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L. CAROTENOIDES

Los carotenoides son compuestos poliénicos formados por 8 6 10
unidades de isopreno (C5) con lo que se obtienen compuestos de 40 o 50
carbonos respectivamente. Una serie de dobles enlaces conjugados
constituye el grupo croméforo, cuyo méaximo de absorcién varfa entre 400
y 500 nm y proporciona los caracteristicos colores entre el amarillo y el
rojo. La nomenclatura sistemdtica (IUPAC, 1971) estd basada en la
designaci6n de los grupos finales de las moléculas, usando los prefijos
Y¢ (gropo aciclico final), B o € (grupos ciclohexeno finales) (Fig. 1)

Los carotenoides con la cadena hidrocarbonada no sustituida
(licopeno, B-caroteno, etc.) se denominan “carotenos”. El término
xantofilas cubre un amplio grupoe de derivados oxigenados que incluye
alcoholes (luteina y zeaxantina), epéxidos (violaxantina), éteres
(esferoideno), cetonas (equinenona, cantaxantina, astaxantina,
esferoidenona) y dcidos (torularodina) (Nelis y De Leenheer, 1989). La
forma natural en la que se presentan la mayor parte de los carotenoides es
la forma trans aunque los isémeros cis también aparecen en una pequefia
proporcidn, formandose facilmente como artefactos de los isémeros trans.
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Figura |. Estructuras bésicas de los carotenoides de los cuales derivan los compues-
tos mencionados en la Tabla 1.

Biosintesis de los carotenoides.

Los primeros pasos en la formacién de carotenoides comienza en la
ruta del mevalonato. El 4cido mevaldnico es el primer compuesto
especifico precursor de carotenoides (Britton, 1976). El esqueleto
carbonado mds préximo en la ruta es el isopentenil pirofosfato (ipp) (C5),
y los compuestos intermediarios se forman por la unién cabeza-cola de
unidades isopreno (C5) que llevan al geranilgeranil pirofosfato (C20), tras
lo cual tiene lugar una condensacién cabeza-cabeza de dos unidades C20
dando lugar al fitoeno, con el tipico esqueleto carotenoide C40 (Figura 2).
Aunque existen carotenoides C30, C45 Y C50 producidos por algunas
bacterias, la mayor parte de los carotenoides son tetraterpenos C40
(Britton, 1976).

Distribucion de los carotenoides en la naturaleza.

Los carotenoides se encuentran ampliamente ditribuidos en
bacterias, hongos, algas, animales tales como los péjaros, peces e
invertebrados, asi como en plantas superiores. En estas ultimas, los
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carotenoides determinan la coloracién de érganos vegetales subterrdneos
(B-caroteno en la raiz de zanahoria), frutos (licopeno en el tomate), flores
(astaxantina en Adonis aestivalis (Kamata, 1986) y Adonis annua
(Seybold y Goodwin, 1979), criptoxantina en la caléndula), semillas
(zeaxantina en el maiz), etc. Pero ademds se encuentran en todas las hojas
verdes, aunque estan ocultos por la clorofila; en otofio, al desaparecer la
clorofila, contribuyen a dar al follaje una tonalidad caracteristica que va
desde el amarilio al rojo (Nelis y De Leenheer, 1989).
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Figura 2. Andlisis mediante HPLC en fase normal de los carotenoides contenidos en
el pigmento extraido de una cepa silvestre (67-210) de Ph. rhodozyma. Los picos corres-
ponden a: 1) B-caroteno; 2) 3-hidroxiequinenona y 3) trans-astaxartina. Los otros picos
corresponden a carotenoides intermediarios en la ruta biosintética de astaxantina.

En animales, y aunque los carotenoides estdn presentes en algunos
pijaros y peces, se suelen asociar con los invertebrados marinos
(moluscos y crustdceos). En los péjaros, los carotenoides son los
responsables -del color amarillo y rojo de las plumas (astaxantina en
flamencos e ibis escarlata), asi como del color de la piel y camne en
gallinas, y especialmente de la yema de huevo. En los peces adquieren
gran importancia en la carne de trucha y salmén (astaxantina y
cantaxantina). En invertebrados marinos (camardn, cangrejo, langosta,
etc.) la astaxantina y otros carotenoides relacionados pueden estar
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presentes en concentraciones altas, a menudo como complejos
carotenoproteinicos de color verde, pirpura o azul, mientras el animal estd
vivo; al ser cocinados estos complejos se desnaturalizan dando lugar al
color rojo del carotenoide (Britton, 1992).

En el mundo microbiano, los carotenoides estdn presente en algas,
hongos y bacterias (Goodwin, 1980). Entre los hongos destacan la
cantaxantina en Cantharellus cinnabarinus y el licopeno en Blakeslea
trispora. En las algas verdes cabe mencionar la luteina en Spongiococcum
excentricum y Chlorella pyrenoidosa y la astaxantina en Haematococcus
pluvialis, aspecto que serd tratado en otro capitulo del presente libro. Por
otra parte, en bacterias no fotosintéticas destacan el licopeno en
Streptomyces chrestomyceticus, subesp. rubescens, la zeaxantina en
Flavobacterium sp., la cantaxantina en Brevibacterium KY-4313 y la
astaxantina en Brevibacterium 103.
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Figura 3. Andlisis mediante HPLC en fase reversa del contenido carotenoidico del
pigmento extrafdo de la cepa 67-210 de la levadura Ph. rhodozyma. El pico 1 correspon-
de a trans-astaxantina.

Entre las bacterias fotosintéticas se ha descrito la presencia de
astaxantina en Rhodococcus maris, mientras que entre las cianobacterias
se ha encontrado cantaxantina en Anabaena variabilis. Finalmente,
destaca la presencia de astaxantina en la levadura Phaffia rhodozyma,
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como primer ejemplo de estudio de un pigmento que ha conducido a la
explotacién industrial para finalmente ceder el puesto, o al menos perder
liderazgo, en favor de la astaxantina obtenida mas barata por sintesis
quimica.

Los carotenoides pueden ser biosintetizados por plantas superiores,
algas, hongos y bacterias. Por el contrario, se admite generalmente y sin
base cientifica irrefutable que los animales no pueden sintetizarlos de
novo, aunque algunos son capaces de metabolizar y modificar
quimicamente la estructura de algunos carotenoides que ingieren en la
dieta.

Propiedades de los carotenoides.

Los principales problemas asociados al trabajo con carotenoides
derivan de la inestabilidad inherente de estos pigmentos en presencia de
agentes fisicos (luz, oxigeno, calor) y quimicos (dcidos, y en algunos
casos alcalis). La exposicion a la luz, y especialmente a la luz solar, y luz
ultravioleta induce una fotoisomerizacién cis-trans llevando a la
destruccién de los carotenoides. La temperatura tiene también
importancia en la manipulacién de estos pigmentos, ya que son
termolébiles, por ello es necesaria la eleccién de aquellos solventes que
presenten menor punto de ebullicién; asi, la fracciones ligeras del
petréleo, con un punto de ebullicién de 30-60 °C son preferibles a las
fracciones pesadas. Los carotenoides pueden ser oxidados por oxigeno o
por perdxidos, siendo particularmente sensibles a la oxidacién en
cromatografia de capa fina, por lo que es necesario trabajar en atmésfera
inerte (Davies, 1976)

Los carotenoides cristalizan en multitud de formas (Fig.2) y el color
puede variar desde el naranja-rojo al violeta o casi negro dependiendo de
la forma. Su punto de fusién es alto, entre 130 y 220 °C. Incluso los
cristales son sensibles a la oxidacién cuando estdn expuestos al aire y
deben ser mantenidos en atmdsfera inerte o a vacio (Britton, 1992). En
general los carotenoides se caracterizan por su insolubilidad en agua y su
alta solubilidad en disolventes organicos e incluso en aceites vegetales.
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Propiedades biolégicas.

La presencia del grupo croméforo en la estructura de los
carotenoides tiene una funcién bioldgica en microorganismos como
agente fotoprotector y antioxidante (Nelis y De Leenheer, 1989). En algas
y bacterias fotosintéticas, los carotenoides participan en la captura de
compuestos luminosos en el proceso fotosintético (Mathis y Schenck,
1982) y ejercen ademds un efecto fotoprotector (Burnett, 1976). Como
antioxidantes, los carotenoides protegen los tejidos vulnerables contra los
efectos de los singletes de oxigeno y los radicales libres (Krinsky, 1979).
Se han descrito efectos fotoprotectores similares en las bacterias no
fotosintéticas (Mathews y Krinsky, 1965).

Los carotenoides actiian en las plantas superiores como
transportadores de oxigeno en la célula vegetal y, ademds, pueden
absorber y transmitir a la clorofila la energfa procedente de determinadas
radiaciones luminosas. En animales, ademas de una funcién antioxidante,
también parecen ejercer influencia sobre la reproduccién. Asi, los
animales jovenes acumulan pigmento en el miisculo y una vez alcanzada
la madurez sexual dicho pigmento es movilizado a los 6rganos
reproductores, donde parece desempeifiar un papel clave estimulador de la
fertilidad y de la reproduccién (Schiedt, 1985). Asi, animales como los
flamencos, producen una secrecién llamada “leche de buche” con un valor
nutritivo similar a la de mamiferos que contiene el pigmento astaxantina
(pigmento que colorea las plumas de los adultos) y que aporta a la leche
un color rojo vivo. El pigmento se acumula en el higado del joven y no en
el plumén que durante mucho tiempo es gris; ademas no tendra conductas
de ostentacién ni criard hasta que adquiera la tipica tonalidad rosa.

Absorcion, transporte y metabolismo de los carotenoides.

Aunque y como ya hemos comentado se admite que tanto los pajaros
como los peces e invertebrados no pueden sintetizar os carotenoides, si
pueden introducir ciertas modificaciones estructurales en los que obtienen
a partir de la dieta. Las modificaciones mas frecuentes resultan de la
introduccién de una funcién oxigeno en el anillo para producir
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astaxantina, aunque los enzimas responsables de tal modificacién no han
podido ser aislados hasta ahora. No obstante estas transformaciones no
acontecen en peces tales como el salmén. En consecuencia, la carne rosa
del salmén sélo se puede obtener cuando la propia astaxantina o la
cantaxantina forman parte de la dieta (Johnson et al. 1977). Por otra parte,
y como ya se ha demostrado reiterativamente la absorcidon de los
carotenoides presentes en la dieta de los animales se ve favorecida por la
abundancia de grasas en la misma.

En general los carotenos apenas son absorbidos por las aves, pero las
xantofilas si son absorbidas en niveles apreciables y transportadas a la
yema de huevo y masa muscular (Mateos, 1991) y en el caso particular de
los flamencos, los carotenoides (principalmente astaxantina) son
almacenados en higado en los animales jovenes, pasando a la pluma en la
edad reproductora (Fox, 1962) de tal modo que estos animales precisan
una ingesta constante de oxo-carotenoides para mantener su color rosa
caracteristico e incluso para asegurar su reproduccion. En salménidos, la
absorcién de los carotenoides tiene lugar a nivel del piloro (Torrisen,
1986), de donde pasa a piel y miisculo y como ocurre en el caso anterior
ha de ser continua su ingesta para asegurar la liegada fértil al periodo
reproductor.

Carotenoproteinas.

Los carotenoides libres son de color amarillo, naranja o rojo, pero en
algunos invertebrados marinos la astaxantina forma complejos con
proteinas originando carotenoproteinas, las cuales tienen un amplio rango
de colores, incluyendo el verde, azul 6 ptrpura. El ejemplo mejor
conocido de carotenoproteina es la crustacianina, de color azul, presente
en el caparazén de la langosta (Hommarus gammarus); este complejo
absorbe radiacién a 630 nm, a diferencia de los 474 nm a los que absorbe
la astaxantina libre. Estos complejos carotenoproteinicos presentan
propiedades tales como la de ser solubles en agua y estables al aire y a la
temperatura ambiente (Britton, 1982).
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Legislacion.

La Unién Europea (UE) permite un amplio rango de colorantes de
utilizacién industrial, algunos de los cuales son de origen natural. La
cantaxantina estd listada con el cédigo E-161. Por otra parte, 1a relacién
de colorantes permitidos por la Food and Drug Administration (FDA) en
Estados Unidos no coincide con la europea. Asimismo en este pais los
colorantes de utilizacién industrial no llevan cdédigo ni requieren
certificacion, estando permanentemente listados. Una de las ventajas de
los colorantes naturales es que, generalmente, se autoriza su utilizacién
mds facilmente que en el caso de los colorantes sintéticos, asumiendo que
por su misma naturaleza son inocuos mientras que los sintéticos sélo se
admiten aquellas formas idénticas a la forma natural y que por su
estructura no pueden ser convertidos en compuestos téxicos.

Aplicaciones industriales de los carotenoides.

La demanda de carotenoides en el mercado es cada vez mayor, tanto
como colorantes alimentarios (Kldni y Bauernfeind, 1981) como en
aditivos alimentarios para pigmentacién animal (Marusich y Bauernfeind,
1981). En avicultura, la alimentacién de pollos y gallinas ponedoras suele
estar suplementada con distintos pigmentos para favorecer la coloracién
amarillo-naranja de la yema de huevo y/o la piel de pollos (Marusich y
Bauernfeind, 1981). Un color 6ptimo de la yema se consigue por adicién
de un pigmento base amarillo (luteina, etil éster del acido B-apo-P’-
carotenoico) y uno naranja-rojo, preferentemente un cetocarotenoide
(astaxantina, cantaxantina, zeaxantina). En esta linea, la astaxantina ha
mostrado una alta eficiencia en la pigmentacién de huevos (Johnson y et
al., 1980a).

En acuicultura, la adicién de cetocarotenoides tales como la
astaxantina 6 la cantaxantina a la alimentacién de peces intensifica el
color rojizo de la carne, como ya demostraron Johnson y colaboradores en
1980 para el salmdén y trucha, aumentando de esa manera
considerablemente el valor afiadido de la produccién en cultivos
intensivos. Ademds, los carotenoides precursores de la astaxantina y la
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propia astaxantina contribuyen al sabor caracteristico del salmén (An y et
al, 1989).

Figura 4. Cristales de astaxantina obtenidos de un extracto de éter de petroleo man-
tenido a —75 °C durante 24 horas. Observacién microscépica (x100).

Entre los carotenoides que presentan mayor demanda en la industria
de salménidos se encuentran los cetocarotenoides astaxantina y
cantaxantina. L.a cantaxantina se obtiene actualmente y de forma
mayoritaria por sintesis quimica. Este proceso se realizaba originalmente
por oxidacién del B-caroteno y, més tarde, por sintesis directa. En 1990
Nochida et al., patentaron la técnica de obtencién del colorante
cantaxantina a partir de la bacteria Rhodococcus sp.. Este carotenoide se
estd utilizando actualmente como aditivo alimentarlo (E-161) en la
coloracién de galletas asi como en cipsulas para el bronceado de la piel

El carotenoide que, con mucho, presenta una mayor eficiencia en la
pigmentacién de salménidos y crusticeos y en avicultura es la
astaxantina. La fuente natural de astaxantina utilizada hasta hace algunos
afios era la harina de caparazones de crusticeos, aunque este método
pronto se abandoné después de comprobar que la levadura Ph.
Rhodozyma acumula de forma natural principalmente este caroteno y
ademds de forma libre, lo que facilita la preparacién del pigmento (ver
Tabla 2) (Johnson, 1977), siendo éste el microorganismo en el que de una
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manera global la produccién es mas rentable que en ninglin otro;
actualmente comercializado como “Natupink” por Gist-Brocades. Por
otra parte, Hoffman-La Roche (Basle, Suiza) ha comercializado como
réplica la denominada astaxantina sintética “Carophyll pink”.

La composicién carotenoidica del pigmento de la levadura Ph.
rhodozymadozyma se indica en la Tabla 3 junto con el miximo de
absorcién de cada carotenoide y su Rf (An ef al., 1989). El carotenoide
mayoritario es frans-astaxantina y en menor proporcién O-caroteno y 3-
hidroxiequinenona.

Antecedentes historicos de la levadura Ph. rhodozvma.

La levadura Ph. rhodozyma fue aislada a principios de los afios 70 a
partir de exudados de arboles en Japén y Alaska (Phaff y et al. 1972)
como una levadura de color anaranjado, de pared celular tipicamente
basidiomicética y que era capaz de fermentar la glucosa siendo
denominado el género como Phaffia en honor al Prof. Herman Jen Phaff
por Miller y colaboradores en 1976. En ese mismo afio Andrewes y
colaboradores sugieren una posible ruta biosintética para la formacién de
astaxantina en Ph. rhodozyma. Como se ha indicado, en 1977 Johnson y
colaboradores estudian la aplicacién de esta levadura para la
pigmentacién de salmoénidos y crusticeos. Los mismos autores un afio
mas tarde describen un método para la extraccién de astaxantina a partir
de la levadura Ph. rhodozyma utilizando los enzimas liticos de B.
circularas WL~12. En 1979 se optimiza la produccién de astaxantina a
partir de la levadura, estudiando el pH éptimo, los nutrientes, etc y por fin
en 1980 se demuestra que esta levadura es una excelente fuente de
astaxantina para dietas de salmdnidos, puesto que el pigmento es
rapidamente asimilado y depositado en la carne de la trucha arco iris
(Johnson ez al., 1980b), y para pigmentacién de yema de huevo (Johnson
et al., 1980a). En 1984 se propone la autolisis de la levadura en agua
destilada o en tampo6n citrato como un medio bastante bueno para facilitar
la extraccién del pigmento.
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En 1989 An et al., obtienen por mutacién las primeras nuevas
estirpes de Ph. rhodozyma hiperproductoras del pigmento astaxantina. En
1988 la empresa danesa Danisco-Bioteknology patenta la obtencidn de
astaxantina a partir de esta levadura para su utilizacién en la alimentacién
de peces y otros animales. Como ya se indicé con anterioridad, la empresa
Gist Brocades (Holanda) ha comercializado esta levadura como fuente de
pigmento para salménidos con el nombre de “Natupink”. Recientemente
se han aislado otra serie de mutantes de esta levadura tanto
hiperproductores de astaxantina, como una serie de ellos que tienen como
fenotipo predominante el hecho de que los carotenoides son directamente
extaibles a una fase orginica de etanol, sin necesidad de tratamiento
previo de las células (Calo er al., 1995).
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Figura 5. Anélisis de la muestra de cristales de pigmento disueltos en acetato de etilo
mediante HPLC. El pico corresponde a la astaxantina pura.

La obtencién de astaxantina a partir de Ph. rhodozyma presenta
algunos inconvenientes, entre los que destacan los siguientes: i) la
levadura tarda unos 7 dias en alcanzar la fase estacionaria de crecimiento,
momento en el cual es acumulada la mayor parte del pigmento; ii) la
astaxantina es producida intracelularmente, asociada fuertemente a
membranas celulares como se demuestra por microscopia confocal, de
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modo que los animales alimentados con células intactas de la levadura no
son capaces de asimilar el pigmento debido a que no pueden digerir la
pared de la levadura (Johnson ez al., 1978). Para que la astaxantina pueda
ser asimilada por el animal es necesario afiadir la levadura lisada o bien
un extracto del pigmento. La lisis se ha llevado a cabo utilizando los
enzimas liticos producidos por Bacillus circulans WL-12 (Johnson et al.,
1978), o bien en cultivo mixto (Johnson et. al., 1978). Sin embargo, B.
circulans WL-12 plantea inconvenientes tales como el estrecho rango de
pH de crecimiento, lo cual implica la necesidad de reajustar el pH del
mediode la segunda fermentacién (recientemente se han obviado estas
dificultades que entrafia el uso de bacterias liticas, con el uso de hongos
hiperparésitos como es el caso de Trichoderma harzianum); iii) La
concentracién de pigmento presente en aislados naturales de Ph.
rhodozyma oscila entre los 50 y 300 pg. de astaxantina por gramo de
levadura seca segtn la cepa. Por tanto, hay que afiadir gran cantidad de
levadura a la dieta para proporcionar de 50 a 200 mg de astaxantina por
kg de alimento para lograr una pigmentacién adecuada del salmén (An y
Johnson, 1989). Este aporte relativamente alto de levaduras supone un
suplemento excesivo de nutrientes que podria ser perjudicial pues segin
se ha encontrado produce un engorde excesivo del animal. Por esta razén,
es preferible la administracién tanto del pigmento aislado como de cepas
de levadura hiperproductoras del pigmento astaxantina en las que la
relacién pigmento/biomasa de levadura sea mds beneficiosa para la
nutricién integral del animal.

Tecnologia de extraccion del pigmento astaxantina a partir de Ph.
rhodozyma

Como se ha visto, para la extraccién del pigmento es necesario
romper la pared de la levadura. Para ello se pueden utilizar distintos
métodos: 1) ruptura mecénica por tratamiento con un homogeneizador
Braun, o bien el paso a través de una prensa de French. Estos métodos son
laboriosos, requieren un gran aporte de energia, y, por tanto, son de dificil
aplicabilidad a escala industrial; ii) ruptura celular quimica por hidrélisis
dcida o alcalina. Este método aunque efectivo queda totalmente
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descartado y no se puede utilizar debido a que los carotenoides son
sensibles tanto a 4cidos como a bases ; iii) ruptura enzimatica. Consiste en
la destruccién de la pared de la levadura por enzimas liticos de origen
microbiano. Este método fue estudiado por Johnson y colaboradores en
1978 utilizando como microorganismos productores de enzimas liticos
Bacillus circularas WL-12. Los resultados obtenidos mostraron una
elevada actividad litica, lo cual permitfa extraer facilmente el pigmento.
Este método fue estudiado por Tangeraas y colaboradores en 1989.

El pigmento, una vez concentrado y disuelto en éter de petrdleo, fue
mantenido en congelacién hasta el momento de su utilizacién. Al ser
recogido para su fraccionamiento en TLC, se aprecid la presencia de un
compuesto cristalizado en la solucién organica de carotenoides.
Posteriormente y mediante filtracion a través de membranas de teflén, se
pudieron aislar estos cristales de, los cuales poseian forma acicular y color
blanco que al ser disueltos de nuevo en fase orgénica proporcionaban el
tipico color asalmonado de la astaxantina. La solucidén obtenida tras la
disolucion de los cristales en acetato de etilo fue analizada mediante
HPLC, comprobando que aparecia un pico tnico, cuyo tiempo de
retencidén correspondia al del carotenoide astaxantina (Fig. 5).

2. OBTENCION DE NUEVAS ESTIRPES DE LA LEVADURA
Ph. Rhodozyma Y MODULACION DE LA SINTESIS DE
ASTAXANTINA.

Uno de los primeros compuestos que se utilizaron con €xito en este
sentido fue el fungicida benomilo, que ademds , cuando se usa en dosis
adecuadas, causa o induce estados permanentes de aneuploidia que puede
eliminar genes dominantes supresores {comin es estados silvestrres) y
hacer aparente algiin fenotipo industrialmente ttil. Primero habia que
determinar la dosis minima inhibitoria de este compuesto para la levadura
Ph. Rhodozyma. Para ello la cepa silvestre 67-210 fue sembrada en medio
YM liquido, y posteriormente en placas Petri que contenfan medio YM
s6lido suplementado con distintas concentraciones del fungicida
benomilo; las concentraciones utilizadas variaron entre 0,005 y 100 mg/L.
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Tras incubacién, las placas mostraron crecimiento microbiano
cuando la concentracién del fungicida era igual o inferior a 1 mg/L. Dicho
crecimiento fue medido y comparado con ensayos control, no expuestos a
benomilo, de la cepa silvestre, con el fin de calcular el porcentaje de
inhibicién del crecimiento. El valor experimental para la DL50 resulté
aproximadamente 0,01 mg/L, lo cual, de acuerdo con la clasificacién de
Edginton (Edginton, 1970), implica que la levadura Ph. rhodozyma es
altamente sensible al fungicida benomilo y ya sugerfa un estado haploide
de euploidia (Calo er al.,1992).

Otro compuesto utilizado para tratar de obtener nuevas estirpes superpro-
ductoras de astaxantina fue el etil-metanosulfonato (EMS), para ello las
células de la cepa silvestre 67-210 de la levadura Ph. rhodozyma fueron
incubadas hasta alcanzar la fase exponencial, siendo posteriormente
sometidas a mutacién con EMS durante distintos tiempos encontrandose
que una dosis del 4% de EMS originaba una muerte celular superior al
95% en 5 minutos. Esta cinética de mortalidad celular resulté mas eleva-
da que la descrita previamente por otros autores (An et al., 1989).

Obtencién de mutantes de Ph. rhodozyma mediante benomilo y EMS.

Las células de la cepa silvestre 67-210 de la levadura Ph. rhodozyma
fueron incubadas hasta una densidad 6ptica de 0,4 y sembradas en medio
YM que contenfa 1 mg/L. de benomilo. Se pudo comprobar la aparicién
de colonias a partir de los 4 dias, aumentando éstas en niimero hasta los
12 dias. La observacién directa evidencid la presencia de una variedad de
colonias hipo e hiperpigmentadas, entre las cuales se seleccionaron el
mutante albino Bl y el mutante hiperpigmentado BI0O, cuyo pigmento fue
caracterizado mediante HPLC.

Paralelamente se realizaron mutaciones de la cepa silvestre con
EMS. Las células, tras haber sido expuestas al agente mutagénico, fueron
incubadas durante 16 horas, tras lo cual fueron sembradas en placas Petri
con medio YM sélido. Tras 4-5 dias, se pudo apreciar la presencia de
colonias correspondientes a mutantes hipopigmentados (E2, E7) e
hiperpigmentados (E3, E4). Finalmente, el mutante B10, obtenido por
tratamiento con benomilo, fue sometido a mutacién adicional con EMS,
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originando los mutantes hipopigmentados BEl, BE2 y los
hiperpigmentados BE3, BE4, BE5, BE6, BE10 y Bell.

Seguidamente se procedid a la extraccién de los pigmentos de cada
una de las cepas descritas previamente y a la caracterizacién del contenido
carotenoidico mediante HPLC. Los resultados obtenidos indicaron que
todas las cepas sometidas a mutacién con EMS con posterioridad a su
tratamiento con benomilo, resultaron mas sensibles a la accidn del agente
mutagénico EMS (mds de 98% de muerte celular tras 2 minutos de
exposicién a EMS) que la cepa silvestre (més del 98% de muerte celular
tras 5 minutos de exposicién a EMS). Este resultado indica que el
benomilo daba lugar a variantes genéticas menos resistentes que la cepa
silvestre al mutdgeno EMS.

Segiin esto la totalidad de las estirpes conseguidas por esta estrategia
pueden agruparse en elos siguientes apartados: 1) Mutantes
hipopigmentados (E7, E2, Bl y BE2) que producen menor cantidad de
carotenoides totales (sobre un 85-90%), pero mayores niveles de [-
caroteno (entre un 240 y un 440%) y carotenoides intermediarios, siendo
la astaxantina acumulada mucho menor (entre un 44 y un 64%) que la
cepa silvestre de Ph. rhodozyma. Adicionalmente, su contenido en trans-
astaxantina es muy bajo. 2) Mutantes hipopigmentados (E3 y BE7) que
producen mayor cantidad de carotenoides totales (165%) que la cepa
silvestre, siendo este incremento debido al aumento de carotenoides
intermediarios, mientras que el contenido en astaxantina es ligeramente
superior a la cepa silvestre (115%). 3) Mutantes hipopigmentados (E4,
BEl y BE4) que producen elevadas cantidades de carotenoides totales,
mayoritariamente debidos a un aumento en el contenido en - caroteno
(hasta un 1.500% en el caso de las cepas BEl y BE4), de 3-
hidroxiequinenona (650% en la cepa BEI), un 370% de aumento del
compuesto cuyo tiempo de retencion corresponde a 5,3 en la cepa BEl y
un aumento del 1.170% en el compuesto cuyo tiempo de retencién
corresponde a 8,4 en esta misma cepa. Todas ellas poseen menor
contenido en trans-astaxantina (entre un 10% en la cepa BE1 y un 93% en
la cepa BE4. 4) Mutantes hiperpigmentados (BE10, BE6, BE3 y BEII) que
muestran una mayor produccién de carotenoides totales (entre un 265 en
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la cepa BEIO y un 370% en la BE6), debido tanto al aumento de
carotenoides intermediarios como de trans-astaxantina (hasta un 275% en
la cepa BE3). La BEl 1 resulté ser productora de cis-astaxantina.
5) Mutantes hiperpigmentados (BES y BE9), con un contenido mayor en
carotenoides totales (hasta un 400% en la cepa BES) que la cepa silvestre,
siendo el 70% trans-astaxantina en la cepa BE9. La BES resulté ser
productora de cis- astaxantina.

Obtencion de papilas hiperpigmentadas

La cepa mutante BE2 se volvié a tratar con benomilo, mediante la
exposicién de las colonias a este agente durante el periodo de un mes en
placas Petri. Tras este periodo se pudo comprobar que las colonias que
habian perdido el color rosado pasando a ser de color crema mostraban
unas papilas de color rojo intenso. Estas papilas se recogieron y se
sembraron en medio fresco, siendo posteriormente extraido el pigmento y
analizado mediante HPLC comprobandose una vez mis de la
sobreacumulacién del cetocaroteno astaxantina. Es de resefiar que las
cepas aisladas de las papilas mostraran mayor estabilidad genética que los
otros mutantes en cuanto a la acumulacién de pigmento (Tabla 5).

Con el fin de determinar la posible alteracién colateral de alguna ruta
metabdlica en las cepas mutantes de Ph. rhodozyma obtenidas
anteriormente, se realizaron los siguientes ensayos: i) produccién de
compuestos amiloideos. Este ensayo resulta distintivo de la levadura Ph.
rhodozyma, con respecto a las otras levaduras basidiomicéticas
pigmentadas. Este ensayo se basa en la aparicién de un tono marrén
oscuro, por adicién de lugol sobre las colonias productoras de compuestos
amiloideos. Por otra parte, un ensayo control con una cepa de levadura del
género Rhodotorula (no productora de compuestos amiloideos) provoca
la aparicién de un color amarillo sobre la colonia. Tras la realizacién de
este ensayo se comprobd que todas las cepas obtenidas conservaban la
propiedad de la cepa progenitora de producir compuestos amiloideos. ii)
Fermentacién de aziicares: la levadura Ph. rhodozyma es la Gnica levadura
basidiomicética pigmentada que posee la propiedad de fermentar diversos
azicares. Con el fin de determinar la virtual alteracidén del patrén de
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fermentacién de azidcares en las cepas mutantes, se realizd la prueba de
fermentacién de glucosa. Los resultados obtenidos revelaron que, de entre
las cepas mutantes descritas anteriormente, Ginicamente la cepa BE8 habia
perdido la capacidad de fermentar glucosa.

Simultineamente se llevaron a cabo ensayos para determinar la
presencia o no de un fenotipo altamente deseable, como podia ser la
presencia de envueltas celulares debilitadas (facil extraccién de los
carotenos por solventes organicos sencillos como etanol). Con este fin se
realizaron ensayos orientados a la determinacién de la mayor o menor
dificultad en la extraccién del pigmento de las cepas mutantes de la
levadura Ph. rhodozyma obtenidas mediante benomilo y/o EMS. Dicha
extraccion fue realizada con disolventes organicos autorizados por la
legislacién para consumo. El disolvente de eleccion fue el etanol.

De este modo, y aunque la cepa silvestre Ph. rhodozyma 67-210 no
permite la extraccién del pigmento con etanol, algunos de los mutantes
obtenidos a partir de esta cepa resultaron alterados en la estructura de su
pared celular, de forma que una parte del pigmento que contenfan pudo ser
directamente extraido.

Efecto de compuestos precursores en la sinteis de astaxantina.

La estrategia de aumentar la sintesis de un determinado metabolito
mediante la adicién de precursores especificos ha sido una de las mas
antiguas en la bioquimica que ha dado excelentes resultados en los maés
variados procesos. Esto, junto con el advenimiento de la moderna
ingenieria genética hace pensar que sin tardar mucho se dispondran de los
genes necesarios para dirigir la sinteis de astaxantina y otros carotenoides
por microorganismos tipicamente GRAS como es el caso de S. cerevisiae.

Entro otros compuestos utilizados con éxito en este sentido destaca
el 4cido maldnico (4cido propanodioico). La exposicién de la levadura Ph.
rhodozyma a diversas concentraciones de dcido malénico no afecta el
crecimiento de esta levadura, en comparacién con su crecimiento en
ausencia de este acido. Por otra parte, concentraciones de dcido malénico
superiores a un 1% producen una inhibicién del crecimiento de la
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levadura. A las concentraciones ensayadas: 1%, 0,5%, 0,1% y 0,05%, este
compuesto produce una estimulacién de la acamulacién de carotenoides
totales en Ph. rhodozyma. Este efecto aumenta con la dosis desde un
125% a 1a concentracion de 0,05% hasta un 240% a la dosis de 1% de
carotenoides totales (astaxantina + carotenoides intermediarios). Otro
precursor utilizado con mucho éxito ha sido el 4cido mevaldnico. Este
acido (3,5-dihidroxi-3-metilpentanoico) es el primer precursor especifico
de los terpenoides. Estudios realizados con “C han permitido caracterizar
la rapida disponibilidad de este compuesto y su incorporacién inmediata
en la cadena carbonado de los terpenos.

El crecimiento de la levadura Ph. rhodozyma en presencia de 4cido
mevaldnico resulté similar al obtenido para la misma cepa en ausencia de
dicho 4cido. Por otra parte, concentraciones superiores a un 0,1%
mostraron un efecto inhibitorio del crecimiento de la cepa ensayada,
mostrando dicha concentracién un efecto de estimulacién de la
acumulacién de carotenoides totales (hasta un 590%), siendo este
aumento debido al incremento de astaxantina producida.

3. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LA LEVADURA
Ph. rhodozyma.

Diversos estudios llevados a cabo por Johnson et al., (1978) y Calo
et al., (1995), acerca del contenido lipidico de la levadura Ph. rhodozyma
mediante cromatograffa gaseosa (GC) mostraron que la levadura Ph.
rhodozyma contiene un porcentaje de lipidos superior al valor medio de
otras levaduras (17%), como es el caso de Rhodotoruta glutinis y Candida
utilis, siendo la media de dcidos grasos similar a la de otras levaduras de
probable origen basidiomicético (Tabla 6). Estos resultados mostraron que
los &cidos grasos mayoritarios era los &cidos -oleico y linoleico
(insaturados), y el 4cido palmitico (saturado) Por ello y en consecuencia,
cabe clasificar definitivamente a esta especie de levadura como
perteneciente al grupo de las oleaginosas que la hacen todavia més til en
alimentacién animal.
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La determinacién de la composicién en acidos grasos de la cepa
silvestre 67-210 de la levadura Ph. rhodozyma fue realizada mediante
HPLC, tras ser derivatizados como fenacil ésteres, mostrando unos
resultados similares a los encontrados por Johnson et al., (1978) mediante
cromatografia en capa fina. Asi, para esta cepa, los 4cidos grasos
mayoritarios resultaron ser los dcidos grasos insaturados linoleico y oleico
y el 4cido graso saturado palmitico, y en menor proporcién los 4cidos
grasos insaturados linolénico y miristico, y el 4cido graso saturado
estedrico. También se encontré el &cido graso polinsaturado
eicosapentaenoico (EPA), el cual estd presente en los lipidos del salmén.

4. ASPECTOS RECIENTES RELACIONADOS CON LA
MANIJPULACION GENICA DE LA SINTESIS DE
ASTAXANTINA.

Era evidente, al hilo de lo que se realiza rutinarinamente en la mejora
genética de microorganismos industriales, que antes o después se tratase
de utilizar a la levadura Ph. Rhodozyma como receptora de genes
heterélogos que dirijan la sintesis de carotenoides. En este sentido hay que
destacar los trabajos del grupo del Prof. J. Verdoes de la Universidad de
Wageningen. Asi, se comprobd que la introduccidén en la levadura de los
genes crtB y crtZ que controlan respectivamente para la sintesis de fitoeno
sintasa y la B-caroteno hidroxilasa, aislados originariamente a partir de de
la enterobacteria Erwinia uredovora conducia a resultados interesantes.
La presencia del gen crtB en multicopia incrementa significativamente la
cantidad relativa de astaxantina en los transformantes (multicopia génica
en genes rRNA y por tanto estables en sucesivas mitosis), pero
curiosamente no se llega a la produccién de las cepas manipuladas por
mutagénesis convencional. La expresiéon del gen crtZ redujo
significativamente la cantidad de astaxantina y sin embargo no pudo
detectarse zeaxantina (producto de accién de mencionado gen, en algas
como H. pluvialis) (Kajiwara et al., 1995). Esta bioconversién puede
darse también en la levadura, pero sin embargo debido a la bajada en los
niveles de astaxantina en todos los transformantes indican que ambos
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procesos no son idénticos. Este mismo grupo ha sido capaz de aislar el gen
crtB de Ph. Rhodozyma asi como la regién promotora. El gen tiene 4
intrones pero sin embargo no conserva bien las secuencias TACTAAC
tipicas de levaduras ascomicéticas para el procesado de secuencias
intervenidas, sino que recuerda las secuencias de hongos filamentosos. El
andlisis del promotor (aunque se detectaron las cldsicas TATA y sefial
CAP) no revelé datos particularmente interesantes y no estid (como
tampoco lo estd el gen estructural) relacionado con los genes de otros
organismos. Sirva de ejemplo que la comparacién de secuencias de ambos
genes entre la levadura y el moho blanco del plan Neurospora crassa fue
solo del 26 % (Schmidhauser et al., 1994). Cuando se traté de
sobreexpresar el mencionado gen en multicopia alélica los resultados
fueron imprecisos. Recientemente se ha realizado una librerfa genémica
de Ph. Rhodozyma en YAC (Yeast Artificial Chromosome) (Jan Wery,
Universidad de Wageningen, comunicacién personal) pero todos los
transformantes de S. cerevisiae no presentan color lo que indica que o bien
los genes no se expresan en esta tltima levadura o bien que los genes no
se encuentran agrupados y por tanto caerfan en distintos YACs, lo que
impediria un rastreo directo por color.

En definitiva, la ingenierfa genética todavia no ha resuelto el tema
del clonaje y sobreexpresién de los genes que controlan la sintesis de
astaxantina en levaduras tipicamente GRAS (recuérdese que Ph.
Rhodozyma no tiene tal status todavia)
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Tabla 1. Nombre sistematico de los carotenoides mencionados en el texto.

Nombre comiin

Nombre sistemdtico

Astaxantina
Cantaxantina
Foenicoxantina
Isocriptoxantina
Equinenona
3-hidroxiequinenona
B-caroteno
a'-caroteno
Licopeno
Neurosporeno
Zeaxantina

Luteina

3,3'-dihidroxi-B-B-caroteno-4,4'-diona
B-p-caroteno-4,4'-diona
3-hidroxi-f-B-caroteno-4,4'-diona
B-B-caroteno-4-ol
B-B-caroteno-4-ona
3-hidroxi-B-B-caroteno-4-ona
B-B-caroteno

B-w-caroteno

Y- y-caroteno

7,8-dihidro-y- caroteno
B-B-caroteno-3,3'-diol

3,3'-dihidroxi-o-caroteno
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Tabla 4. Contenido carotenoidico (1ug/g peso seco de levadura) de la cepa silvestre y diversas
cepas mutantes de Ph. rhodozyma obtenidas con benomilo y/o EMS. El tiempo de retencién de
3.12 corresponde a B-caroteno, el de 4.19 corresponde a 3-hidroxi-equinenona, el de 6.41 a
trans-astaxantina y el de 6.62 a cis-astaxantina.

Tiempos de retencion tr (minutos)

Cepa 3.12 3.60 419 532 6.41 6.62 8.35 Total
Blanco 20,8 9,0 39,9 144 181,6 1,9 274,9

E7 49.5 333 555 120 79.5 [ 1.4 2389
E2 51.2 283 483 122 94.5 o 3.1 239.5
BEI 90.0 322 46.7 7.8 66.1 3} 0.5 2443
BE2 553 16.7 41.1 150 116.0 0 19 246.7
E3 55.6 483 92.8 261 2034 [ 44 452

BE7 43.0 222 158.4 9.4 215.0 o 1.3 450.1
E4 140.5 90.6 745 194 1334 o 42 514.6
BEI 307.3 174.6 66.0 110 18.9 [ 0 660.9
BE4 358.9 81.7 1053 183 169.5 3} 2.8 768.5
BI0 97.8 722 92.8 522 374.5 o 83 750.2
BEI0 139.5 73.3 1200 17.0 338.9 o 8.1 724

BE6 237.5 68.6 1778 242 449.0 o 9.5 1019.9
BE3 98.7 55.6“ 258.2 53 500.1 o 17.9 1005.6
BEl 1 111.1 44.6 1665 17.8 3239  190.6 11.1 912.6
BES 87.5 483 1759 344 3789 2323 222 1089.2
BE9 87.2 56.4 187.8  41.7 619.6 o 15.6 1034.1
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Tabla 5. Contenido carotenoidico (1g/g peso seco de levadura) de diferentes papilas derivadas
de la cepa BE2 obtenida por mutacién con benomilo y EMS de la cepa silvestre 67-210 de la
" levadura Ph. rhodozyma.

Tiempos de retencién tr (min)

Cepa 3.12 3.60 4.19 5.32 6.41 6.62 8.35 Total
PAP3 96.5 304 2284 39 2734 o 3.7 636.8
PAPI3 32.7 18.8 133.9 73 2773 o 21 472.9
PAPI4 333 18.1 150.0 54 2956 o 3.1 505.5
PAP9 42.6 12.8 172.8 72 5362 o 47 7819
PAPIL 41.7 22.8 160.0 122 4834 o 28 724.6
PAPI2 63.9 35.6 110.6 133 4773 o 43 7424
PAPS 23.7 55 76.7 7.8 4151 o 31 971.9
PAPI0O  205.6 70.6 3317 128 5474 o 72 1176.4
PAP4 2445 63.6 489.0 122 6613 o 83 1481.5
PAP6 106.1 42.8 213.9 155 7063 o 6.1 1097.5

35



Biotecnologia y Aplicaciones de Microorganismos Pigmentados

Tabla 6. Composicién porcentual en 4cidos grasos determinada mediante cromatografia de
gases de las levaduras Ph. rhodozyma, C. utilis, Rh. glutinis y S. cerevisiae.

Acido graso Ph. rhodozyma C. utilis R glutinis S. cerevisiae
Miristico 0,24 - - 13,0
Palmitico 16,05 19,0 9 9,8
Paimitoleico 0,45 6,0 1 9,8
Estedrico 6,11 2,5 14 2,1
Oleico 41,3 35,0 58 26,6
Linoleico 31,7 24,0 2 0,9
Linolénico 3,0 12,0 0 -
Eicosapentanoico 1,1 - - -
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