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Luteina, peroxidasas, Geotrichum sp

Introduccion. Geotrichum sp. se aislé por su capacidad para
degradar luteinay generar compuestos volatiles. Cuando este
microorganismo actla en conjunto con Paenibacillus
amilolitico, la degradacion de luteina es mayor y los
compuestos volétiles que se forman tienen un fuerte aroma a
tabaco. Sin embargo, encontramos que las proteinas
responsables de la ruptura bio-oxidativa de la luteina son
inducibles en Geotrichum sp. y se excretan a medio de
cultivo debido a la presencia de luteina. De las proteinas
excretadas al medio de cultivo, se ha logrado identificar una
peroxidasa de aproximadamente 88.5 kDay |0s compuestos
gue se han obtenido in vitro por la degradacién enzimética
delaluteina son beta-iononay 3-hidroxi-beta-ionona.
Metodologia Las fermentaciones se realizaron como se
reporto antes por Sanchez-Contreras et. a.> A las 36 h de
fermentacion, del medio de cultivo libre de células, se
obtuvo proteina enriquecida por precipitacion fraccionada
con sulfato de amonio (0-60%), la proteina precipitada se
dializ6 y se concentré empleando membranas de centricon,
los extractos proteicos se resuspendieron en buffer de
fosfatos (0.1mM), pH=7.0 y se cuantificaron por el método
de Lowry. Los extractos se separaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida con y sin SDS. A los geles nativos,
se les realiz6 un zimograma para determinar la actividad de
peroxidasa (POD), para ello se adapté el método reportado
por Civello et a’. A la enzima aislada, con actividad de
peroxidasa, se le determino la capacidad de degradar luteina
in vitro, se determino la actividad de degradacion de luteina
(LUT) y adicionalmente, se uso cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG/SM) para
identificar los compuestos volétiles generados in vitro. La
degradacion in vitro se rediza a pH 7 y temperatura
ambiente midiendo por espectrofotometria durante 60 min.

Resultados y discusion. Cuando Geotrichum sp. es crecido
en presencia de luteina se excretan a medio de cultivo
proteinas de diferente peso molecular (fig 1A). En los
zimogramas con geles nativos se detectd la actividad de
peroxidasa para una proteina de aproximadamente 88.5 kDa.
Esta enzima semipurificada (fig 1B) tiene una actividad
especifica de POD de 0.82U. Esta actividad es relativamente
ata si la comparamos con una peroxidasa comercial como la
de la raiz de rdbano blanco (Armoracia rusticana). De las
peroxidasas reportadas, aisladas principal mente de soya, se
sabe que alcanzan una actividad especifica entre 10-100
veces menor a la que alcanza la peroxidasa de rébano. En
este sentido es relevante mencionar que la peroxidasa de
Geotrichum 9. alcanza cerca del 50 % de la actividad que
alcanzala peroxidasa de rabano blanco.
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Fig.1 Gel de poliacrilamida 12 %. proteina enriquecida del medio
de cultivo de Geotrichumsp (A) (1) con luteinay (2) sin luteina.
(3) Marcador de peso molecular (B)(1) extracto crudo (2)
semipurificacion (3) enriquecimiento.

La actividad de LUT se resume en €l cuadro 1 y aunque la
degradacion es muy lenta, los compuestos que se obtienen
por la degradacién enzimatica de la luteina in vitro son los
mismos productos de la degradacion reportados antes, la 3-
hidroxi-beta-iononay la beta-ionona’.

Cuadro 1. Actividad especifica de degradacion de luteina.

LUT (U) POD (V)
Extracto crudo 0.0126 0.15
Extracto semi purificado 0.0328 0.82
Extracto enriquecido 0.0370 0.85
(21U delLUT) =1pumol de luteina degradada/min.mg de proteina

(1U de POD)=1pmoal de tetraguayacol/min.mg de proteina

Conclusiones. Geotrichum sp. es capaz de degradar luteina
y zeaxanting, fragmentando la molécula en la posicion 9,10
para producir beta-ionona y 3-hydroxi-beta-ionona. La
peroxidasa se induce por la presencia de luteina en el medio
decultivoy es detipo extracelular.
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