sélo afecta a las propiedades de absorcién de luz y por

tanto al color de los carotenoides, éstos presentan otras caracteristicas también

derivadas de los d.e.c. como reactividad frente a radicales, reactividad con el

oxigeno del aire y efectividad en los procesos de transferencia de energia dentro

del aparato fotosintético.

Otra caracteristica de los carotenoides es su hidrofobicidad, lo cual determina la

localizacion de éstos en las células.
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Bloquean reacciones
Capturan el Oxigeno mediadas
singulete Por radicales libres

Absorben luz l_ M - Lipofilicosl

Se isomerizan y oxidan Se unen a superficies
facilmente hidrofébicas

Fig.7 Propiedades de los carotenoides

1.7.4 Clasificaciéon y nomenclatura

Existen dos grandes formas de clasificacion de los carotenoides:

Considerando los elementos quimicos presentes en sus  moléculas, los
carotenoides se dividen en dos grupos: carotenos, que son hidrocarburos, y
xantofilas, que contienen atomos de oxigeno. Este puede estar presente en forma
de grupo hidroxilo (zeinoxantina, lactucaxantina, etc.), metoxilo (esferoidenona,
espiriloxantina, etc.), epoxido (anteraxantina, licopeno-1,2-epoxido, etc.), carbonilo
(capsantina, esferoidenona, etc.) o carboxilo (norbixina, neurosporaxantina, etc.),
principalmente. Otros grupos oxigenados presentes en carotenoides son acetatos
(fucoxantina, dinoxantina, etc.), lactonas (peridinina, uriélido, etc.) y sulfatos
(caloxantina-3-sulfato, nostoxantina-3-sulfato, etc.).

Una clasificacion mas amplia, que ademas de considerar los elementos quimicos
en la molécula, considera las formas mas frecuentemente encontradas, subdivide

a los carotenoides como sigue:

. lineales, que corresponden a estructuras como licopeno
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o no lineales, los cuales presentan uno o ambos extremos formando anillos
como a-caroteno, - caroteno, y- caroteno

o xantofilas, que contienen oxigeno en su estructura como luteina,
zeaxantina, anteraxantina y

o apocarotenoides, los cuales corresponden a moléculas derivadas de la

ruptura oxidativa de carotenoides como retinal.

A los carotenoides generalmente se les denomina con nombres comunes que
incluyen las variaciones estructurales de los anillos laterales, en especial la
posicion del doble enlace. El B-caroteno, hoy es denominado B,3-caroteno, para
indicar que los dos anillos de los extremos tienen el enlace doble en la misma
posicion relativa. El a-caroteno se denomina j,e-caroteno.

En general para los carotenos se usa el sufijo caroteno y para las xantofilas, el

sufijo “ina”.

1.8 Los carotenoides como precursores de aromas

Como se ha mencionado en el punto 1.6, un gran numero de moléculas

odoriferas tienen origen en la degradacion de carotenoides.

La mayoria de compuestos con aroma aislados de la naturaleza, presentan
estructuras de terpenoides. Aparentemente, los terpenoides no son sintetizados
de novo, y los estudios que se tienen indican que éstos provienen de la
degradacion de carotenoides (apocarotenoides).

Hasta hoy, el principal uso dado a los carotenoides ha sido como colorantes, sin
embargo ahora se esta poniendo especial énfasis a los componentes obtenidos

de la ruptura de éstos.

Su degradacién genera moléculas de gran interés como: retinoides, hormonas

de plantas, compuestos con aroma etc. (Winterhalter, 1996) (Fig. 8).
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C,, Retinoides
C,5 Hormonas de plantas

C,; (compuestos con aroma con un anillo trimetilciclohexano)
C,, (Safranal)

Winterhalter (1996)

Fig. 8 Compuestos generados por la ruptura de carotenoides

A partir de la ruptura de carotenoides en la posicién 9-10, se obtienen moléculas

con las caracteristicas mencionadas en el punto 1.2.1, (moléculas odoriferas).

Las diferentes moléculas con aroma encontradas en la naturaleza derivadas de
carotenoides son compuestos Ci3, Ci;, Ci0o Yy Co formados via la oxidacion
enzimatica y la foto oxidacién de los muchos carotenoides encontrados en las
plantas, flores y frutos. Los compuestos Cg a Cy3 son los esenciales en muchos de
los perfiles de aromas. Estos compuestos han sido identificados y aislados de

diversas fuentes.
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Tabla 3.- Compuestos con aroma derivados de carotenoides.

NUumero de
Compuestos con aroma Fuentes
carbonos
o}
NS
Rosa, té negro, fresa, tabaco, mango.
B-ionona
Ci3

o}
= Chabacano, carambola, uva, mango,
zarzamora

B-damascenona

CHO
Cnu1 Té negro, tomate, tabaco
0

Isoforona-4-acetaldehido

CHO
Cio Té negro, jugo de uva, azafran

Safranal

o
Co ij/[ Té negro y azafran
o

4-cetoisoforona

Fuente: Elaborada con informacion reportada por Enzell, 1985.

1.9 Mecanismos de degradacién de carotenoides

Existen diferentes mecanismos por los cuales la ruptura de carotenoides genera
moléculas odoriferas. Cominmente éstos son generados cuando un doble enlace
en la estructura del carotenoide es roto con oxigeno molecular formando un

aldehido o cetona en el sitio de corte.
Los apocarotenoides pueden ser generados por mecanismos no especificos via

co-oxidacion, peroxidacion y foto oxidacion, pero un contribuyente principal de la

formaciébn de compuestos activos bioldgicamente es una clase de enzimas
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conocidas como CCD’s (Carotenoid Cleavage Dioxygenase). Las CCD’s producen
apocarotenoides activos biolégicamente en plantas y animales, estos tienen
muchas funciones importantes incluyendo la formacion de moléculas sefial en
plantas, compuestos volatiles con aroma y sabor y la formacion de retinoides con

funciones fisiolégicas y de desarrollo (Schwartz, 2001).

1.9.1 Ruptura Enzimatica de carotenoides

El uso de mecanismos enzimaticos para la obtencion de los productos a partir de
carotenoides presenta ventajas con respecto al uso de degradacion térmica y de
foto-oxidacion, debido a que estas Ultimas no son especificas y resulta dificil

obtener compuestos de interés puros.

La degradacion enzimdtica de los carotenoides puede realizarse adicionando
directamente la enzima de interés en el sistema de reaccion o con el uso de
sistemas microbianos. Este ultimo involucra un menor costo, debido a que no se

requiere de la purificacién de la enzima requerida.

Las dioxigenasas CCD’s rompen oxidativamente los carotenoides en
apocarotenoides. Han sido identificadas en plantas y animales y producen una
amplia variedad de productos. Los apocarotenoides obtenidos son
estructuralmente diversos, resultado del gran nimero de precursores carotenoides
(han sido identificados mas de 600), de los distintos sitios de corte y de las

modificaciones subsecuentes a la ruptura.

Algunos apocarotenoides ya tienen importancia econdmica como pigmentos y
también como sabores y aromas, como es el caso de la bixina, la cual es usada en
una variedad de alimentos. Este apocarotenoide es encontrado en la cubierta de la
semilla Bixa orellana, y es el producto de la ruptura de las moléculas de licopeno.

De igual forma, la crocetina es un apocarotenoide que se origina de la ruptura de
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zeaxantina, un carotenoide encontrado en el pistilo de Crocus sativus (Méndez-
Robles et al., 2006).

Si bien el primer reporte de enzimas que rompen carotenoides fue publicado hace
60 afios, el conocimiento acerca de la cinética, estructura de las proteinas y
mecanismo de reaccion de las carotenasas ha progresado lentamente. Los
mecanismos de reaccion enzimatica de estas enzimas son aun debatidos y la
elucidacion de las principales rutas de biodegradaciéon de carotenoides permanece

sin resolver (Winterhalter y Rouseff, 2002).

Los compuestos con aroma derivados de carotenoides son de gran interés a la
industria de alimentos y perfumes. Sin embargo, su extraccion a partir de
productos naturales frecuentemente es dificil y costosa. La ruptura de los
carotenoides por procesos enzimaticos presenta un gran interés debido a la

especificidad de sustrato y la reduccién del tiempo de produccion.

1.10 El azafran

El azafrdn es una fuente potencial del carotenoide zeaxantina. Son los estigmas
deshidratados de las flores de Crocus sativus y es la especia mas cara usada a

nivel mundial (Zougagh et al., 2006; Lozano et al., 2000).

Estigmas

Fig. 9 Flor de Crocus sativus. En la imagen se sefialan los estigmas (azafran).
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Es producido en la India, Irdn, Espafia y Grecia, con Espafia como el principal

productor.

La calidad de la especie, varia dependiendo del lugar de produccion. Su valor esta

determinado por la existencia de tres principales metabolitos secundarios:

1. La crocina y sus derivados, una familia de carotenoides de color rojo,

solubles en agua, responsables del color.

2. La picrocrocina, un glicésido incoloro del aglicon 4-hidroxi-2,6,6-trimetil-1-
carboxaldehido-1-ciclohexeno (HTCC), responsable del sabor amargo

caracteristico del azafran.

3. El safranal, principal componente del aceite esencial y responsable del
caracteristico aroma del azafran, formado por la hidrélisis del glicosido
amargo picrocrocina y del HTCC durante el proceso de secado del azafran.
Como éste compuesto no esta presente en los estigmas frescos, su
concentracion depende fuertemente del segado y de las condiciones de
almacenamiento (Lozano et al., 1999; Lozano et al., 2000; Zougagh et al.,
2006) y por subsecuentes deshidratacion quimica o enzimatica de la
picrocrocina (Zougagh et al., 2005). El safranal representa el 70% de los

volatiles totales (Leffingwell, 2002).

La cantidad de estos compuestos en los estigmas secos es el principal indicador
de la calidad de esta especie (Loskutov et al., 2000; Leffingwell, 2002).

Curiosamente, los tres principales compuestos caracteristicos del azafran, son

derivados de la ruptura oxidativa de una misma molécula de zeaxanthina (Fig. 10).
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HO Zeaxantina

CHO
OR,
O N N AN NS

Glu-0 N TR
Picrocrocina

+HZO/
1

B-glucosidasa

CHO CHO
-H,0
2 « | + Gl
HO A

Safranal

Crocetina: R;=R,=H
Crocina:  R,;=R,=gentibiosa

Hidroxi-3-ciclocitral
(HTCC)
4-hidroxi-2,6,6-trimetil-1-carboxaldehido-1-ciclohexeno

+
Glu

Fig. 10 Origen de los principales constituyentes del azafran.

Su principal aplicacién es como aditivo para dar sabor y color a los alimentos.

Cada flor de Crocus sativus produce tres estigmas. El peso de un estigma seco es
de aproximadamente 2 mg, por lo que se requieren aproximadamente 500,000
estigmas para producir un kg de la especie; aproximadamente 150,000 flores

deben ser cuidadosamente escogidas para la produccion de 1 kg de la especie.

Escoger 1000 flores requiere de 45 a 55 minutos, en tanto toma de 100 a 130
minutos removerles los estigmas para secarlos, lo que equivale a un aproximado
de 370- 470 horas de trabajo para producir un kilogramo de azafran seco.
Consecuentemente, el azafran sigue siendo la especie mas cara en el mundo.
Winterhalter y su grupo en el 2000 reportan un valor de US $1000-2000/Kg y una
produccion mundial de aproximadamente 50,000 kilogramos en el 2002
(Winterhalter et al., 2002).
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El safranal se ha establecido como un importante componente del aroma en la
industria de los alimentos y su principal fuente (Croccus sativus) es insuficiente
para cubrir la demanda a nivel industrial (Pfander y Schurtenberger, 1982).

Por lo anterior, surge la necesidad de buscar nuevas alternativas para la

produccién de safranal las cuales permitan cubrir la demanda del mercado actual.
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2.1 Ditaxis heterantha

Ditaxis heterantha (azafran de bolita) es una planta endémica de México. Es un
arbusto el cual crece a una altitud de 1600 a 2200 m sobre el nivel del mar y entre
16° y 23° latitud norte y 99° y 136° longitud este. Crece en las regiones semiaridas
en bastos suelos arenosos en forma silvestre. Se encuentra ampliamente
distribuida en los estados de Sinaloa, Jalisco, San Luis Potosi, Guanajuato,
Hidalgo, Querétaro, Guerrero, Zacatecas y Michoacan (Méndez et al., 2004) (Ver

figura 11).

istribc e Detaxis
por Standley (1924] v Martinez (1937)

Estacos adi donde Ditaxs
¢ hasido encontrada

Fig. 11 Distribucion de Ditaxis heterantha en México
(Méndez-Robles et al., 2004)
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Las semillas tienen propiedades similares al azafran, son productoras de un color
amarillo. Son utilizadas por los habitantes de las regiones donde crece, para dar
aroma, color y sabor a los alimentos. El endospermo de las semillas presenta un

caracteristico pigmento amarillo de carotenoides (Méndez-Robles et al., 2004).

Su distribucién es aun limitada debido a que su uso es practicamente artesanal.

El fruto es una capsula verde de tres cavidades y las semillas son negras o café

oscuro segun su madurez.

Fig. 12 Semilla y endospermo de Ditaxis heterantha.

Su cultivo no requiere de atenciones especiales y su crecimiento es factible en
regiones semiaridas. Recientemente se ha iniciado su cultivo en forma local, sin
embargo, la planta no ha sido cultivada extensivamente aun cuando puede
representar un cultivo con potencial econdmico (Méndez-Robles et al., 2004).

2.1.1 Composicion quimica de la semilla de Ditaxis heterantha

En un estudio llevado a cabo por Méndez-Robles et al. (2004), se realiz6 un
analisis de la composicién quimica de semillas producidas en 3 estados de la

Republica. Los resultados se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Composicion quimica de la semilla de Ditaxis heterantha

Lugar  Huichapan  Totatiche, Cuquio, Moyahua, Guadalajara,
Componente (%) Hidalgo Jalisco Jalisco Zacatecas Jalisco
Aceite 384 42.3 36.9 35.1 39.0
Proteina 23.7 153 214 20.22 19.7
Fibra cruda 27.7 21.0 22.7 26.80 212
Humedad 6.0 36 4.0 4.35 35
Ceniza 2.6 2.6 25 2.32 2.4

Méndes-Robles, 2004

El estudio indic6 la presencia de un alto contenido de compuestos hidrofobicos.

El endospermo de Ditaxis heterantha de color amarillo intenso, sugirié la presencia
de pigmentos de la familia de los carotenoides y se establecié que éstos pueden

ser utilizados como fuente de pigmentos naturales (Méndez-Robles et al., 2004).

Con el objetivo de evaluar los componentes presentes en el endospermo, se llevd
a cabo la extraccion de su fraccion oleosa usando hexano como medio de
extraccion. El extracto obtenido fue desengrasado obteniéndose el pigmento total
(Méndez-Robles et al., 2004).

En la separacion del pigmento total mediante cromatografia de columna abierta se
lograron identificar siete fracciones, de las cuales dos de ellas (F4 y F5) estan

presentes en mayor proporcion (80%) (Méndez-Robles et al., 2004).

Las fracciones mayoritarias fueron identificadas, por espectrometria de masas y
resonancia magnética nuclear, como: metil 3-0xo0-12’-apo-g-caroten-12’-oato, de
26 atomos de carbono (F4) y metil-3-B, 6-p-epoxi-5 B-hidroxi-4,5-dihidro-8’-apo-¢-
caroten-8'-oato, de 31 (F5) (Méndez Robles et al., 2005).
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Las dos fracciones han sido quimicamente caracterizadas como apocarotenoides
y llamadas heteranthina (F4) y ditaxina (F5) en honor al género y especie de la

planta de la que fueron extraidos.

NS NS NS A NS
X OCH, 6 XXX X NS X ocH,

Va Heteranthina (F4) Ditaxina (F5)

Fig. 13 Estructura molecular de Heteranthina y Ditaxina.
Fracciones mayoritarias de la fraccion oleosa del endospermo
de Ditaxis heterantha

Una caracteristica de estos componentes es la presencia de dobles enlaces
conjugados, los cuales son susceptibles a la oxidacién, con la posible generacion

de componentes con aroma.

En un trabajo realizado en el Centro de Investigacion en Asistencia y Tecnologia
del Estado de Jalisco (CIATEJ), (Del Toro-Sanchez 2006) se llevé a cabo la
degradacion térmica, enzimatica y microbioldgica de los dos compuestos
mayoritarios con el objetivo de buscar compuestos con aroma de interés para la

industria.

Para la degradacion microbioldgica, se lograron aislar nueve colonias microbianas
de la flor de cempasuchil (Tagetes erecta), por su capacidad para degradar
carotenoides. Estas colonias fueron evaluadas por su propiedad para degradar los
dos apocarotenoides y producir aromas. De ellas, sélo una colonia fue capaz de
llevar a cabo la degradacion de heteranthina. Esta colonia fue identificada como
Saccharomyces cerevisiae amplificando la secuencia que codifica para la region
del rRNA 5.8S (Del Toro-Sanchez et al., 2006).

De la degradacion microbiolégica de heteranthina se identificaron siete
componentes volatiles, posteriormente identificados por cromatografia de gas
acoplado a un espectrometro de masas como: 4-oxo-isoforona, isoforona, 3-

hidroxi-B-ciclocitral, safranal, 3-oxo-a-ionona, 3-oxo-a-ionol, y 3-oxo-7,8-dihidro-a-
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ionona. El safranal fue detectado como el principal producto de degradacién
encontrandose en un 35% con respecto al total de los aromas (Del Toro- Sanchez
et al., 2006).

Los mismos 7 componentes fueron producidos in vitro a partir de heteranthina por
el extracto proteico intracelular de células previamente cultivadas en presencia de
heteranthina. Nuevamente, el safranal fue detectado como el principal producto de
degradacién, encontrandose en un 32% con respecto al total de los aromas. A
partir de dicho extracto se aisl6 una actividad enzimatica capaz de degradar
heteranthina. La enzima presentd un peso molecular de 27.6 kDa (Del Toro-
Sanchez et al., 2006).

Se determinaron las condiciones de maxima actividad de la enzima detectada,
encontrandose que ésta ocurre a pH: 5.5 y temperatura de 35 °C. La enzima
mostré una energia de activacion: 7.23 Kcal mol™. La Km para heteranthina fue: 27
UM, Vmax de 135 pmoles min™. Como producto de dicha actividad solamente se

detectd 3-oxo-a-ionona.

Cuando el sistema in vitro se realizd con el extracto proteico intracelular de la
levadura crecida en ausencia de heteranthina se observo la produccion de solo 4
aromas: 4-oxo-isoforona, isoforona, 3-hidroxi-B-ciclocitral, safranal (Del Toro-
Sanchez et al., 2006). También aqui, el safranal fue detectado como el principal
producto de degradacion encontrandose en un 58% con respecto al total de los

aromas.
En la degradacién térmica de heteranthina se encontraron 14 compuestos con
aroma y en la enzimatica, usando xantina oxidasa, sélo 3. En ninguna de las dos

condiciones se encontrd safranal.

Dichos resultados sugirieron que:
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1.

la produccion de safranal a partir de heteranthina es llevada a cabo

especificamente por el sistema microbiano utilizado (S. cerevisiae).

la presencia de al menos dos rutas de degradacion de heteranthina; una de
ellas, inducida por su sustrato, es responsable de la producciéon de 3-0xo-o-
ionol y 3-oxo0-7,8-dihidro-a-ionona, llevando como intermediario a la 3-oxo-a-
ionona; la otra, al parecer constitutiva estaria involucrada en la formacion de

safranal, llevando como intermediario al 3-hidroxi-f-ciclocitral.

Con los compuestos obtenidos, se propuso una primera aproximacion a la ruta

seguida en la biotranformacion de heteranthina a safranal por S. cerevisiae. (Ver

fig. 14)

o} CHO CHO
— _—HOy
o HO
4-oxo-isoforona 3-hidroxi-p-ciclocitral Safranal

|

Isoforona

OCHg

: Heteranthina
: Oxidacion

AN o]
o 3-0x0-a-ionona
Reduccion
)/iji\)\o"‘ )/iji\*o
o ! o
3-o0xo0-a-ionol 3-0x0-7,8-dihidro-a.-ionona

Fig. 14 Rutas propuestas en la biotransformacion de heteranthina por S. cerevisiae. (Del Toro-
Sénchez et al., 2006).
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

3.1 JUSTIFICACION

El safranal es un producto muy valorado en la industria de aromas y sabores. El
uso de la semilla de Ditaxis heterantha para su produccion representaria una
fuente mas viable que la que representa el azafran ademas de estimular la

produccién de un cultivo endémico nacional.

3.2 HIPOTESIS

Ya que un alto porcentaje de los aromas presentes en la naturaleza provienen de
la degradaciébn de carotenoides, la degradacion de la heteranthina por
Saccharomyces cerevisiae u otros microorganismos generara moléculas volatiles

por lo que sera posible obtener moléculas con aroma, entre ellas el safranal.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha en la
produccién de safranal.

Objetivos particulares

» Estandarizar la metodologia de extraccion de la fraccion correspondiente a
heteranthina.

 |dentificar los productos obtenidos en la degradacion de heteranthina por
Saccharomyces cerevisiae a diferentes tiempos de fermentacion.

» Aislar microorganismos capaces de degradar heteranthina.

» |dentificar los productos obtenidos en la degradacién de heteranthina por los
microorganismos aislados a diferentes tiempos de fermentacion.
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ESTRATEGIA

Obtencion de la semilla
de Ditaxis heterantha

1

Estandarizar el método de
extraccion de heteranthina

Evaluacion de la degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae
BM-H-125

Identificacién de los
productos de degradacion

Identificacién de posibles fuentes
de microorganismos
degradadores de carotenoides

\ 4

Aislamiento de microorganismos
degradadores de heteranthina

Identificacién preliminar de los
microorganismos aislados

\ 4

productos de degradacion

Identificacion de los

Fig. 15 Diagrama general de trabajo
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6.1 Obtencidn de la semilla de Ditaxis heterantha

La semilla seca de Ditaxis heterantha nos fue proporcionada por el Centro de
Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C.
(CIATEJ, A.C)).

6.2 Obtencién de la fraccion oleosa correspondiente a
heteranthina

6.2.1 Extraccion
La semilla de Ditaxis heterantha se molié6 en una licuadora con el propdsito de

aumentar la superficie de contacto durante la extraccion. Se agregd hexano en
una proporcion de 1:10 (w/v). La mezcla se puso en agitacion magnética durante
30 minutos a temperatura ambiente, protegiendo en todo momento de la luz con
papel aluminio. Se separ6 el sobrenadante por medio de filtracion por gravedad
usando papel Whatman 40. Se realiz6 una segunda extracciébn con igual
proporcion de solvente y en iguales condiciones con el fin de aumentar el
rendimiento de la extraccion. Los extractos se unieron y se evapord el solvente
usando un rotavapor con vacio a una temperatura de 35°C. Se obtuvo asi la

oleorresina.
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6.2.2 Desengrasado
La eliminacion de grasas se realizd adicionando acetona a la oleorresina en una

proporcion de 10:1 (v/v). La solucion de la oleorresina en la acetona se congeld
usando un bafio de hielo seco en acetona. Una vez sélida la grasa, se eliminé por
filtracion usando un sistema de filtracion con vacio de Millipore®. La acetona se
elimin6 en el rotavapor a 35°C y protegiendo de la luz con papel aluminio. Se

obtuvo el pigmento total.

6.2.3 Separacion
La separacion de los componentes del pigmento total se realizé por cromatografia

en columna abierta (CC) usando gel de silice como adsorbente y una mezcla de
éter etilico: éter de petroleo en gradientes como eluyente (se inicié6 con éter de
petroleo 100% y se continué con 50 ml de cada una de las proporciones 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50 y 40:60). Se colectaron las diferentes fracciones con

ayuda de la capacidad de coloracion del pigmento.

Para su identificacion se realiz6 cromatografia en capa fina (TCL) en una mezcla
de solventes éter etilico: éter de petrdleo 50:50 usando como estandar dos
muestras de heteranthina con un Rf de 6.7 proporcionadas amablemente por el
CIATEJ.

6.2.4 Concentrado
Una vez confirmada su identidad, se reunieron las fracciones que contuvieran la

fraccion de interés y se evapor6 el solvente usando un rotavapor a 35°C con vacio
hasta disminuir el volumen a aproximadamente 5 mL. Se pasé a un recipiente
ambar con ayuda de una pipeta Pasteur. El residuo en el matraz bola se retir6 con
éter etilico y se incorpor6 al frasco ambar. Se eliminé el solvente restante con un
flujo suave de nitrdgeno. La heteranthina asi obtenida se almacené en atmdsfera

de nitrégeno y en congelacion para su uso posterior.
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6.2.5 Punto de fusion
Uno de los parametros usados como primer indicativo de la pureza de un

compuesto es su punto de fusion, el cual debe ser lo mas puntual posible, ya que

el rango de fusion es inversamente proporcional a su pureza.

Para las determinaciones se us6 un equipo Fisher-Johns usando como estandar
las dos muestras de heteranthina proporcionadas amablemente por el CIATEJ.

6.2.6 Preparacion de la heteranthina para incorporarla al medio de
cultivo.
Una de las caracteristicas de la heteranthina es su hidrofobicidad, por lo que fue

necesario preparar una suspension acuosa para poder incorporarla en los medios
liguidos y hacerla disponible a los microorganismos. La suspension se prepard

justo antes de su uso segun lo reportado por Del Toro-Sanchez (2006).

31 mg de heteranthina y 0.5 g de tween 80 se disolvieron en 25 mL de
cloroformo. El solvente se elimin6 con un flujo suave de nitrégeno. Se adicionaron
6.25 mL de solucién de EDTA al 0.25% y 12.5 mL de buffer de citratos 0.01 M a
un pH de 4.6. Se esterilizd por filtracion usando un filtro Millipore (swinex) con

membrana de 0.45 um.

6.3 Degradacion de heteranthina por S. cerevisiae
La degradacion de heteranthina por S. cerevisiae ya fue reportada por Del Toro-

Sanchez en 2006. En esta parte del trabajo se repitieron los experimentos de
consumo de heteranthina con el objetivo de tener un parametro de comparacion
tanto de la degradacién como de los productos derivados de ésta. Después se

buscaron otros microorganismos con la actividad de interés.

La cepa utilizada se obtuvo de la Coleccién de Cultivos Microbianos del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, la cual fue depositada por Del Toro-

Sanchez (2005) e identificada como Saccharomyces cerevisiae, con base en la
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secuencia de ADN que codifica para la regién ribosomal ITS-5.8S-ITS2 (Del Toro-

Sanchez et al., 2005). La clave asignada a la cepa es: BM-H-125.

6.3.1 Conservacion de la cepa
Con el fin de garantizar la uniformidad de los microorganismos usados en cada

experimento se prepard una reserva de los in6culos. Se optd por un método de
conservacion a largo plazo por congelacion, usando un crioprotector (glicerol), el
cual protege del dafio que se pueda producir en las células microbianas en el

momento de la congelacion.

La conservacion se realiz6 de la siguiente forma:

Se partié de un liofilizado proporcionado por la Coleccién de Cultivos Microbianos
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se inocularon 25 mL de
medio YPD liquido contenidos en un matraz de 250-mL para reactivar las células.
Debido a que la cepa estaba liofilizada, presentd una fase Lag mas larga de la
normal. Una vez crecido, se tomd una muestra con un asa microbioldgica y se
inoculd una placa de medio YPD sdélido por agotamiento, esto con el fin de obtener
colonias aisladas. La placa se incubd a 29°C por 24 horas. Una vez transcurrido
este tiempo, se selecciond una colonia y se inocul6 con ella un matraz de 250-mL
con 25 mL de medio YPD liquido. El cultivo se incubdé a 29°C, 60 rpm por 24
horas, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm y el pellet obtenido se resuspendio
en 10 mL de medio YPD nuevo con 40% de glicerol. Se homogenizé y se hicieron
alicuotas de 0.5 mL en tubos eppendorf. Finalmente se almacenaron a una

temperatura de -30°C.

6.3.2 Preparacién del pre-inéculo
Para estandarizar el numero de células usadas en las fermentaciones y en las

pruebas cualitativas, todas partieron de un pre-indculo realizado como sigue:
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Se tomd una alicuota de la cepa almacenada, descongelandola a 37°C. Para
reactivar las células, con la alicuota se inocularon 25 mL de medio YPD liquido
contenido en un matraz bafleado de 250-mL. El medio se incub6 a 29°C, 60 rpm
por 48 horas. Se tomd 0.1 mL de éste y se inoculé una placa con medio YPD

sélido en forma masiva, incubando a 29°C, 60 rpm, por 24 horas.

Con ayuda del asa microbioldgica, se tomé biomasa de la placa para hacer una
suspension celular en solucion salina isotdnica hasta alcanzar una densidad éptica
de 0.5 a 600 nm. (Cada 0.1 ODg corresponde a 3x10° células /mL de S.
cerevisiae)! todo fue realizado en condiciones de esterilidad. Esta suspension

celular fue usada como pre-inéculo.

6.3.3 Condiciones de la fermentacion
Se us6 el medio de cultivo YPD modificado (mYPD) cuya formulacion fue:

1% de extracto de levadura.
2% de bactopeptona

0.02% glucosa

Este medio fue el reportado por Del Toro-Sanchez (2006) en su estudio del

consumo de heteranthina por S. cerevisiae.

Las fermentaciones se realizaron con 50 mL de medio mYPD en matraces
bafleados de 250-mL, a 29°C, 60 rpm por 24 h. Se agregaron 16 uL de la
suspension de heteranthina por mL de medio, previo a la inoculacion
(concentracion final de 25 pug/mL). Los medios se inocularon con 2 mL del pre-

inéculo.

! Dato obtenido del Current Protocols in Molecular Biology, en “Determination of Cell Density”
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6.3.4 Extraccion de la proteina intracelular

6.3.4.1 Obtencidn del pellet celular.
Después de transcurrido el tiempo de incubacion, el volumen total del cultivo se

centrifugé a 6,300 x g, durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se elimind con
ayuda de una pipeta pasteur. Las células se lavaron como sigue: el pellet se
resuspendié en 20 mL de solucién salina isotonica y nuevamente centrifugadas a
6,300 x g, durante 15 min a 4 °C. Se realizé un segundo lavado en las mismas

condiciones y el pellet se resuspendioé en 10 mL de solucion salina isotonica.

6.3.4.2 Ruptura de las células
El pellet celular lavado y resuspendido se filtr6 en un sistema de vacio Millipore

con filtros de papel Whatman 40 para eliminar la mayor cantidad de liquido. Con el
sistema de vacio en funcién, se adicionaron lentamente 10 mL de acetona

previamente enfriada. Las células retenidas en el filtro se congelaron por 24 h.

En un mortero previamente enfriado (30 min. en congelador) se trituré un trozo
pequefio de hielo seco (aproximadamente 5 g), se incorporaron las células y con
el pistilo se trituraron usando el hielo seco como sistema abrasivo. Se adicionaron
10 mL de buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7.0 con 0.1 mM fluoruro fenil metil
sulfonil (PMSF) y 0.1 mM acido etilen diamino tetraacético (EDTA). La suspension
obtenida se centrifugd a 15,000 rpm, durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante

(extracto libre de restos celulares) se concentré como sigue:

6.3.4.3 Concentracion de la proteina
El extracto intracelular, se concentré6 20 veces por ultra filtracion, utilizando el

sistema de Amicon® Ultra de Millipore, a 15,000 rpm y 4°C. EIl producto fue

utilizado como fuente de proteina intracelular.

6.3.4.4 Determinacion de proteina
Las determinaciones se realizaron por el método del &cido bicinconinico (BCA),

utilizando como referencia una curva patrén de albumina sérica bovina (BSA) y

siguiendo las instrucciones indicadas por el proveedor.
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6.4 Determinacion cuantitativa in vitro de la degradacion
de heteranthina por S. cerevisiae
La determinacioén se llevd a cabo siguiendo dos procedimientos: el descrito por del

Toro-Sanchez en el 2006 (Determinacion directa en el sistema de reaccion) y el
recomendado por Rodriguez- Amaya en “A guide to carotenoid analisis in foods”
en 2005 para muestras de carotenoides (extraccion del carotenoide de interés con

solventes).

6.4.1 Determinacién directa en el sistema de reaccion de la
degradaciéon de heteranthina por S. cerevisiae
La determinacidon cuantitativa se realizd6 mediante espectrometria. Se monitore6 la

absorbancia del sistema de reaccién a una longitud de onda de 396.7 nm. Se usé
el coeficiente de extincién molar de 1.25x10° L/(mol cm), datos previamente

reportados por Del Toro-Sanchez en el 2006.

Se preparé un sistema de reaccion de 3 mL en viales color ambar, formado por: el
volumen requerido para tener 480 pg de proteina (del extracto intracelular
concentrado), 30 uL de la suspension stock de heteranthina (C; = 16 pg/mL) y el
volumen de buffer 100 mM de citrato pH 5.5 requerido para un volumen final de 3
mL. El control se preparé de igual forma sustituyendo el volumen del extracto
proteico por el mismo buffer.

Bajo estas condiciones, la actividad fue monitoreada por la disminucion de la

absorbancia a 396.7 nm durante 2 h a intervalos de 10 min a 35 °C.

6.4.2 Determinacion de la degradacion de heteranthina por S.
cerevisiae usando la cuantificacion del sustrato residual
(extraccion con solventes)

El sistema de reaccion se prepard de acuerdo con las proporciones descritas en el

paso anterior, pero a un volumen de 150 mL. Se tomaron muestras de 5 mL cada
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10 min hasta las 2 h. cada muestra tomada se colocd en bafio de CO, sdlido con

acetona para detener la reaccion.

Cuando se reunieron todas las muestras, se adicionaron 5 mL de éter etilico a
cada una y se agité durante 10 min. Se recupero la fase organica y se realiz6 una
segunda extraccion. Se evaporo el éter de las muestras con flujo de nitrégeno y el

sustrato residual se resuspendié en 2 mL de acetona.

Se midi6é la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 389.5 y
usando un coeficiente de extincién molar de 1.16x10° (datos reportados por
Méndez-Robles en 2004 para este solvente).

6.5 Determinacion cualitativa in vitro de la degradaciéon de
heteranthina por S. cerevisiae
La actividad de degradacion de la heteranthina se monitoreé cualitativamente de

acuerdo con lo reportado por Del Toro-Sanchez (2006) como se menciona a

continuacion:

Se prepar6 buffer de fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0, con agarosa al 1%. Previo a
verterlo en cajas Petri, se suplementd con 0.2 mg/mL de heteranthina (125 uL de
la suspensién stock de heteranthina/ mL de buffer). Una vez solidificada la
agarosa, se agregaron 100 ug de proteina del extracto proteico intracelular de S.

cerevisiae sobre el agar. Se incubaron a 30 °C por 24 h.

Siendo la heteranthina un apocarotenoide colorido, se obtienen placas de color
amarillo. El criterio usado para determinar presencia de actividad fue la formacién
de un halo claro que indicara la degradacion del color proporcionado por la
heteranthina.
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6.6 Determinacion in vivo de la actividad de degradacion
de heteranthina por S. cerevisiae
Las fermentaciones se realizaron con 50 mL de medio mYPD en matraces

bafleados de 250-mL, a 29°C, 60 rpm por 24 h. Se agregaron 16 uL de la
suspension de heteranthina por mL de medio, previo a la inoculacion
(concentracion final de 25 pg/mL). Los medios se inocularon con 2 mL del

preinéculo.

El control se prepar6 con el medio de cultivo mas el sustrato (heteranthina) sin

inocular.

6.6.1 Determinacion de la degradacion de heteranthina por S.
cerevisiae en medio de cultivo liquido
La fermentacion y el control se realizaron por triplicado. Se tomaron muestras de 5

mL a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h. Ya recolectadas todas las muestras, se
adicionaron 5 mL de éter etilico a cada una. Se agitaron suavemente durante 10
min. Se recuperd la fase organica y se realizd6 una segunda extraccién. Se
evaporo el éter de las muestras con flujo suave de nitrdgeno y el sustrato residual
se resuspendié en 2 mL de acetona. Se midi6 la absorbancia de cada muestra a
una longitud de onda de 389.5 y usando un coeficiente de extincion molar de

1.16x105 (datos reportados por Méndez-Robles en 2004 para este solvente).

6.6.2 Determinacion de la degradacion de heteranthina por S.
cerevisiae en medio de cultivo sélido

Se prepararon 50 mL de medio mYPD con 1.5% de agar. Previo a vaciar en cajas
Petri, se adicionaron 800 pL de la suspension acuosa de heteranthina (C; = 25
ng/mL). Se dejaron solidificar y se inocularon con 100 pL de una dilucién 107 del
pre-inéculo, con el fin de tener colonias aisladas. Se incubaron a 29°C por 72 hy
se revisO la aparicién de halos claros alrededor de las colonias que pudieran

indicar la degradacién de heteranthina.
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6.7 Determinacion de actividad de degradacion de luteina
por S. cerevisiae
La cepa de S. cerevisiae reportada por Del Toro-Sanchez en 2006 (la misma

usada en este trabajo) se aislé usando placas de medio YNB adicionadas con
luteina. Las placas de medio YNB adicionadas con 0.04 mg/mL de luteina fueron
usadas para aislar microorganismos con capacidad para degradar carotenoides.
La cepa fue seleccionada entre otras debido a su capacidad de degradacion del
carotenoide mostrado por la generacion de halos claros en el medio solido

alrededor de las colonias.

Esta prueba se realizé para evaluar si se estaba trabajando con la misma cepa
previamente reportada debido a que los resultados de actividad realizados fueron

negativos y no coinciden con los previamente reportados.

6.7.1 Solucién acuosa de luteina
En la metodologia usada por Del Toro-Sanchez (2006) para aislar

microorganismos con capacidad de degradacion de carotenoides se usoé luteina
como fuente de carbono. Fue en estas condiciones que se aislé la cepa de S.

cerevisiae reportada como productora de safranal a partir de heteranthina.

Con el fin de saber si la cepa de S. cerevisiae usada en el presente trabajo es la
misma que la previamente reportada, se sembr6 en medio con luteina como
fuente de carbono. Para la elaboracién de la solucion acuosa de luteina se siguio
el procedimiento descrito en el punto 6.2.6 sustituyendo a la heteranthina por

luteina.

6.7.2 Preparacion de medio YNB solido adicionado con luteina
Se prepararon 50 mL de medio YNB con 1% de agar. Previo a vaciar en cajas

petri, se adicionaron 1.2 mL de la suspensién acuosa de luteina (Cs = 0.04 mg/mL)
esterilizada por filtracion. Después de solidificar el medio, las placas se inocularon

con 100 pL de una dilucién 10 del pre-inéculo, con el fin de tener colonias muy
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aisladas. Se incubaron a 29°C por 24 h y se revis0 la apariciéon de halos claros

alrededor de las colonias que pudieran indicar la degradacion de la luteina.

6.8 Seleccion de microorganismos con capacidad de
degradacion de heteranthina.
Considerando que la cepa de S. cerevisiae fue aislada de medios con luteina, y

gue posteriormente se prob6 su capacidad de degradacion de heteranthina, se
plante6 aislar microorganismos usando directamente a la heteranthina como

fuente decarbono en medios de cultivo para un crecimiento selectivo.

Se disefid una estrategia para aislar microorganismos con actividad de

degradacién de heteranthina que se describe a continuacion:

6.8.1 Seleccion y preparacion de muestras
Se eligieron cuatro muestras con posibilidad de portar microbiota degradadora del

carotenoide:

1.- la superficie de la semilla de Ditaxis heterantha
2.- semilla de Ditaxis heterantha molida y expuesta durante 15 dias en un jardin
3.- tierra de jardin

4.- lodo de un mercado de flores
Se colocd un gramo de muestra en 10 mL de solucién salina isotdnica. Se hicieron

diluciones de 10° 10° y 10°. Se adicionaron 100 pL de cada dilucién a los

diferentes medios en placa.
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Fig. 16 Estrategia de aislamiento de microorganismos consumidores de heteranthina.

6.8.2 Medios de cultivo
Se usaron medios minimos para bacterias, hongos y levaduras, con heteranthina

como Uunica fuente de carbono con el fin de abarcar todos los posibles grupos

microbianos.

6.8.2.1 Medio Czapek (Para 1000 mL)

NaNO; 309
K,HPO, 1.0g
MgS04.7H,O 059
KCI 05¢g
FeS0O,4.7H,O 10.0 mg
Agar 200g

Solucion acuosa de heteranthina 16 mL (C; = 25 pg/mL).
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La solucién de heteranthina se adicioné esterilizando por filtracién y previo a verter

en placas.

6.8.2.2 Medio MM-M9 (para 1000 mL)

Na,HPO, 6.0g
KH2PO, 309
NH.CI 1049
NacCl 05¢g

MgSO, 1M 2.0 mL

CacCl; 1M 0.1 mL

Tiamina 1 mg/mL 1.0 mL (esterilizada por filtracion)
Agar 1509

Solucion acuosa de heteranthina 16 mL (Cs = 25 pg/mL) (se adicioné igual que en

el paso anterior).

6.8.2.3 Condiciones de incubacion y criterio de seleccion de
microorganismos
Un grupo de placas se incubaron a 29°C y otro a 37°C con la finalidad de abarcar

mayores condiciones para la microbiota que estuviera presente.

El criterio de seleccion fue la formacion de halos claros que indicaran la

degradacion de la heteranthina.
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6.8.3 Conservacion de los microorganismos aislados

Se observé que los microorganismos aislados son productores de esporas, por lo
gue se usaron éstas para su preservacion. El medio de cultivo de arroz fue el mas
favorable en la produccion de esporas para ambos microorganismos. Se prepard

como sigue:

Medio de cultivo sélido arroz (1000 mL).
Arroz blanco molido 100.0 g

Agar 150¢g

El arroz se cocié durante 10 min. Se agreg0 el agar y se esterilizé en autoclave a
121°C por 20 min. Se dej6 enfriar para verterlo en cajas Petri.

La inoculacién se realizé por extension en placa en forma masiva. Las placas se
incubaron a 29°C por 72 h (es el tiempo en el cual se veia la placa completamente
llena de esporas). A cada placa se adicionaron 5 mL de solucion salina isoténica y
con ayuda del asa bacteriologica se raspoé la superficie del cultivo con el fin de
recuperar las esporas en la solucion salina. La suspension de esporas se coloco
con una pipeta estéril en viales que contenian tierra de diatomea previamente

esterilizados. Se guardaron en congelacion a -30°C hasta su posterior uso.

6.8.4 Evaluacion cuantitativa de la degradacion de heteranthina
por los microorganismos aislados.

Una vez aislados los microorganismos por la presencia de halos alrededor de las
colonias, se monitore6 la degradaciéon de la heteranthina con el método de
extraccion con solventes (ya descrito) y el crecimiento por densidad Optica a 540

nm para cada uno de los microorganismos.

La determinacion se llevé a cabo usando medio Czapek con heteranthina como

fuente de carbono (concentracion final de 25 ug/mL).
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6.9 Evaluacion de la estabilidad del sustrato
Se evalu6é la estabilidad de la heteranthina para elucidar la degradacion

observada. Para ello se prepar6 una solucibn en acetona y una solucion
alcohdlica. Se le realizé un barrido de absorbancia de 250 a 500 nm al tiempo

cero, a las 24, 48 y 72 hs identificando Amax Y absorbancia en cada determinacion.

6.10 Evaluacion de la produccidon de agarasas
Para evaluar si el agar sirvi6 como fuente de carbono a los microorganismos

aislados, se realiz6 el siguiente ensayo.

Se prepararon placas de medio Czapek sin fuente de carbono. Se inocularon por

agotamiento, para tener colonias separadas.

Las placas se incubaron a 29°C por 48 horas. Después del tiempo de incubacién
se adicionaron 5 mL de lugol a cada placa con el objetivo de revelar los sitios de
degradacion del agar. Después de 10 min a temperatura ambiente se observo el
resultado. La presencia de halos alrededor de la colonia son indicadores de la
degradacion del agar. Las moléculas de yodo se intercalan en la red formada por
el agar solidificado. En las regiones donde hubo degradacion del agar, la cantidad
de moléculas de yodo intercaladas es menor o nula reflejandose en la presencia

de halos claros.

6.11 Identificacion de los microorganismos aislados
Los microorganismos aislados se nombraron K-38 y K-155 para su manejo hasta

su identificacion.
La identificacion previa de los microorganismos se llevd a cabo con el apoyo del

cepario del 1IB, por medio de la secuenciacion de una region ribosomal 16S, y

comparando la secuencia obtenida en una base de datos.
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6.12 Evaluacidon de la produccién de antibidticos por los
microorganismos aislados
Los resultados preliminares de la identificacion de los microorganismos aislados

indicaron que pertenecen al género Streptomyces y que son posibles especies no

reportadas.

Considerando la importancia de esta especie en la produccién de metabolitos
secundarios, entre ellos antibidticos, se realizd un screening primario el cual se

llevé a cabo por el método de estria perpendicular.

K-38 y K-155 se estriaron por separado en placas de agar nutritivo e incubadas a
29°C. Después de 48 horas de incubacién, los microorganismos de prueba [dos
levaduras (S. cerevisiae, C. albicans), dos bacterias Gram positivas (B. subtillis y
S. lutea) y una bacteria Gram negativa (E. coli)] se inocularon en linea
perpendicular a la estria en la direccién indicada en las flechas del esquema de la

figura 17.

Después de 24 horas de incubacion a 37°C, se evalud el efecto de inhibicion.

B. st
5 ltea l . alblicans
E.coll l 5. cetevisise

Microorganismao aislado

Fig 17 Esquema de inoculacion de antibiograma.
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7.1 Extraccién de la fraccion oleosa correspondiente a
heteranthina

Se obtuvo un rendimiento del 0.036% de heteranthina a partir de la semilla
completa de Ditaxis heterantha. No podemos saber si esto representa una buena
eficiencia o si hubo pérdidas considerables debido a que no se reporta en trabajos
previos el porcentaje de heteranthina en la semilla. En trabajos anteriores soélo se
indica que la fraccién correspondiente a heteranthina (F4) + ditaxina (F5) es
mayoritaria (Méndez et al., 2004) y posteriormente, Del Toro y col. en 2006 indican

gue F4 + F5 corresponden al 80% de los componentes carotenoides.
En la determinacién del punto de fusion, la muestra obtenida en el laboratorio, se
comparo contra dos muestras enviadas del CIATEJ (consideradas como controles

en el presente trabajo). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 6.

Tabla 5. Punto de fusion de muestra y estandares usados

MUESTRA PUNTO DE FUSION
Control 1 75°C-122°C
Control 2 108°C-122°C
Muestra 115°C-121°C
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El punto de fusion reportado en el trabajo donde se caracterizé la heteranthina es
de 121°C (Méndez en 2005). En los resultados obtenidos se observé un rango de
fusion amplio tanto en las muestras usadas como control como en la muestra
obtenida en nuestro laboratorio lo cual sugiere la presencia de compuestos de
menor punto de fusiébn como contaminantes. Se observé ademas un mayor rango

de fusion en las muestras usadas como control, lo cual indica menor pureza.

Los resultados revelan que tanto las muestras enviadas del CIATEJ y usadas aqui
como control y la muestra obtenida en el laboratorio, ninguna de las tres
corresponde a un compuesto puro. La muestra menos impura es la obtenida en

nuestro laboratorio, aun cuando se sigui6é la misma metodologia reportada.

Las muestras usadas en los trabajos previos donde se reportd la obtencion de
safranal (Del Toro Sanchez, 2006) corresponden a las utlizadas aqui como
control, por lo cual cuando se obtuvieron y analizaron estos resultados
consideramos que aun cuando no se tenia un compuesto puro, la evaluacion de la

produccién biotecnolédgica de safranal a partir de esa fraccion era viable.

7.2 Degradacion de heteranthina por S. cerevisiae

7.2.1. Determinacion cuantitativa in vitro de la degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae. Determinacion directa en el
sistema de reaccion

La degradacion de heteranthina por S. cerevisiae ya fue reportada por Del Toro-
Sanchez en 2006. En esta parte del presente trabajo se repitieron las
metodologias con el objetivo de tener un parametro de comparacion tanto de la
degradacién, como de los productos derivados de ésta para después llevar a cabo

la busqueda de otros microorganismos que presentaran la actividad de interés.
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Los resultados no pudieron reproducirse. Los resultados mostrados en las graficas
de la Figura 18 corresponden a una de varias repeticiones en las que los
resultados obtenidos fueron diferentes en cada una de ellas.

La determinacion de la absorbancia directa en el sistema de reaccién presentd
inestabilidad. Las lecturas tomadas cuando el sistema de reaccién se mont6 en la
misma celda del espectrofotbmetro si presentaron un aparente decremento en la
concentracion de heteranthina (grafica a), pero cuando se monté de tal forma que
habia que trasvasar, las lecturas fueron muy variadas y en ningln caso se observo
un decremento en la concentracion (grafica b). Considerando que era un efecto
del sistema se trasvasoé en la Ultima determinaciéon en la celda para corroborarlo

(determinacion a los 120 min de la grafica a).

Degradacion de heteranthina

a) (Determinacion directa en el sistema de reaccion)
=35

.530

5

£20 A aControl

515 1 BMuestra

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tiempo (min)

b) Degradacion de heteranthina
(Determinacion directa en el sistema de reaccion)

c20 - aControl
15 1 BMuestra

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tiempo (min)

Fig 18. Cinética de degradacion de heteranthina. La determinacion se realiz6 obteniendo la
absorbancia directamente del sistema de reaccion. La grafica a) muestra la cinética sin agitacion, la
grafica b) muestra el efecto de la agitacion al trasvasar.
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Observamos en la grafica a) que aparentemente mostré una degradacion del 56%
a los 110 min. Después de agitar el sistema de reaccion se obtuvo una

absorbancia similar a la obtenida en el tiempo cero.

Los resultados reportados por Del Toro-Sanchez para este procedimiento
mostraron una degradacion del 78.23% a los 120 min.

El sistema de reaccion es en realidad una emulsiéon formada por el buffer, el
sustrato oleoso (apocarotenoide) y el tween 80. Por su caracter hidrofobico el
apocarotenoide requiere estar en emulsion para ser bio-disponible en un cultivo,
sin embargo para las determinaciones espectrométricas el sistemas en emulsion
no es adecuado ya que uno de los requisitos de la muestra a ser evaluada por
espectrometria es estar en un solvente en el que sea perfectamente soluble. En
una emulsion el tamafio de las particulas varia segun la homogenizacion y con el
tiempo tiende a desestabilizarse. El resultado obtenido de la evaluacion de
absorbancia o transmitancia de una misma emulsién es funcion del tamafio de
particulas y de su estabilidad. Sin embargo esta estrategia ya ha sido reportada

por Bosser y Belin en 1994.

Los resultados sugieren que lo reportado como degradacion de la heteranthina fue
una desestabilizacién de la emulsion ya que una vez agitado el sistema la lectura

es similar a la obtenida en el tiempo cero.

7.2.2 Determinacion cuantitativa in vitro de la degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae. Determinacion mediante la
cuantificacion del sustrato residual (extraccion con solventes)

La determinacion in vitro también se realizd siguiendo la metodologia de la
extraccion de la heteranthina residual con solventes de acuerdo con Ilo
recomendado por Rodriguez- Amaya en “A guide to carotenoid analisis in foods”
en 2005 para muestras de carotenoides.
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La extraccion de la heteranthina residual de muestras tomadas a los diferentes
tiempos establecidos se realizé usando éter etilico y resuspendiendo en acetona
por ser el solvente con el cual se obtuvo el coeficiente de extincién y Amax

(Méndez-Robles, 2004) cuyos valores reportados son de 1.16x10° y 389.5

respectivamente.
Degradacion de heteranthina
(Extraccion de heteranthina residual)
516
~§, 14
212
&1 @ Control
S 8
§ B mMuestra
c
E 4
13 2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tiempo (min)

Fig 19. Cinética de degradacion in vitro, extraccion del sustrato residual con solventes

Como se observa en la grafica de la figura 19, la concentracion de heteranthina se
mantiene constante en 11.06+0.85 en el control y en 10.92+0.55 en la muestra a lo
largo del tiempo de la determinacion. No se observé degradacion. La

concentracion real inicial en el sistema de reaccion fue de 16 pg/mL.

Considerando el tiempo cero (que es en el cual se sabe la concentracion del
sustrato) con esta metodologia se logréo extraer en promedio el 75% de la
concentracion real inicial tanto en la muestra como en el control. La subestimacion
es debida a la metodologia y no a una degradacién por el extracto proteico, ya que

se observa en ambos en la muestra y en el control.
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7.2.3 Determinacion cualitativa in vitro de la degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae.

Esta determinacion se realizé debido a que en las determinaciones cuantitativas

no se pudo observar actividad de degradacion de la heteranthina.

Del Toro Sanchez (2006) reportd el uso de la heteranthina solidificada con
agarosa al 1% en placas para evaluar de manera cualitativa la actividad de

degradacion en el extracto proteico intracelular de S. cerevisiae.

Después del tiempo de incubacién indicado (30 °C por 24 h), no se observé
formacion de halo que indicara presencia de la actividad de degradacion de
heteranthina.

Fig 20. Determinacién cualitativa in vitro de degradacién de heteranthina. Placas de
agarosa al 1% con 0.2 mg de heteranthina/ml. No hay formacion de halo de degradacion del
sustrato.

La figura 20 muestra placas de agarosa al 1% con 0.2 mg de heteranthina/mL. La
placa de la izquierda corresponde al control y la de la derecha corresponde a la
placa con 100 ug de proteina del extracto intracelular de S. cerevisiae. No hay
diferencia entre ambas placas, no se observa algin cambio que pueda ser

atribuido al efecto del extracto proteico.
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7.2.4 Determinaciéon in vivo de la actividad de degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae

7.2.4.1 Determinaciéon in vivo de la actividad de degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae en medio de cultivo liquido

Con los resultados obtenidos, consideramos importante evaluar la actividad de

degradacién de heteranthina in vivo.

La determinacién se llevd a cabo con el uso de la extraccién de la heteranthina

residual con solventes segun lo descrito en el capitulo 6 (6.4.2).

Cinetica de degradacion de heteranthina por
S. cerevisiae

[
o o

-
(5]

@ Control

BMuestra

Concentracion (pg/mL)
o o 3

0 6 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Fig 21. Cinética de degradacion de heteranthina in vivo. Extraccion con solventes.

La Figura 21 muestra una disminucién en la concentracion de heteranthina del
38.2% en el control y del 39% en la muestra a las primeras 24 horas, después la
concentracion sigue disminuyendo pero a menor velocidad. Sin embargo, el
comportamiento se observa tanto en las muestras inoculadas como en los
controles, por lo que este efecto no puede ser atribuido a una actividad generada
por S. cerevisiae.

La determinacién fue reproducible. Se observa un comportamiento similar al

observado en 7.3.1.2, ya que solo se pudo extraer el 72% de la concentracion real
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inicial al tiempo cero de (18 pg/mL). Al parecer esta metodologia subestima las

concentraciones reales.

7.2.4.2 Determinaciéon in vivo de la actividad de degradacion de
heteranthina por S. cerevisiae en medio de cultivo sdlido

Del Toro-Sanchez en 2006 reportd el uso de placas con medio YPD modificado
sélido (mYPD, con s6lo 0.02% de glucosa) en la identificacion de la degradacion
de heteanthina por S. cerevisiae. El medio de cultivo se suplement6 con 25 ug de
heteranthina/mL como fuente de carbono. En ese trabajo se report6 la formacién
de halos claros alrededor de las colonias correspondiendo a halos de degradacion

de la heteranthina.

El medio de cultivo suplementado queda pigmentado por la presencia de la
heteranthina (apocarotenoide) por lo que la presencia de halo alrededor de la

colonia se interpretdé como degradacion de ésta.

En el presente trabajo no se observd la formacion de halos que indicara

degradacion de la heteranthina.

S. cerevisiae si crecié en el medio mYPD sdlido con 25 pg de heteranthina/mL,
sin embargo el medio contenia 1% extracto de levadura (no era un medio minimo)
y su crecimiento no puede ser atribuido al uso de heteranthina como fuente de
carbono. De cualquier forma, no se observaron los halos descritos alrededor de

las colonias, por lo que se concluye que no hubo degradacion de la heteranthina.

7.2.5 Determinacidn de la actividad de degradacion de luteina por
S. cerevisiae

El medio de cultivo mYPD adicionado con 0.04 mg/mL de luteina se usé como
medio de seleccion de microorganismos con capacidad de degradacion de
carotenoides. Del Toro-Sanchez (2006) reportd que se lograron aislar nueve
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colonias con capacidad de degradacion del carotenoide, identificando la actividad
con la formacion de halos claros alrededor de ellas. Posteriormente los
microorganismos aislados se sembraron en cultivo sumergido con medio mYPD
con heteranthina como fuente de carbono. De este trabajo se aislo la cepa de S.
cerevisiae usada en el presente trabajo y de la cual reportd ser la Unica de los
microorganismos aislados con capacidad de degradacion de la fraccion
correspondiente a heteranthina.

Este ensayo se realiz6 debido a los resultados de actividad de degradacién de
heteranthina negativos obtenidos hasta esta parte del trabajo. El ensayo se

considero clave debido a que fue el método de seleccion de la cepa.

Las placas con luteina no presentaron los halos claros reportados por Del Toro-
Sanchez como indicador de la actividad de degradacion del carotenoide. Esta
prueba es decisiva de la ausencia de actividad en la cepa usada debido a que fue
en este medio donde se aislo.

Debemos considerar ademas que éste tampoco era un medio minimo el cual
obligue a crecer sélo la biota capaz de asimilar al carotenoide como fuente de

carbono.

7.3 Seleccion de microorganismos con capacidad de degradacion
de heteranthina

Esta metodologia propuesta involucré el uso de la heteranthina como Unica fuente
de carbono desde el principio de la seleccion usando medios de cultivo

guimicamente definidos.
Con la metodologia propuesta se aislaron dos colonias de microorganismos

presuntos degradadores de heteranthina. Las colonias que formaron halo se

apreciaron a las 72 horas de incubacion a 29°C. Ambas colonias provenian de la
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muestra de semilla de Ditaxis heterantha molida y expuesta durante 15 dias en un

jardin.

Fig 22 Halos formados por la aparente biodegradacion de la heteranthina

Los microorganismos fueron llamados K-38 y K-155 para su manejo hasta su

identificacion, posteriormente se identificaron como se detalla en el punto 7.6.

K-155 mostré un halo mas grande que el observado en K-38 lo cual se atribuy6 a

una mayor capacidad de degradacion.

7.3.1 Evaluacién cuantitativa de la degradacion de
heteranthina por los microorganismos aislados.

La degradacion de la heteranthina se monitoredé en el mismo medio de cultivo
(liquido) usado para aislar los microorganismos (medio Czapek con heteranthina
como fuente de carbono a una concentracion final de 25 ug/mL). Simultdneamente

se determiné el crecimiento para correlacionarlo con el consumo de heteranthina.
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Fig 23 Degradacion de heteranthina y crecimiento microbiano de a) K-38 y b) K-155. Concentracion
de la heteranthina residual, medio inoculado m y controle. Densidad 6ptica medio inoculado A y

control x.

Observamos el mismo comportamiento en ambas graficas de la figura 26

correspondientes a K-38 y K-155,

una disminucién considerable en

la

concentracion de las primeras 12 horas y después la concentracién sigue

disminuyendo pero a menor velocidad. La degradacion se observé también en los

controles.
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Este comportamiento es el mismo observado cuando se llevé a cabo con S.
cerevisiae, sin embargo en los ensayos con S. cerevisiae los medios usados
contenian extracto de levadura al cual podemos adjudicar que permitieran crecer a
las células. A diferencia, en este ensayo el medio usado estd quimicamente

definido asegurandonos que la heteranthina fue la Unica fuente de carbono.

La determinacion de la densidad Optica a los diferentes tiempos establecidos con
el objeto de evaluar el crecimiento microbiano mostré un ligero aumento después
de las 72 horas para ambos microorganismos. Sin embargo, como el efecto se
observo también en los controles (medio de cultivo sin inocular) el aumento en la

densidad Optica no fue debido al crecimiento de los microorganismos.

El aumento en la densidad 6ptica pudo ser debido a la presencia de productos de
degradaciéon de la heteranthina por efecto de las condiciones del cultivo como

agitacion y temperatura y no por el crecimiento microbiano.

Los resultados en el medio liqguido nos mostraron que las células no fueron
capaces de crecer usando a la heteranthina como Unica fuente de carbono ain

cuando se observé una disminucion en la concentracién de ésta.

Pero entonces, ¢cual fue la fuente de carbono que permitié el crecimiento de los
microorganismos aislados? ¢Qué provoco la presencia de halos alrededor de las
colonias de los microorganismos aislados? ¢ Qué genera la aparente degradacion

de la heteranthina?

Para resolver estas interrogantes, por una parte planteamos la evaluacion de la
estabilidad del sustrato la cual nos permiti6 entender los resultados obtenidos y
por otra parte se considerd la composicion del medio en el cual se aislaron los

microorganismos.
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7.4 Evaluacion de la estabilidad del sustrato

La Tabla 7 muestra los valores obtenidos de longitud de onda maxima (Amax) y de
absorbancia correspondiente a la Amax de las soluciones de heteranthina en etanol

y en acetona a diferentes tiempos de almacenamiento a temperatura ambiente.

Tabla 6. Valores de absorbancia y Amaxde dos soluciones de heteranthina.

Tiempo (h)
0 24 48 72
Muestra Amax (NM) Amax (NM) Amax (NM) Amax (NM)
Abs Abs Abs Abs
Hetigﬁﬂtc%nna o 394.5 3925 392.5 3925
alcohdlica 1.041 0.908 0.908 0.559
M ohtion e | 3935 3030 393.0 3910
acetona 1.500 1.395 1.043 0.818

Se observé en ambas soluciones un desplazamiento en Amax l0 cual es
caracteristico de degradacién de moléculas croméforas. Se observa una menor

absorbancia también como consecuencia de degradacion de la heteranthina.

Los resultados mostraron inestabilidad en el sustrato, lo cual pudo ser el efecto

observado y erroneamente considerado como degradacion microbioldgica.

7.5 Evaluacion de la produccién de agarasas

Considerando las diferencias en la composiciéon de los medios de cultivo usados
cuando se aislaron K-38 y K-155 y el usado para la evaluacion cuantitativa de la
degradacion de heteranthina por estos microorganismos, tenemos que el primero
es solido y el segundo liquido. La Unica diferencia en cuanto a la composiciéon es

el agar usado en el medio sélido.

Algunos microorganismos como Clostridium thermocellum, Alteromonas sp,
Streptomyces coelicolor, entre otros (Gilbert y col. 1995), tienen la capacidad de

producir agarasas permitiéndoles utilizar al agar como fuente de carbono.
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Este ensayo se realizé para elucidar el uso del agar como fuente de carbono por
los microorganismos aislados, ya que no crecieron con heteranthina como Unica

fuente de carbono (medio liquido).

Las moléculas de yodo se intercalan en la estructura del agar y el complejo yodo-
agar genera un color ambar oscuro. Los sitios de degradacién del agar se
observan como zonas mas claras debido a una menor cantidad de moléculas de

yodo intercaladas debido a su ruptura.

Ambos microorganismos dieron positivo a la prueba de produccién de agarasas.
Se observaron halos claros alrededor de las colonias ligeramente tefiidos con el
lugol. Este resultado nos indicé que el crecimiento observado durante el
aislamiento fue debido a la capacidad de los microorganismos de producir
agarasas que les permitieron el uso del medio solidificado con agar como fuente

de carbono.

Los halos observados y considerados como degradacion de la heteranthina
pudieron ser generados por el mismo efecto de la degradaciéon del agar, la cual
generara un cambio en la dispersion de la luz apreciando zonas mas claras que el
resto de la placa y errbneamente consideradas como degradacion de la

heteranthina.

7.6 ldentificacion de los microorganismos aislados

Simultdneamente con los ensayos realizados a los microorganismos aislados se
efectud una identificacion preliminar con ayuda del cepario del IIB, por personal
del mismo, en donde se amplificé y secuencid la region que codifica para la

subunidad ribosomal 16S.
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La secuencia obtenida se compar6 en una base de datos. Los resultados
preliminares indicaron que ambos microorganismos pertenecen al género

Streptomyces.

K-38 mostro identidad del 99% Streptomyces thermocarboxidus. K-155 presentd
una identidad del 98% con Streptomyces thermocarboxidus y con Streptomyces

aureus.

Cuando se compararon las caracteristicas de crecimiento de K-155 vy
Streptomyces thermocarboxidus en los medios ISP1, ISP2, ISP3, ISP4 y ISP5
(indicados en el “International Streptomyces Project) mostraron diferencias en su
morfologia (Este trabajo lo esta llevando a cabo Mariana Avalos Garcia como
parte de su trabajo de tesis de licenciatura). La comparacion con Streptomyces

aureus se esta se esta llevando a cabo.

Fig 24 Micrografias de K-38 (izquierda) y K-155 (derecha)

Los resultados preliminares han mostrado que K-155 corresponde a una especie

de estreptomiceto no reportada previamente.

Los estreptomicetos son de gran interés industrial debido a la diversidad de
enzimas y metabolitos secundarios que son capaces de producir. Su capacidad de
degradar biopolimeros esta ligada a la produccion de gran variedad de enzimas
extracelulares (Gilbert y col. 1995). Ademas, son la principal fuente (70%) de

varios antibiéticos disponibles en el mercado incluyendo aminoglicosidos,
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antraciclinas, glicopéptidos entre otros (Sahin and Ugur, 2003, Okami and Hotta,
1988). El numero de compuestos antimicrobianos reportados de especies de este
género por afio ha incrementado en las Ultimas dos décadas, razén por la cual son
preferencialmente evaluados por su produccién de antibiéticos lo cual los hace de
gran valor biotecnoldgico. Esta condicion los hace de especial interés para su
estudio.

En este momento se continla con el trabajo de identificacion para tener la
seguridad de que se trata de nuevos microorganismos y de ser asi, identificar
algun probable uso.

7.7 Evaluacion de la produccion de antibioticos por los
microorganismos aislados

Considerando el interés por especies del género Streptomyces, simultdneamente
con su identificacibn se realiz6 un antibiograma preliminar para evaluar la

viabilidad de sus estudios posteriores.
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Fig 25. Antibiograma
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Los resultados de las placas se plantean en la Tabla 8. Se manejé una escala
segun el efecto de inhibicion en el microorganismo probado, (-) para el que no se
aprecia inhibicién y (+) segun el efecto de inhibicién observado.

Tabla 7. Grados de inhibicion en el antibiograma

_ _ Inhibicién
Microorganismo de prueba

K-38 K-155

C. albicans + ++
S. cerevisiae ++++ 4+
B. subtilis ++ ++++

S. lutea + ++

E. coli - +

Esta fue sélo una prueba rapida, pero se consideré de interés como antecedente

para futuros estudios con estos microorganismos.
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El rendimiento de la extraccién de heteranthina a partir de la semilla de
Ditaxis heterantha es muy bajo, y aunado al proceso de extraccion hacen a
este sustrato muy caro para Su usoO como materia prima para una

biotransformacion.

El sustrato con el que se ha trabajado no es un compuesto puro, por lo que
la estructura reportada no corresponde a la fraccion que se ha estado

usando.

El crecimiento de S. cerevisiae en el medio con heteranthina se debi6 a la
presencia en la formulacién de extracto de levadura y no a su capacidad de

usara la heteranthina como fuente de carbono.

La cepa de S. cerevisiae usada no mostrd actividad de degradacion de la

heteranthina en las condiciones de trabajo.
No se reprodujeron los resultados previamente reportados por Del Toro-

Sanchez (2006), y comparandolos con los resultados obtenidos en el
presente trabajo es posible que no se haya trabajado con la misma cepa.
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Los dos microorganismos posteriormente aislados crecieron en el medio de
cultivo minimo sdlido con heteranthina como Unica fuente de carbono, sin
embargo se demostré que son productores de agarasas por lo cual es

posible que éste haya sido usado como la fuente de carbono.

Ninguno de los microorganismos aislados tienen la capacidad de degradar

a la heteranthina.

Los microorganismos aislados de semilla molida de Ditaxis heterantha
pertenecen al género Streptomyces de los cuales no se encuentra

reportada su especie.

Estos no presentan actividad de degradacion de heteranthina, sin embargo
se observo la presencia de actividad contra levaduras y ligeramente contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas, lo que resulta de interés para

futuras investigaciones.
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PERSPECTIVAS

= Se requiere continuar con los trabajos de identificacion y caracterizacion de
los microorganismos aislados para corroborar que éstos corresponden a

especies no reportadas previamente.

= Evaluar a detalle el efecto antibidtico producido por los microorganismos

aislados.

= Realizar un screening de la produccién de otros metabolitos que pudieran

ser de interés industrial.
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