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1. Resumen

Phaffia rhodozyma tiene la capacidad de sintetizar carotenoides cuando es sometida
a estrés oxidativo ocasionado por diversas condiciones ambientales, nutricionales y
genéticas. El magnesio es un elemento esencial en diversas funciones bioquimicas
importantes en las células, principalmente las relacionadas con la produccién de
energia. En este trabajo, se evalué el efecto del magnesio en la sintesis de
carotenoides, utilizando cultivos de P. rhodozyma. La deficiencia de magnesio tuvo
un efecto negativo en el consumo de oxigeno, la velocidad de consumo de azucares,
la concentracion maxima de biomasa y la concentracibn maxima de proteina total.
Sin embargo, se obtuvo un mayor contenido celular de carotenoides. Asi, la
deficiencia de magnesio podria estar relacionada con un bloqueo en la via
metabdlica de produccién de energia, o que conlleva a la estimulacion de especies

reactivas de oxigeno.



2. Abstract

Phaffia rhodozyma has the ability to synthesize carotenoids when is subjected to
oxidative stress caused by environmental, nutritional and genetic conditions.
Magnesium is an essential element in many important biochemical functions in cells,
mainly those related to the production of energy. In this work, the effect of magnesium
on the synthesis of carotenoids was evaluated using cultures of P. rhodozyma.
Magnesium deficiency had a negative effect on oxygen consumption, the rate of
sugar consumption, the maximum concentration of biomass and the maximum
concentration of total protein. However, a higher cellular content of carotenoids was
obtained. Thus, magnesium deficiency could be related to a blockage in the metabolic
pathway of energy production, which leads to the stimulation of reactive oxygen

species.



3. Introduccion
3.1 Phaffia rhodozyma

En el periodo de 1967-1968, Herman Jan Phaff aislé levaduras asociadas a
exudados de arboles de Japon y Alaska; las cuales resultaban interesantes en esa
época debido al color naranja-rojizo que presentaban (Figura 1). En el afio 1976 se
les atribuyd a las mismas un nuevo género de levaduras con el nombre de Phaffia,
cuya especie se denomino Phaffia rhodozyma. El género pertenece a la division de
basidiomicetos, el estado anamorfico de la levadura se conoce como Phaffia
rhodozyma vy el estado teleomorfo como Xanthophyllomyces dendrorhous (Golubev,
1995). En el afio 1975, se demostré que la levadura Phaffia rhodozyma sintetiza
distintos carotenoides, entre ellos en mayor abundancia (83-87% del total de

carotenoides) la astaxantina. (Andrewes et al., 1975).

Figura 1. Phaffia rhodozyma. Células de P. rhodozyma crecidas en agar YM por 96 h (este trabajo)



3.2 Astaxantina
La astaxantina es un carotenoide que posee atomos de oxigeno y dobles enlaces
conjugados en su estructura (Figura 2). La molécula tiene la féormula molecular
C40H5204 y su masa molar es de 596.84 g/mol. Tiene propiedades lipofilicas e
hidrofilicas. La astaxantina ha demostrado tener una mejor actividad antioxidante que
otras moléculas conocidas, como luteina, zeaxantina, beta-caroteno y tocoferol.

(Ambati et al., 2014).
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Figura 2. Estructura molecular de la astaxantina (3,3’-dihidroxi-p, B-caroteno-4,4’-diona).

3.3 Papel biolégico de la astaxantina
El ambiente natural de donde se aislé P. rhodozyma se caracteriza por la presencia
de compuestos antimicrobianos que generan concentraciones elevadas de oxigeno
singulete, el cual es muy reactivo/oxidante. La levadura se pudo adaptar bien a ese
ambiente por su capacidad de producir astaxantina, la cual funge como antioxidante
en ese ambiente natural como un mecanismo de defensa contra la oxidacion

(Shroeder y Johnson, 1995).

Un antioxidante es una molécula que puede inhibir o prevenir la oxidacion de otras

moléculas. La oxidacion es causada por especies reactivas de oxigeno (ROS), las
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cuales son moléculas altamente reactivas debido a que poseen electrones
desapareados en su capa de valencia. Se producen de manera normal en el
metabolismo aerdbico de los organismos. Las ROS pueden oxidar lipidos, ADN y
proteinas, cuya oxidacion puede estar asociada con varias enfermedades. Los
carotenoides son pigmentos liposolubles pertenecientes a los terpenos Cao, los
cuales actuan en los organismos como protectores de membranas celulares y/o de

organelos contra ROS (Mata-Gomez, et al., 2014).

P. rhodozyma carece de las enzimas superéxido dismutasas dependientes de Fe y
Cu, y una relativamente baja actividad de la dependiente de Mn. Se ha propuesto
que la sintesis de astaxantina es un mecanismo de defensa que protege a la
levadura contra un posible dafo ocasionado por ROS, el cual probablemente
coadyuva con la enzima superoxido dismutasa dependiente de Mn (Shroeder y
Johnson, 1993). Posteriormente se afirmoé que la sintesis de astaxantina puede ser
estimulada por peréxido de hidrégeno y el fenbmeno puede representar una

respuesta antioxidante de las células de levadura (Liu y Wu, 2006).

3.4 Regulacion de la sintesis de astaxantina
Las condiciones ambientales y nutricionales regulan la sintesis de astaxantina en la

levadura Phaffia rhodozyma (Johnson, 2003).

Diversos estudios han demostrado que cuando P. rhodozyma crece en limitacion de
nitrogeno o de fosforo, se obtiene una mayor concentracion intracelular de
astaxantina, pero a expensas de un menor crecimiento celular y contenido de
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proteinas en las células (Meyer et al., 1993; Flores-Cotera et al., 2001; Chavez-
Cabrera et al., 2010). Un estudio reciente demostré6 que la deficiencia de cobre
puede afectar el consumo de oxigeno y el crecimiento de P. rhodozyma. La limitacion
del elemento ocasion6 un aumento en la concentracion final de carotenoides

obtenidos (Martinez-Cardenas et al., 2018).

Flores-Cotera y colaboradores hicieron un trabajo de revision de los diferentes
factores y regulacion de estos que afectan la sintesis de astaxantina en P.
rhodozyma. “Los estudios realizados hasta ahora coinciden en que la sintesis de
astaxantina tiene lugar en condiciones oxidativas al restringirse el crecimiento. El
inicio de la sintesis de astaxantina en P. rhodozyma puede estimularse por diferentes
meétodos, pero puede explicarse por un evento comun, esto es la inhibicién en la
oxidacion de NADH, debido a un impedimento metabdlico” (Flores-Cotera et al.,

2010).

3.5 Importancia del magnesio
El magnesio es esencial en diversas funciones bioquimicas importantes en las
células. Esta involucrado en varias vias metabdlicas, incluyendo la produccion de
energia, la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, el transporte de iones, la
sefializacion celular, y también tiene funciones estructurales. Varias de las enzimas
que participan en la sintesis de lipidos y carbohidratos necesitan de magnesio para
su actividad (Wolf y Cittadini, 2003). El metabolismo de carbohidratos para producir
energia necesita de numerosas reacciones quimicas dependientes de magnesio. En
la mitocondria, el magnesio es requerido por la proteina sintetizadora de adenosin
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trifosfato (ATP). De igual manera, el estado activo de la molécula de ATP se
encuentra en un complejo con magnesio (ATPMg). Por lo tanto, todas las reacciones
que se relacionan con el ATP requieren de la presencia de iones magnesio (Touyz,
2004). El magnesio es necesario para una serie de pasos durante la sintesis del
acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) y proteinas. Mas de la
mitad del magnesio contenido en el nucleo esta asociado a los acidos nucleicos o a
nucleotidos libres, debido a que interacciona con los atomos de oxigeno de los
grupos fosfato, dando mayor estabilidad a las estructuras secundaria y terciaria del

ADN.
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4. Justificacion

Phaffia rhodozyma tiene como principal caracteristica la capacidad de sintetizar
carotenoides cuando es sometida a estrés oxidativo. Es decir, adquiere una
coloracién mas roja cuando enfrenta diversas condiciones ambientales, nutricionales
y genéticas. Esta cualidad la convierte en un interesante modelo de estudio in vivo
para estudiar y conocer con mayor detalle los factores que producen estrés oxidativo
en las células. Uno de los factores nutricionales es el magnesio, del cual se
desconocen trabajos publicados que evaluen su efecto en la produccion de
carotenoides. El presente trabajo evalu6 el efecto de su limitacion en la sintesis de
estos. De esta manera se contribuye con el desarrollo de un modelo integral de los

cambios que dan lugar a la iniciacion de sintesis de carotenoides en P. rhodozyma.
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5. Hipotesis y Objetivos

Hipotesis
La deficiencia de magnesio en un cultivo de Phaffia rhodozyma promovera la sintesis
de carotenoides.

Objetivo General
Analizar el efecto del magnesio en la sintesis de carotenoides en cultivos en lote de

Phaffia rhodozyma.

Objetivo especifico

Establecer una posible relacion de la funcidn del magnesio entre el metabolismo de

generacion de energia con el de la sintesis de carotenoides.
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6. Materiales y métodos
6.1 Cepa y medio de cultivo utilizado

6.1.1 Phaffia rhodozyma NRRL-Y-10922

Se tomo un liofilizado de la cepa de levadura Phaffia rhodozyma NRRL-Y-10922, el
cual se reactivd en 32 ml de medio liquido YM (10 g/L de glucosa, 5 g/L de peptona
de caseina, 3 g/L de extracto de malta, 3 g/L de extracto de levadura) contenido en
un matraz de 250 ml a 22°C y 120 rpm durante 96 h. Posteriormente se sembrd una
asada en cajas Petri conteniendo medio solido YM y se incubaron durante 96 h a

22°C.

Después de ese tiempo las cajas Petri se guardaron en refrigeracion a 5°C. Una vez
que pasaron 30 dias en refrigeracidon, se tomd una colonia aislada de cada caja y se
sembré en una caja nueva. Esto se hizo como maximo tres veces. Las cajas que

cumplieron con 30 dias en refrigeracién se desecharon.

6.1.2 Medio definido
La composicion por litro del medio definido utilizado fue la siguiente: 30.3 g sacarosa,

6 g sulfato de amonio (equivalente a 45 mM), 0.5 g NaCl, 2 g Na,SO, 0.005 g
FeSO, 7H,0, 1.046 g K;SO; (equivalente a 6 mM), 0.150 g MgSO,7H,0O
(equivalente a 0.6 mM), 0.02 g ZnSO,-7H,0, 0.00125 g CuSO,-5H,0 (equivalente a
5 uM), 0.001 g MnSO,-H,0, 0.0005 g CoSO,7H,O, 0.0003 g H;BO, 0.001 g

Na,Mo0QO,-2H,0, 0.1 g CaCl,-2H,0, 0.71 g Na,HPO, y 6 ml de solucién vitaminica.
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Para los experimentos con limitacion de magnesio, se utilizaron 0.017 g
MgSO4-7H20O (Equivalente a 0.07 mM). Para la solucidon vitaminica se utilizé la
siguiente composicién: 0.075 g pantotenato de calcio, 0.038 g tiamina, 0.002 g
biotina, 0.0038 g cianocobalamina, 0.00375 g mio-inositol, 0.019 g piridoxina, 0.038 g
riboflavina, 0.225 g nicotinamida. Se afor6 el contenido a 500 ml con agua milli Q.
Una vez preparada la solucién, se hicieron alicuotas y se congelaron en recipientes

de vidrio color ambar a -20°C.

Para un mejor manejo de los gramajes y evitar la precipitacién de reactivos del medio
definido, se prepararon seis soluciones stock: 1) 500 ml de una solucion cien veces
concentrada de sulfatos sin limitacion de magnesio, 2) 500 ml de una solucién cien
veces concentrada de sulfatos con limitaciéon de magnesio, 3) 500 ml de una solucién
100 veces concentrada de H;BO,, 4) 500 ml de una solucion 100 veces concentrada
de Na,MoO,-2H,0, 5) 100 ml de una solucion 100 veces concentrada de
CaCl,-2H,0, 6) 500 ml de una solucion 10 veces concentrada de Na,HPO,. Las
botellas con las soluciones stock se guardaron a temperatura ambiente, en botellas

de vidrio color ambar.
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6.2 Cultivos en lote de Phaffia rhodozyma

6.2.1 Preparacion del inéculo
Se tomo6 una caja Petri en refrigeracion con colonias de la cepa Phaffia rhodozyma
NRRL-Y-10922. Se tomo una colonia aislada y se sembré en una caja nueva de

medio YM. Se dejo incubando durante 96 h a 22°C.

Una vez pasado el tiempo de incubacién, se inocularon cuatro matraces de 250 ml
con 32 ml de medio liquido YM, cada uno con una asada del cultivo previamente

crecido en caja Petri. Se dejaron incubando durante 20 h a 22°C y 120 rpm.

6.2.2 Lavado de biomasa
Una vez pasado el tiempo de incubacion del inéculo, los matraces se pusieron en
hielo. Para preparar un inéculo, a los 32 ml de medio liquido de cada matraz con

biomasa se les dio el siguiente tratamiento:

Se vertid el contenido en tubos Falcon estériles e inmediatamente se pusieron

en hielo y se llevaron a la centrifuga.

* Se centrifugd el cultivo a 5000 rpm por cinco minutos. Una vez que se
centrifugd se puso en hielo.

* Se elimind el sobrenadante en la campana en condiciones estériles.

* Se resuspendido la biomasa de cada tubo Falcon en 10 ml de solucion

isotonica al 0.3% estéril y se pusieron en hielo.
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6.2.3 Preparacion del reactor
Para los experimentos se utilizdé un reactor de 3 L de la marca Applikon. Se pesaron
las cantidades adecuadas (para un volumen de operacion de 2.1 L) de: sacarosa,

sulfato de amonio, NaCl, Na,SO, FeSO,7H,0 y K;SO4 Se mezclaron con

aproximadamente 1600 ml agua destilada. Posteriormente se agregé 21 ml de la
solucion de sulfatos (con o sin limitacion de magnesio) y 2 ml de antiespumante
Mazu DF-1300. Se mezclé el contenido y se esterilizd el reactor junto con los

sensores de pH (previamente calibrado) y oxigeno disuelto.

Por separado, se prepararon y esterilizaron en frascos 21 ml de las soluciones stock

cien veces concentradas, 210 ml de la solucion de Na,HPO,, 250 ml de una solucion

de NaOH al 20% y agua destilada. Las soluciones stock previamente esterilizadas y
una vez a temperatura ambiente, se vertieron en el reactor bajo condiciones estériles

(con ayuda de un mechero).

Ya una vez mezclado el contenido, se ajustdo el volumen a 2100 ml con agua
destilada estéril y se ajustaron los parametros de operacién: 1 vvm, 650 rpm, 22°C.
El pH se dejo libre hasta 4.5, posteriormente fue controlado automaticamente con la

solucién de NaOH al 20%.

Después, se prosiguio a calibrar el sensor de oxigeno disuelto y se afadié con ayuda
de un filtro, 12 ml de solucion de vitaminas seguida de la biomasa previamente

lavada.
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6.2.4 Tomas de muestra

Cada cultivo tuvo una duracion de 90 h. Las muestras para determinacion de peso
seco se procesaron en el momento de sacarlas del reactor. El sobrenadante obtenido
se guardd en frascos individuales para el posterior analisis de azucares reductores.
Las muestras que se usaron para la determinacion de proteina total, azucares

reductores y carotenoides totales se congelaron en frascos individuales a -20°C.

6.3 Analisis de las muestras
6.3.1 Determinacion de peso seco
Previamente a cada cultivo en reactor, se lavaron cuidadosamente charolas de
aluminio, se puso cada una en una caja Petri de vidrio y se secaron en el horno a
78°C durante tres dias. Pasando ese tiempo, se enfriaron en un desecador.

Posteriormente se pesaron las charolas en una balanza analitica de cinco cifras.

El volumen de muestra para los analisis de peso seco fue de 5 ml. Los 5 ml de cada
muestra se vertieron en un tubo de ensayo y posteriormente se centrifugaron a 3500
r.p.m. durante 10 minutos en una centrifuga clinica. Después se separd el
sobrenadante y la biomasa se lavdé con 5 ml de agua Milli Q. Se centrifugd

nuevamente y se retird el sobrenadante obtenido.

La biomasa obtenida se suspendié en 3 ml de agua Milli Q y se vacio sobre charolas
de aluminio previamente puestas a peso constante. Las muestras se secaron a 78 °C
durante 48 h, después se enfriaron en desecador y finalmente fueron pesadas en
una balanza analitica de cinco cifras.
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6.3.2 Determinacién de azucares reductores

Con una anticipaciéon de 2-3 h, se mezclo el reactivo de DNS (10 g/L acido 3,5
dinitrosalicilico, 10 g/L NaOH, 2 g/L fenol) previamente preparado, con una solucién
de sulfito de sodio (50 g/L). La proporcion fue de 1 ml de solucion de sulfito de sodio

por cada 100 ml de reactivo.

Para el analisis se pusieron en tubos de ensayo 1 ml de cada muestra conteniendo el
sobrenadante previamente diluido (intervalo de concentraciéon de 0.12-0.6 mg/ml
sacarosa). Esto se hizo por triplicado para cada muestra. A cada tubo de ensayo se
le afadid una gota de acido clorhidrico concentrado (37%). Se llevo a cabo la
hidrolisis durante ocho minutos a 90°C y se dejo enfriar. Una vez frio, se adicion6 una
gota de una solucion NaOH al 40%. Después se afadieron 2 ml de agua destilada
(volumen final de 3 ml) a cada tubo de ensayo, seguido de 3 ml de la mezcla de
reactivo de DNS con sulfito de sodio. Una vez con la mezcla, se colocaron los tubos
de ensayo en agua hirviendo durante 20 minutos. Se pusieron los tubos en un cajén
cubierto de la luz, se agregd 1 ml de solucidn de tartrato de sodio y potasio a cada

tubo de ensayo y se dejaron enfriar.

Por ultimo, se afiadieron 200 ul de cada muestra en una placa de 96 pocillos y se

midié la absorbancia a 575 nm en un equipo CLARIO STAR. Para cada analisis, se

hizo una curva de calibracion al momento de analizar las muestras.
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6.3.3 Determinacion de proteina total (Gornall, et al., 1948)

Los analisis se realizaron por triplicado para cada muestra en un volumen de 3 ml.
Se puso cada muestra en un tubo de ensayo y se centrifugd a 3500 rpom durante
cinco minutos en una centrifuga clinica. Posteriormente se retird el sobrenadante y
se afadieron 5 ml de agua destilada para lavar la biomasa, se centrifugd
nuevamente y se retir6 el sobrenadante. La biomasa obtenida por centrifugacion, se
resuspendio en 0.5 ml de NaOH 1M y se calenté en bafio maria a 90°C durante 20
minutos. Se dejo enfriar. Una vez a temperatura ambiente, las muestras con la
proteina disuelta se llevaron a 1 ml con agua destilada (afiadiendo 0.5 ml de agua).
Posteriormente, a cada tubo se agragaron 4 ml del reactivo de Biuret. La reaccion se
dej6é por 30 minutos a temperatura ambiente para después centrifugar los tubos a

3500 rpm durante cinco minutos para eliminar los restos celulares.

Por ultimo, se afiadieron 200 ul de cada muestra en una placa de 96 pocillos y se
midié la absorbancia a 540 nm en un equipo CLARIO STAR. Para cada analisis, se
hizo una curva de calibracion (con albumina bovina) al momento de analizar las

muestras.

6.3.4 Determinacion de carotenoides totales (Sedmak et al., 1990)

En tubos de ensayo, se vertieron muestras conteniendo aproximadamente 3-3.5 mg
de células. Después se centrifugaron 10 minutos a 5000 r.p.m. en una centrifuga
clinica. El sobrenadante se removié cuidadosamente (inmediatamente después de

centrifugar) y a cada tubo se le adicionaron 0.5 ml de perlas de vidrio (0.5 mm).
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Después de mezclar las perlas vidrio con las células en vortex durante diez
segundos, se agrego a cada tubo de ensayo 1 ml de dimetilsulfoxido precalentado a
57 °C y se calentaron por un minuto a bafio Maria a esta temperatura (57°C). En
seguida, las células se rompieron con agitacion vigorosa en vortex durante cuarenta
segundos. Este paso se hizo tubo por tubo. Posteriormente se agregd a cada tubo
0.1 ml (100 wl) de una solucién 0.01 M de fosfato monosodico NaH2POsy 2.5 ml de
una mezcla 50:50 (v/v) de hexano:acetato de etilo. Los tubos se agitaron
vigorosamente en vortex durante un minuto adicional para extraer los carotenoides.
Las fases organica y acuosa se separaron por centrifugaciéon a 5000 r.p.m. durante
cinco minutos. La absorbancia de la fase organica conteniendo los carotenoides se
leyé en un espectrofotometro de celda de cuarzo a 480 nm. La concentracion de

carotenoides se calculdé usando un coeficiente de extincion de 2100 en la ecuacion:

ug carotenoides  10000x Ax Vs

1%

ml Vm x (El cm)
A absorbancia a 480 nm
Eijm coeficiente de extincidn especifico para astaxantina
Vs volumen final de solvente (ml)
Vm volumen de muestra (ml)
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7. Resultados

7.1 Efecto del magnesio en el crecimiento, concentracion de proteinas y
respiracion
La concentracion maxima de biomasa en el cultivo sin deficiencia de magnesio
(+Mg?") fue 37.2% mayor (9.5 mg/ml) comparada con el cultivo con deficiencia de
magnesio (-Mg®*) (6.9 mg/ml). Como se puede observar en la Figura 3(A, B), las
concentraciones mas altas de biomasa y de proteina (6.2 mg/ml) en el cultivo +Mg**
se obtuvieron a las 57 h. En el cultivo -Mg*, las concentraciones mas altas de
biomasa y de proteina (3.3 mg/ml) se alcanzaron a las 90 h. Es decir, la deficiencia
del magnesio provoco lento crecimiento y lento aumento de la concentracién de
proteinas. Ademas la concentracion maxima de proteinas fue 88% mas grande en el

cultivo +Mg**.

Por otro lado, en el cultivo +Mg?* se observé una caida mas pronunciada de la
tension de oxigeno disuelto (pO,) a casi cero entre las 35-40 h, en comparacién con
el cultivo -Mg?* donde la pO, més baja alcanzada fue de 49.3% a las 24 h (Figura 3A,
B). Lo anterior indica una velocidad de consumo mas elevada de oxigeno en el
cultivo +Mg®* que en -Mg?*. En el cultivo +Mg?* poco después que pO. presentd un
valor cercano a cero a las 40 h, éste increment6 a 38% a las 48 h, para
posteriormente volver a disminuir a valores cercanos a cero entre las 55-57 h.
Después, el pO2 volvid a elevarse a un valor de 65.2% a las 61 h para volver a
disminuir a un valor de 37.7% a las 63 h. Después de este tiempo, se incremento el
pO- a un valor de 100%. En el cultivo -Mg?*, una vez que se llegé al valor mas bajo
de pO,a las 24 h, pO,aumentd a un valor de 76% a las 39 h, para posteriormente
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disminuir ligeramente a un valor de 72.7% a las 48 h. Una vez alcanzado este valor,
el pO; aumenté hasta un valor maximo de 87.7% a las 90 h. En resumen, la

deficiencia de magnesio afecté negativamente la respiracion de P. rhodozyma.

7.2 Efecto del magnesio en el consumo de azucares

Como se observa en la Figura 3(C, D), la limitacion del magnesio tuvo también un
efecto negativo en el consumo de azlcares. En el cultivo +Mg?*, los azlicares se
agotaron (1mg/ml) a las 42 h, mientras que en -Mg?*, se presentd una concentracion
minima (2.9 mg/ml) a las 90 h. El cultivo -Mg?* presenté dos intervalos de tiempo (30-
36 h y 48-60 h) en donde la velocidad de consumo de azucares disminuyo en forma
significativa, provocando dos caidas en el consumo especifico de azucares (gs). En
estos bajos valores de gs (0.080mg mg'h™ a las 36 h; 0.014 mg mg™ h™" a las 60 h),
se puede observar que a pesar de haber suficientes azucares en el medio (18.9 y
11.47 mg/ml) el consumo de azucares disminuyd. Por el contrario, el cultivo +Mg2+,
unicamente presentd unicamente una caida en gs (0 mg/mg/ml) coincidiendo con la

disminucioén de la concentracion de los azucares en el medio.

7.3 Efecto del magnesio en la produccion de carotenoides

La deficiencia de magnesio afectd negativamente la concentracion maxima de
carotenoides alcanzada, pero en cambio aumenté el contenido maximo de
carotenoides en las células. El cultivo +Mg** presenté una concentracién maxima de

carotenoides totales de 4.11 ug/ml a las 66 h, en cambio, en el cultivo -Mg®* la

maxima concentracion de carotenoides fue de 3 ug/ml a las 36 h. Sin embargo, como
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puede observarse en la Figura 3 (E, F), el valor mas alto de contenido celular de
carotenoides totales fue obtenido en el cultivo -Mg** a las 36 h con un valor de 0.62
ug/mg, en cambio, en el cultivo +Mg?* el valor maximo de contenido celular de

carotenoides totales fue de 0.53 ug/mg a las 90 h.

En la Figura 3 (D, F) se puede observar que el intervalo de 30-36 h, en el que se
presentd la primera caida de gs en el cultivo -Mg”, coincide con un incremento de
carotenoides totales de 0.95 a 3 ug/ml. De igual manera, la segunda caida de gs en
el intervalo de 48-60 h coincide con un incremento notable en la concentracion de

carotenoides totales de 1.75 a 2.39 ug/ml.

En la Figura 3E se puede observar un aumento en la concentracién de carotenoides
de 0.57 a 0.80 ug /ml entre las 24-36 h, en el cultivo +Mg?*. Posteriormente, a las 36-
48 h se presentd un incremento en la concentracion de carotenoides de 0.80 a 1.60
pug/ml. Un ultimo incremento en la concentracion de carotenoides (1.60-4.11 pg/ml)
se presento de las 48-66 h. Este ultimo incremento coincide en el intervalo de tiempo
en donde se registraron las dos ultimas caidas de pO; (Figura 3A), al parecer
asociadas con el consumo de fuentes de carbono no identificadas (probablemente

etanol y acidos grasos).
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Figura 3. Desarrollo comparativo de los parametros de cultivo de Phaffia rhodozyma. A, C y E
corresponden al cultivo sin limitacién de magnesio (+MgZ+). B, D y F corresponden al cultivo con
limitacion de magnesio (-Mg*").
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8. Discusion

El presente trabajo es el primero en evaluar el efecto que tiene la limitacion del
magnesio en la produccion de carotenoides en P. rhodozyma. De forma global, los
resultados mostraron que la deficiencia de magnesio tuvo un efecto negativo en la
velocidad de consumo de azucares, en la velocidad de consumo de oxigeno, y en la
concentracion maxima de biomasa y proteinas. Sin embargo, la limitacion de

magnesio tuvo un efecto positivo en el contenido celular de carotenoides.

En el cultivo +Mg2+ la pO, descendi6 a valores cercanos a cero, mientras que en el
cultivo -Mg®* el valor minimo fue de 49.3%. Es decir, la deficiencia de magnesio
afect6 la respiracion. Hay estudios que revelan que la deficiencia de magnesio tiene
un efecto negativo en la actividad catalitica de enzimas que participan en la
glucdlisis, ciclo del acido citrico y fosforilacion oxidativa. Las cuales son las
principales rutas metabodlicas que las células utilizan para la generacion de energia

en forma de ATP (Pilchova et al., 2017).

Se sabe que el magnesio es esencial para seis enzimas clave de la glucdlisis:
hexocinasa, fosfofructocinasa, fosfoglicerato cinasa, fosfoglicerato mutasa, enolasa y
piruvato cinasa. Estas enzimas necesitan del magnesio para que forme un complejo
con el ATP, o en su caso con el ADP, para que se encuentren en su forma activa
(Walker, 1994; Pilchova et al., 2017). La glucdlisis es una ruta metabdlica clave para
la sintesis de piruvato, el cual puede ser utilizado como sustrato por la piruvato
deshidrogenasa para la obtencidén de energia via aerobia por el ciclo del acido citrico,
0 via anaerobia por la enzima piruvato descarboxilasa para la sintesis de etanol. Una
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concentracion elevada de magnesio libre en la célula funciona como una sefal de
activacion para la enzima piruvato deshidrogenasa para dar entrada a la respiracion
a través del ciclo del acido citrico. EI ATP une magnesio mas fuertemente que el
ADP, por lo tanto, la concentracion de magnesio libre refleja la relacion ATP/ADP.
Esto es, se acumula magnesio libre a relaciones ATP/ADP bajas. Asi pues, la
piruvato deshidrogenasa responde a las concentraciones de ATP quedando
desactivada cuando éste es abundante y no es necesaria una mayor produccion de
energia. El complejo se activa cuando las concentraciones bajas de ATP sefalan la
necesidad de generar mas ATP (Mathews et al.,, 2002). De igual manera, la
concentracion de magnesio (tanto en el citosol como en la matriz mitocondrial) puede
modular la actividad catalitica del complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa y de la
ATP sintasa. Como consecuencia, puede afectar el ciclo del acido citrico y la

fosforilacion oxidativa (Rodriguez-Zavala & Moreno-Sanchez, 1998).

Es importante mencionar que en el presente trabajo no se cuantificd etanol, lo cual
permitiria evaluar la actividad fermentativa. Sin embargo, en el cultivo +Mg®* puede
estimarse que la sintesis de etanol se presentd al ocurrir anaerobiosis,
aproximadamente entre las 24-40 h. Posteriormente, el segundo descenso de pO;
(50-55 h) puede atribuirse a un consumo de etanol debido a la ausencia de azucares
en el medio. En el cultivo -Mg2+ es probable que la sintesis de etanol se presentd en
el intervalo de tiempo 36-48 h, al acentuarse la primer caida del consumo especifico
de azucares (gs). En este tiempo, a pesar de la presencia de azucares y oxigeno en

el medio, gs disminuyo, lo que probablemente propicié una fermentacion aerobia.
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Esta inferencia en primera instancia podria ser similar a la fermentacion aerobia
observada por Martinez-Cardenas et al., 2018, con la misma cepa, en condiciones de
deficiencia de cobre (Cu?*). Posteriormente, el consumo de etanol posiblemente

ocurrio en el intervalo de tiempo 48-60 h que corresponde a la segunda caida de gs.

En el cultivo +Mg?, la concentracién maxima de biomasa y de proteinas se alcanzé a
las 57 h, mientras que en el cultivo -Mg®* se alcanzé la maxima concentracién en la
hora 90. El magnesio es un elemento que desempefia un papel clave en el ciclo de
division celular. La concentracion del cation es una sefal que regula la interfase.
Cuando se presenta deficiencia de magnesio en las células, esta sefial funciona
como un control de freno en la fase G1 y se detiene en la fase S. Asimismo, la baja
concentracion de magnesio influye en el rompimiento del huso mitético (Walker,
1986). Existen trabajos publicados con la levadura Saccharomyces cerevisiae que
demuestran una relacion en la concentracion de iones magnesio con el crecimiento
del microorganismo y consumo de glucosa, en las que se ha reportado que
concentraciones menores a 0.5 mM se relacionan con una menor densidad optica y
un menor consumo de azucares (Walker y Maynard, 1997). En resumen, el
crecimiento mas lento observado en condiciones de limitacion de magnesio es

consistente con lo reportado para otras levaduras y otros tipos de células.

Por otro lado, la limitacion de magnesio provocé una mayor acumulacion intracelular
de carotenoides (0.62 ug/mg). Se sabe que P. rhodozyma sintetiza carotenoides

como mecanismo de defensa, cuando enfrenta condiciones que desencadenan un
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estrés oxidativo debido a un desbalance redox en la cadena respiratoria (Chavez-
Cabrera et al., 2010; Martinez-Cardenas et al. 2018). Lo anterior sugiere que la
deficiencia de magnesio podria asociarse con una mayor generacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS).

Probablemente la deficiencia de magnesio ocasion6 en P. rhodozyma una
atenuacion en las enzimas de la glucodlisis, en el complejo de la piruvato
deshidrogenasa, en la actividad del ciclo del acido citrico (afectando principalmente a
la a-cetoglutarato deshidrogenasa), y por ultimo en la actividad de la ATP sintasa,
afectando la fosforilacidn oxidativa. La glucdlisis y el paso previo a la entrada del
ciclo del acido citrico son los primeros pasos para dar lugar a las vias de liberacion
de energia, entre ellas, la respiracion. La atenuacion de estos primeros pasos, pudo
haber ocasionado desde ese momento una ralentizacidén en la respiracion. De esto
se puede inferir que se obtuvo una baja concentracion de acetil-CoA, la cual es la
molécula que da entrada al ciclo del acido citrico, por lo que este paso de la
respiracion de igual manera se atenud. La deficiencia de magnesio afecta el correcto
funcionamiento de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa (Rodriguez-Zavala &
Moreno-Sanchez, 1998), por lo que se podrian estar acumulando los equivalentes
reducidos del ciclo del acido citrico: NADH y FADH,_ Existen trabajos publicados que
relacionan el mal funcionamiento de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa con
una fuente importante de generaciéon de ROS. Esta enzima favorece la sintesis de
ROS cuando en el medio se encuentra NADH (Tretter et al., 2005; MclLain et

al.,2011). Por otra parte, bajas concentraciones de magnesio afectan negativamente
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la actividad de la ATP sintasa (Rodriguez-Zavala & Moreno-Sanchez, 1998). Por lo
que una baja actividad de esta pudo haber ocasionado una baja produccién de ATP
debido a la deficiencia del sustrato ADP-Mg. La atenuacién en la fosforilacion
oxidativa pudo haber ocasionado una acumulacién de electrones en la cadena de
transporte de electrones, que sumado a que en el medio habia oxigeno disponible y
equivalentes reducidos (NADH y FADH;), se pudo haber estado favoreciendo la
sintesis de ROS. Existen otros trabajos que demuestran que la deficiencia de
magnesio provoca un dafio en la funcion mitocondrial. Esto conduce a un mal
funcionamiento en pasos clave del ciclo del acido citrico y de la fosforilacion
oxidativa, lo cual conduce a una pérdida de electrones en la cadena de transporte
electronica, generando una mayor produccion de ROS (Tretter & Adam-Vizi, 2005;
McLain et al., 2011, Zheltova et al., 2016). Este desbalance redox pudo haber estado

relacionado con el resultado del aumento en el contenido celular de carotenoides.

Esto también explicaria el por qué se alcanzé una menor concentracion maxima de
biomasa y de proteinas (aparte de que la deficiencia de magnesio también afecta la
division celular) y por lo tanto, un menor consumo de azucares. El crecimiento, el
consumo de azucares Yy la sintesis de proteinas se relacionan con la respiracion por
la generacion y uso de energia en forma de ATP. El segundo aumento que hubo de
concentracion de carotenoides en el intervalo de tiempo de 48-60 h (segunda caida
de gs) podria estar relacionado con el consumo de etanol. Hay trabajos que
demuestran que la oxidacién del etanol aumenta la relacibn de equivalentes

reducidos por equivalentes reductores (Jones, 1989; Watson et al., 2011). Por lo
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tanto, el consumo de etanol podria estar contribuyendo a un desbalance redox en

este periodo de acumulacion de carotenoides.

9. Conclusiones

El presente trabajo demuestra que la deficiencia de magnesio afecta negativamente
el consumo de oxigeno, la velocidad de consumo de azucares, la concentracion
maxima de biomasa y la concentracion maxima de proteina total alcanzada en un

cultivo de P. rhodozyma.

Debido a las diversas funciones biologicas atribuidas al magnesio en la célula, sobre
todo las que se atribuyen al metabolismo de generacion de energia, su deficiencia
podria estar relacionada con la estimulacion de ROS en P. rhodozyma, la cual
provoca estrés oxidativo. Lo que conllevdo a que en el cultivo con limitacién de

magnesio se alcanzara un mayor contenido celular de carotenoides.
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