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Introduccion. Los carotenoides son los pigmentos mas
ampliamente distribuidos en la naturaleza.  Su principal
funcién es proporcionar color y ser pigmentos accesorios de
la fotosintesis. Ademas, se sabe que pueden ser precursores
de compuestos con aromay sabor presentes en floresy frutos
(1). Entre dichos compuestos se encuentran las iononas, que
son muy apreciadas como aditivos en las industrias
aimentaria, tabacalera y de perfumeria.  Actuamente,
dichos compuestos se obtienen por sintesis organica, proceso
gue en ocasiones resulta costoso. Es por eso que se han
buscado alternativas biotecnoldgicas para producir estos
compuestos de 13 atomos de carbono.

Se aisl6 a una bacteria, identificada como Paenibacillus
amylolyticus la cual es capaz de crecer en un medio
complejo adicionado con ?-ionona y transformarla en
derivados reducidos con un mayor valor agregado. Se
detect6 una actividad enzimatica dependiente de NADPH en
e extracto intracelular del microorganismo, la cua se
determind espectrofotométricamente por desaparicion de la
coenzima a 340 nm. El objetivo del presente trabajo es € de
purificar y caracterizar dichaenzima.

Metodologia Se redizO6 una fermentacion  del
microorganismo en medio complejo adicionado con ?-
ionona. Luego de 48 h se elimind el medio de cultivo y las
células se rompieron por sonicacion, eliminando los restos
celulares. La porcion intracelular se precipitd
fraccionadamente con sulfato de amonio. Posteriormente la
fraccion que presentaba la actividad se sometio a
isoelectroenfoque (Rotofor, Biorad) y la fraccion en donde
se encontré la mayor actividad fue separada por HPLC,
utilizando una columna de intercambio catiénico
(sulfopropilo, Biorad). Una vez obtenida la enzima pura, se
obtuvieron sus pardmetros bioquimicos, pl, T y pH de
maxima actividad, Km y \max. El peso molecular de la
enzima se determiné por la técnica de MALDI-TOF, asi
como la secuencia de los primero 8 aminoécidos del extremo
amino-terminal. Por otro lado, se extrgjo € producto de
reaccion de la enzima, mismo que se caracterizO por
crometografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Resultados y discusion. El proceso de purificacion de la
enzima, se resume en la Tabla 1. El punto isoel éctrico resultd
ser de 4, la maxima activdad se obtieneapH 7 y 40°C. Se
determinaron los valores de Km y Vmax redizando una
determinacion de actividad enzimé&ica a diferentes
concentraciones de sustrato. A partir de estos datos, se

obtuvo el regrafico de Lineaweaver-Burke, obteniéndose un
valor de Km de 0.016 mM y una Vmax de 33815.3 U/mg
proteina.

Cuadro 1. Tabla de purificacion de la ?-ionona reductasa

Paso de Proteinal Avd | Aesp | F.P. %
purificacion | (mg/mL) | (U/mL) | (U/mg) Rendimiento
Extracto 5.16 333 65 1.0 100
inicial
Pp por salado 0.78 296 382 59 89
Rotofor 0.19 246 1257 | 19.5 74
Recirculacion | 0.095 222 2338 | 36.3 67
Rotofor
HPLC 0.0033 76 22985 | 356.5 23

A vol = Actividad volumétrica; A esp = Actividad
especifica; F.P:= Factor de purificacion

La enzima, tiene un peso molecular de aproximadamente 57
kDa, siendo su secuencia amino termina LPSRATVN. El
producto de la reaccion fue caracterizado como 7,8-dihidro-
?-ionona, primer compuesto reducido derivado de la ?-
ionona en la ruta de biotransformacion de este compuesto a
los compuestos presentes en el perfil del aroma a tabaco, por
lo que se sugiere la presencia de dos enzimas reductoras en
dicharuta(2)

Conclusiones. La enzima se purificO a homogeneidad
aproximadamente 356 veces. Se obtuvieron sus parametros
bioquimicos més importantes, asi como los primeros 8
aminoécidos del extremo amino terminal. El producto de
reaccion corresponde a la reduccién del doble enlace
exociclico de la ?-ionona, 7,8-dihidro??-ionona, por lo que
se piensa que la segunda reducciéon hasta 7,8-dihidro-?-
ionol, esllevadaa cabo por otraenzima.
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