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Resumen

Introduccion: Los carotenoides son fuente importante de actividades biologicas funcionales, tales como antioxi-
dantes o antimicrobianas, ademas de tener gran impacto a nivel industrial, ya sea en cosmética o suplementacion
animal en acuacultura. Se han reportado varias moléculas novedosas a partir de aislamientos en Latinoamérica,
principalmente en la Patagonia, Argentina. Sin embargo, no hay reportes en Colombia que evalten la produccion
de carotenoides en levaduras nativas pigmentadas. Objetivo: Se evaluo la capacidad de produccion de carotenoi-
des en levaduras nativas aisladas de lagos, rios y aguas residuales de la ciudad de Cali, Colombia. Materiales y
métodos: Se caracterizaron 30 levaduras provenientes de dos colecciones. De estas se obtuvo su biomasa, ren-
dimiento de carotenoides totales y produccion de B-caroteno. Las cepas promisorias fueron identificadas secuen-
ciando la region ITS1-5.8S-ITS2. Resultados: El mayor rendimiento en la extraccion de pigmentos se obtuvo
para las cepas P11A (84,36 + 5,24 ug/g) y Rhodotorula paludigena CS13 (56,26 + 7,08 pg/g), mientras que las
concentraciones mas altas de f-caroteno fueron 10,2 pg/mL (R. paludigena CS13)y 9,7 ug/mL (R. mucilaginosa/
alborubescens P10A). La cinética de crecimiento y produccion de pigmentos durante cinco dias fue 6ptima para
la cepa P11A, ya que hubo un aumento en el rendimiento de carotenoides totales 10 veces mayor (48 h: 109,62
ug/g, 120 h: 1403,10 pg/g). Conclusiones: En este estudio se encontrd que levaduras aisladas de sistemas acuati-
cos son promisorias para la produccion de pigmentos carotenoides (incluyendo -caroteno), siendo su extraccion
y caracterizacion viable para futuros estudios biotecnoldgicos.

Palabras clave: agua potable, agua residual, caroteno, lagos, pigmentos, Rhodotorula, rodotorulina, toruleno
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Abstract

Introduction: Carotenoids are an important source of biological activities, such as antioxidant or antimicrobial.
Also, carotenoids impact the cosmetic or food supplement industry, mainly in aquaculture. Several reports in
Latin America showed novel molecules, mainly in isolated strains in Patagonia, Argentina. However, in Colom-
bia, there are not reports about carotenoid production from pigmented wild yeasts. Objective: We assessed the
carotenoid production ability in wild yeasts isolated from lakes, wastewater and rivers located in Cali, Colombia.
Materials and methods: 30 yeasts were selected from two collections, each of them was characterized by the
biomass, yield of total carotenoids and f-carotene production. Promisor strains were identified with sequence
analysis of ITS1-5.8S-1TS2 region. The highest yield in pigment extraction was obtained by strains P11A (84,36
+ 5,24 ug/g) and Rhodotorula paludigena CS13 (56,26 + 7,08 pg/g), while higher concentrations of B-carotene
were 10,2 ng/mL (R. paludigena CS13) and 9,7 ug/mL (R. mucilaginosa/alborubescens P10A). The kinetics of
growth and pigment production for five days was optimal for the P11A strain, where we found an increasing 10-
fold higher (48 h: 109,62 ng/g, 120 h: 1403,10 ug/g). Conclusions: We suggest that yeasts isolated from aquatic
systems are promising for the production of carotenoid pigments (including -carotene), making their extraction
and characterization viable for future biotechnological studies.

Abstract Grafico

Keywords: Carotenes, drinking water, lakes, pigment, Rhodotorula, rhodotorulin, torulene, wastewater

INTRODUCCION

Los carotenoides son compuestos pigmentados tetrater-
penoides constituidos por multiples unidades isoprenoi-
des. La variacion en el numero de enlaces dobles de
polieno son los responsables de la coloracion percibida
por el ojo humano, que va del amarillo al rojo. Ademas,
la presencia de enlaces dobles conjugados de la cadena
poliénica conforman un cromoéforo (parte de la estruc-
tura responsable de la absorcion de luz visible y por lo
tanto el color del compuesto), cuya capacidad de absor-
cion de luz da lugar a los llamativos y caracteristicos
colores de estos pigmentos. Esto se debe al nimero de
dobles enlaces conjugados y la presencia de diferentes
grupos funcionales, los cuales determinaran en ultima
instancia las caracteristicas espectroscopicas propias de

104

cada pigmento (1). Estos carotenoides son compuestos
ubicuos en la naturaleza, presentes en diversas estruc-
turas de plantas y en gran variedad de animales, algas,
hongos y bacterias.

Los pigmentos son responsables del color de las flores y
frutos (favorecen la polinizacion y dispersion de semi-
llas), estructuras de animales (como las plumas y picos
de algunos péjaros), el exoesqueleto de crustaceos y el
musculo o la piel de algunos peces para otros fines, entre
otras funciones (1). Los pigmentos se clasifican en dos
grupos: carotenos y xantdfilas. Los primeros solo con-
tienen carbono e hidrogeno (por ejemplo el B-caroteno,
el licopeno, etc.) y se conocen mas de 600 compuestos.
Por otro lado, las xantdfilas contienen oxigeno en sus
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anillos terminales, como por ejemplo la luteina (2). Los
carotenoides pueden tener varios usos; el B-caroteno es
precursor de la vitamina A, componente antioxidante
(favorece la no aparicion del cancer) y puede prevenir
las enfermedades del corazon. El a-caroteno y la crip-
toxantina son compuestos antioxidantes. El licopeno es
un compuesto del tomate y es anticancerigeno (reduce
las probabilidades de cancer prostata, pulmon, estoma-
go, vejiga, pulmoén, entre otros) (3). En el caso de las
xantofilas: la luteina y la zeaxantina son pigmentos li-
posolubles de color amarillento que aparecen en algas,
bacterias y plantas y protege a estas contra radiacion
solar). La capsantina es un pigmento que se encuentra
en los pimientos rojos y también posee propiedades an-
tioxidantes (1-2, 4).

Se debe tener en cuenta que, en el mercado mundial la
produccion de la mayoria de los carotenoides corres-
ponde a los obtenidos mediante sintesis quimica (4). Sin
embargo, la creciente demanda de aditivos naturales se
debe a que los isdmeros naturales parecen ser mas acti-
vos que los sintetizados quimicamente, y la legislacion
es cada vez mas restrictiva sobre el uso de colorantes
artificiales. Ademas, su produccion a partir de fuentes
naturales es mas amigables con el medio ambiente (5).
Las propiedades antioxidantes beneficiosas que traen
los pigmentos para la salud humana y las propiedades
de los colorantes empleados a nivel industrial como
pigmentos naturales, generan un crecimiento en la de-
manda en la produccion de carotenoides (6).

Por esta razon, las levaduras pigmentadas han genera-
do interés por las posibles aplicaciones industriales, en
especial de alimentos y cosméticos. Las levaduras pro-
ductoras de carotenoides pertenecientes a los géneros
Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces, Spori-
diobolus y la especie Xanthophyllomyces dendrorhous
han sido estudiadas en otros trabajos (7, 8). Los géneros
Rhodosporidium y Sporidiobolus, son productores de
carotenoides como a-caroteno, -caroteno, toruleno y
torularodina (7, 8). Por otro lado, Xanthophyllomyces
dendrorhous ha sido utilizada industrialmente en la pro-
duccion de astaxantina.

Debido a la creciente demanda de aditivos naturales,
se estan desarrollando bioprocesos para la obtencion
de compuestos de interés industrial, en este caso pig-
mentos, con altos rendimientos de produccion, de bajo
costo y sin implicaciones toxicoldgicas. Por esta razon,
las estrategias biotecnologicas para producir pigmentos
naturales a partir de microorganismos, especificamente
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de levaduras, en donde se obtienen metabolitos secun-
darios con tonalidades especificas, sin efectos nocivos
para la salud y con multiples ventajas econémicas a ni-
vel industrial, es deseado. Ademas, la importancia del
potencial biotecnoldgico en la industria de generacion
de pigmentos de origen microbiano, como por ejemplo
la utilizacion de levaduras, que se encuentran en am-
bientes terrestres y acuaticos, ricos en nutrientes y con
una alta disponibilidad de agua, lo que les permite un
mejor crecimiento (7, 8). Estos pigmentos celulares
producidos por levaduras tienen un impacto menor en
el medio ambiente, los cuales tienden a degradarse fa-
cilmente (9). Por consiguiente, el objetivo de este traba-
jo fue evaluar el potencial de produccion de pigmentos
en levaduras nativas aisladas de sistemas acuaticos en
Cali, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Reactivacion de levaduras y caracterizacion morfo-
logica

Se seleccionaron 27 levaduras en esta investigacion a
partir de dos colecciones de levaduras, cuyas fuentes de
aislamiento fueron rios, aguas residuales de la ciudad
de Cali (10) y lagos de la Universidad del Valle (11). Se
realizoé el aislamiento de cada cepa de levadura en medio
solido GYP (extracto de levadura 0,5% (p/v) (Scharlau,
Barcelona, Espafia) peptona 1% (p/v) (Merck, Darms-
tadt, Alemania), glucosa 2% (p/v) (Panreac, Barcelona,
Espaia), y agar bacteriologico 2% (p/v) (Panreac, Bar-
celona, Espafia), siembra por agotamiento en cajas Pe-
tri, para la recuperacion de cada cepa sin ninguna con-
taminacion. Estas se incubaron durante 2 a 3 dias entre
20 a 25°C. Finalmente, cada aislado fue crioconservado
usando caldo GYP y glicerol 30% v/v a -20°C y en agar
GYP inclinado con aceite mineral estéril.

Cada levadura fue agrupada de acuerdo con sus caracte-
risticas morfoldgicas teniendo en cuenta su crecimiento
en medio GYP. Se realiz6 una cuadricula de 1 cm por
cada lado en la base de la caja Petri. Luego de ello, se
tomo cada cepa de levadura con palillos estériles, colo-
candolos en el medio solido, dejando un espacio para el
crecimiento. Se incubaron entre dos a tres dias a tem-
peratura ambiente. Se realizaron las descripciones ma-
croscopicas con el estereoscopio (Carl Zeiss), tomando
en cuenta el color, borde, superficie, forma, aspecto,
elevacion y consistencia. En el caso de las descripcio-
nes microscopicas se realizaron con el microscopio
tomando en cuenta la forma de la célula y su tipo de
reproduccion.
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Extraccion de carotenoides

Se seleccion6 un representante de cada morfotipo y se
cultivo por duplicado durante cinco dias a temperatu-
ra ambiente en medio solido MMS (Glucosa 1% (p/v),
extracto de levadura 0,1% (p/v), (NH,),SO, 0,2% (p/v)
(Panreac, Barcelona, Espafia), KH,PO, (Panreac, Bar-
celona, Espafia), MgSO,+7H,0 0,05% (p/v) (Panreac,
Barcelona, Espafia), CaCl,*2H,0 0,0075% (p/v) (Schar-
lau, Barcelona, Espafia) y Agar Bacteriologico 2% p/v
(Panreac, Barcelona, Espafia)). Para la extraccion de
pigmentos se usaron dos tubos de microcentrifuga para
cada levadura. A cada tubo se le adicioné 1 mL de di-
metilsulfoxido (DMSO, Panreac, Barcelona, Espafia) y
se le afiadié la biomasa de las cajas de Petri. Luego,
se coloco en el vortex a maxima velocidad por 5 min.
Posteriormente, se colocaron los tubos en bafio maria a
55°C 10 minutos y luego 10 min en vortex, repitiendo
este proceso durante una hora. Al cabo del tiempo se
centrifugaron a 8000 r.p.m durante 5 min para después
trasvasar el sobrenadante a un tubo conico refrigerado y
cubierto con papel aluminio a 0°C (protegido de la luz).
Al precipitado, se le adiciond 1 mL de acetona (Chemi,
Medellin, Colombia) a 5 °C y se agité durante 5 mi-
nutos en el vortex, al terminar el tiempo se centrifugo
a 8000 r.p.m durante 2 minutos (este procedimiento se
repiti6 hasta que no se observaron mas pigmentos en el
pellet) y el sobrenadante se transfirié a un tubo conico
refrigerado. Al tubo conico refrigerado con los pigmen-
tos se agrego 1,5 mL de solucion saturada de NaCl y 1
mL de hexano (Merck, Darmstadt, Alemania), se agito
en el vortex durante 1 minuto y se centrifugd a 4500
r.p.m. por 5 minutos (con hexano y los pigmentos). Se
transfirio la fase que contiene hexano a un frasco color
ambar/caramelo. La cuantificacion de los pigmentos ex-
traidos se desarrollo por la técnica de espectrofotome-
tria en donde el blanco fue el hexano grado cromatogra-
fico. El rendimiento de carotenoides totales, en pug/g, se
determin6 empleando la ecuacion 1 (12).

(Abs * Volumen * 10" 7

(CE * Biomasa~r)

(ecuacion 1)

)

Carotenoides =

 ABS = absorbancia a 485 nm

*  Volumen = volumen de cultivo en mL

* CE = coeficiente de extincion del carotenoide en
hexano = 2592

* Biomasa = peso seco de la biomasa
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Cuantificacion de p-caroteno por HPLC

Por medio de cromatografia liquida de alto desempe-
fio (HPLC) se realizo la cuantificacion del contenido de
B-caroteno presente en las representantes de cada mor-
fotipo. Para la determinacion cuantitativa de los caro-
tenoides se utilizo el area del pico cromatografico para
correlacionarlo con la concentracion del analito en la
muestra. Como las 4reas de los picos cromatograficos
de las muestras quedaron comprendidas entre las areas
de los picos cromatograficos de los estandares, se uso
para determinar la ecuacion de la recta y su concentra-
cion. Se cuantifico el B-caroteno por comparacion del
tiempo de retencion y la absorbancia espectral del pico
detectado a 450 nm fue interpolada con la curva de ca-
libracion, utilizando B-caroteno (Sigma, St. Louis, MO)
como estandar.

Cinética de crecimiento y seleccion cualitativa

Se tomo un aislado del morfotipo seleccionado que pro-
dujo mayor concentracion de B-caroteno y rendimiento
de la extraccion de pigmentos, el cual se agregd en un
tubo con 3 mL de medio GYP, y se dejo crecer durante
2 a 3 dias incubado a temperatura ambiente (por tripli-
cado). Se estandariz6 un inoculo a 1x10° cel/mL, en 100
mL de medio minimo sintético MMS liquido. La cinéti-
ca se realiz6 durante cinco dias a temperatura ambiente
y se tomaron muestras a las 0, 3, 6, 9, 24, 48, 72,96 y
120 horas tomando una alicuota de 1 mL en tubos de
microcentrifuga previamente pesados por duplicado. Se
evaluaron las siguientes variables: turbidez (absorban-
cia a 600 nm), contenido de sustrato a través del método
DNS (13), biomasa seca (g/L) y produccion de carote-
nos totales (ug/mL).

Identificacién mediante técnicas moleculares

El ADN genémico de las levaduras fue extraido utili-
zando el Kit Genelet (Thermo Fisher Scientific). La
concentracion y calidad del ADN obtenido se verifica-
ron mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v),
tefiidos con GelRed y visualizados en luz UV con el
fotodocumentador SmartDoc 2.0 (Accure). Se ampli-
fico la region ribosémica ITS1-5.8S-ITS2 utilizando
PCR, con los cebadores ITS1 e ITS4. Las condiciones
de amplificacion fueron las siguientes: un ciclo inicial
a 94°C durante 5 min, 35 ciclos a 94°C durante 15 s,
55°C durante 45 s, 72°C durante 90 s y un ciclo de ex-
tension final a 72°C por 6 min. Seguidamente, los pro-
ductos de PCR se examinaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1,5% (p/v) a 50 V durante 45 min y
se verifico visualizdndolo bajo luz UV usando el foto-
documentador SmartDoc 2.0 (Accure). Los productos
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de PCR fueron purificados usando el Kit Exo-SapIT
(Gene Rabbit) y fueron enviados a secuenciacion por
el método de Sanger (Universidad Nacional, Bogota).
Posteriormente, las secuencias fueron editadas manual-
mente y comparadas con las secuencias de cepas tipo
publicadas en la base de datos GenBank y Mycobank
usando el algoritmo BLAST. Identidades iguales o su-
periores a 98,41% confirmaron la identificacion a nivel
taxondmico de especie (14).

RESULTADOS
En este estudio se realizé un screening de 27 levadu-
ras con pigmento de su colonia (Tabla 1), de las cua-

les se selecciond un representante de cada morfotipo,
teniendo en cuenta sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas. Las levaduras seleccionadas fueron las
cepas CS7A, CS11, CS12A, CS13, CS20B, CS17A,
CS9A, P10A, P11A, M23B, B2, LC094B y LCO71A.
También se identificaron las cepas a través de la secuen-
cia ITS1-5.8S-ITS2. Las identidades de las secuencias
analizadas estuvieron entre 97,99% a 100%. Sin embar-
g0, se presentd una ambigiiedad con las cepas P10A y
CS9A contra dos especies: R. mucilaginosa y R. albo-
rubescens.

Tabla 1. Agrupacion de levaduras por morfologia de sus colonias, descripcion microscopica de cada representante (negrita) e
identificacion molecular. Crecimiento en medio Agar GYP durante 48h. N.I.: no identificada.

Cepas Descripciones macros-  Descripciones mi- Fuente de aisla- Identificacion Caodigo acceso
copicas de la colonia croscopicas miento Genbank
CS7A, Circular, Salmon,
CS15, entero, lisa, himedo, Canal Sur, Rio
CS10, CS1, B, Cauca
CS6
M Célula ovalada, Ge- Rio Melénd N.L
6 macion (monopolar) 1o Melendez
Planta de trata-
P93 miento de aguas
residuales (PTAR)
Circular, naranja melén,
lobulada, rugosa, buti-
rosa, convexa, brillante,
i a Célula cilindrica, Canal Sur, Rio N.L
CS12A, el Gemacion (bipolar) Cauca
CS14 .t *
2
- _’r_-'h 1
P10A, Circular, roja, entero,
P8, P10B, rugosa, cremosa, plana,
P10B1 brillante, blanda. PTAR. Rhodotorula
Célula cilindrica, Ge- mucilaginosa- MT161376
macion (monopolar) Rhodotorula
alborubescens
107
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Circular, naranja, entero,
lisa, himedo, convexa,

brillante, blanda.
oy Rhodotorula
M10, .. ¥ _ Célula redonda, Ge- Rio Meléndez paludigena MT161375
M23B macion (monopolar)
Circular, naranja, ente-
ro, lisa, butirosa, plana,
brillante, cremosa.
2 \ | Lagos de la Uni-  Rhodotorula MT161373
LEO074, Célula ovalada, Ge-  versidad del Valle  paludigena
LCO071A macion (monopolar)
Circular, naranja oscuro,
entero, rugosa, hiime-
do, convexa, brillante, Célularedonda, Ge-  Lagos delaUni-  Rhodotorula MT161374
mucoide. macion (monopolar)  versidad del Valle  paludigena
LCO94B
Circular, naranja, entero,
lisa, butirosa, convexa,
brillante, blanda.
o Célula ovalada, Ge- Canal Sur, Rio Rhodotorula MT161369
Cs11 macion (bipolar) Cauca paludigena
Circular, rosa coral,
entero, lisa, cremosa,
convexa, brillante,
CS20B mucosa.
Célula ovalada, Ge- Canal Sur, Rio Rhodotorula MT161371
macion (monopolar) Cauca paludigena
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Circular, naranja, entero,
rugosa, himedo, hundi-
do, opaca, mucoide.

Célula ovalada, Ge- Canal Sur, Rio Rhodotorula MT161370
CS13 macion (monopolar) Cauca paludigena
Irregular, roja oscura, Planta de trata-
entero, lisa, arenosa, miento de aguas
PI11A convexa, brillante, residuales (PTAR)
cremosa.
Célula redonda, Ge- N.I.
macion (bipolar) Canal Sur, Rio
Cauca
CS18
Circular, naranja ambar,
entero rugosa, cremo-
CS9A, sa, convexa, brillante,
CS9B, CS9 mucoide. Célula ovalada, Ge- Canal Sur, Rio Rhodotorula
macion (monopolar) Cauca mucilaginosa- MT161372
Rhodotorula
alborubescens
Irregular, naranja,
lobulada, lisa, hume-
do, convexa, brillante,
blanda.
CS17A Célula cilindrica, Ge- Canal Sur, Rio N.L
macion (monopolar) Cauca

En la Tabla 2 se muestra la extraccion de pigmentos el Anexo 1. Las tres cepas con mayor concentracion de
iniciando con la biomasa inicial de cada muestra segui- p-caroteno fueron R. paludigena CS13 (10,2 pg/mL),
da del rendimiento de cada levadura y concentracion  R. mucilaginosa/R. alborubescens P10A (9,7 ng/mL) y
de B-caroteno cuantificado por HPLC. La curva de ca- P11A (7,5 pg/mL), por lo que fueron seleccionadas para
libracion y cromatogramas obtenidos se encuentran en el estudio de la cinética de crecimiento
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Tabla 2. Extraccion de pigmentos carotenoides de cepas de levadura preseleccionadas y caracterizacion de pigmentos por

HPLC de los representantes de cada morfotipo.

Cepa Biomasa usada en extraccion (mg)  Rendimiento de carotenoides Concentracién de B-caroteno
totales (ug/g) (ng/mL)
PI1A 88,90 84,36 +£5,24 7,5
LC71A 88,90 62,99 + 3,94 5,6
CS13 181,30 56,26 + 7,08 10,2
P10A 177,90 54,53 + 6,73 9,7
M23B 152,03 54,61 +5,76 8,3
LC094B 217,03 42,40 + 6,35 9,2
CSI12A 100,00 37,00 £ 2,54 3,7
CS20B 237,36 34,12 + 5,56 8,1
CS7A 273,36 25,96 + 4,82 7,1
CS9A 186,86 18,73 £2,34 3,5
CS11 188,06 10,10 £ 1,21 1,9
CS17A 130,23 6,14 +0,47 0,8

La Figura 1 muestra las cinéticas de crecimiento, con-
sumo de glucosa y produccioén de pigmentos durante
120h para las cepas R. paludigena CS13, R. mucilagi-
nosa/alborubescens P10A y P11A. La concentracion
celular de la cepa R. paludigena CS13 (Figura 1A) en
las primeras 9 h fue estable, sugiriendo que durante ese
periodo de tiempo ocurri6 la adaptacion al medio de
cultivo. Por otro lado, no se observo la fase estaciona-
ria. Finalizadas las 120 h de cinética, en el medio de
cultivo alin se detectaba glucosa, indicando que aproxi-
madamente el 50% fue consumida. Finalmente, no se
observé un aumento en el rendimiento de pigmentos
entre 48 y 120h (913,65 pg/g). La cepa P11A (Figura
1B), por el contrario, mostr6é en su cinética fases lag,
exponencial y estacionaria. Sin embargo, el consumo
de glucosa finalizadas las 120 h no fue completo. El

CS13, Rhodotorula paludigena

2.0 2.0

- abs600nm
- [Glucosa] mM
«# [pigmento] mg/mL

ww [ys0on19]

0.5 0.6

P11A

- abs600nm
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rendimiento de pigmentos carotenoides aumentd entre
48 y 120 h, pasando de 35,83 ng/g hasta 98,92 ug/g. La
cepa R. mucilaginosa/alborubescens P10A (Figura 1C)
tampoco consumio6 toda la glucosa, ya que se determin6
la presencia de esta al finalizar la cinética (120 h). La
fase lag ocurri6 durante las primeras 9 h, mientras que
alcanz6 su fase estacionaria en 48 h. Al contrario que
las otras cepas, el rendimiento de pigmentos carotenoi-
des aument6 de 109,62 pg/g alas 48 ha 1403,10 pg/ga
las 120 h, mostrando una acumulacién 10 veces mayor
entre las 48 y 72 h. Comparando las graficas, en el caso
de la concentracion celular durante las 120 h, para la
cepa CS13 su concentracion maxima fue a las 72 h con
6,6x10° cel/mL, para la cepa P11A fue a las 120 h con
9,9 x10° cel/mL y para la cepa P10A a las 120 h produjo
5,7 x10° cel/mL.
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Figura 1. Cinética de crecimiento y produccion de pigmentos de las cepas R. paludigena CS13 (A), P11A (B) y R. mucilagi-

nosa/alborubescens P10A (C).

DISCUSION

Al realizar la busqueda de las cepas, se observaron y
clasificaron de acuerdo a su morfotipo y a su pigmenta-
cion. Esta ltima caracteristica puede variar dependien-
do de las condiciones del medio de cultivo (15). En el
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caso del medio GYP, este tiene mas cantidad de glucosa
y extracto de levadura, que el medio MMS, que es in-
ductor de pigmentos. Ademas, el MMS contiene sales
como el sulfato de amonio que actia como fuente de
nitrégeno inorganico (necesario para la multiplicacion
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de las levaduras y su conservacion en actividad duran-
te toda la duracion de la fermentacion). El sulfato de
amonio es de rapida asimilacion para las levaduras y es
necesario en este medio para la sintesis de aminoacidos
y proteinas. Otra sal del medio MMS es el fosfato dipo-
tasico, que sirve como fuente de fosforo y potasio, con-
trola la acidez del medio y es un estabilizante durante
la fermentacion. El sulfato de magnesio heptahidratado
sirve como fuente de magnesio, el cual es cofactor de
muchas enzimas, funciona también como estabilizante
durante la produccion de carotenos (15). Finalmente, el
cloruro de calcio dihidratado es un componente integral
de la pared celular de las levaduras, ademas de controlar
la acidez y mejorar el proceso de la fermentacion.

En cuanto a la identificacion a nivel de especie de las
cepas de levaduras seleccionadas, se determiné la es-
pecie R. paludigena para seis de las cepas selecciona-
das como morfotipos. En el caso de dos cepas, P10A
y CS9A, el analisis mostré una ambigiiedad entre R.
mucilaginosa y R. alborubescens. Respecto a estas es-
pecies, la primera vez que se describid Sporobolomyces
alborubescens fue en 1930 (16). En el 2011 fue renom-
brada como un sinénimo de R. mucilaginosa (17). Sin
embargo, en 2015 nuevamente fue separada y renom-
brada como R. alborubescens (18), a pesar que en los
diferentes arboles filogenéticos reconstruidos aparecen
en el mismo clado (18). Por lo tanto, la region ITS se-
cuenciada no consigue resolver la identificacion a nivel
taxondmico de especie (19) y se debe buscar una nueva
estrategia que permita identificarlas sin ambigiiedades.

En cuanto a la produccion de carotenoides, en todas
las cepas evaluadas se logré extraer y cuantificar el
B-caroteno, siendo tres cepas, R. paludigena CS13, R.
mucilaginosa/R. alborubescens P10A y P11A mostra-
ron tener las mayores concentraciones de [-caroteno.
Los carotenoides de acuerdo con su estructura se ex-
traen con solventes polares o apolares. El cloruro de
sodio no extrae el pigmento, si no que contribuye a me-
jorar la extraccion al deshidratar las células por efecto
de la 6smosis (20). E1 DMSO es uno de los solventes
mas utilizados en la ultima década para la extraccion de
pigmentos fotosintéticos en diferentes tejidos vegetales,
debido a la estabilidad de los extractos y su gran poder
de extraccion (21). La acetona y el hexano se usaron
para evitar la formacion de emulsion, la cual es dificil
de deshacer y ocasiona pérdidas de carotenoides que
se quedan en la fase acuosa (21). Cada uno de estos
solventes ayudo a obtener un buen rendimiento en la
extraccion notandose que durante el experimento el pre-
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cipitado quedo sin pigmentacion visible.

Relacionado con la extraccion de pigmentos se han uti-
lizado diferentes solventes. Por ejemplo, etanol abso-
luto para extraer 1,29 mg de carotenoides totales de R.
mucilaginosa (22), 44,98 mg/L. de carotenos de Halo-
ferax sp. (23) y 240 pg/g en R. glutinis (24). Por otro
lado, éter dietilico y DMSO en la extraccion de pig-
mentos en R. mucilaginosa, R. glutinis y R. minuta (25).
acetona para extraer 64,51 mg/L de carotenoides totales
en Rhodosporodiobolus poonsokiae, Rh. ruineniae y R.
paludigena (26). De acuerdo con lo anterior, la estrate-
gia utilizada en este trabajo, utilizando DMSO y aceto-
na concuerda con varias de las estrategias empleadas en
este campo.

Para caracterizar mejor las cepas con las concentra-
ciones mas elevadas de B-caroteno, se realizaron unas
cinéticas de crecimiento, evaluando la concentraciéon
celular, la produccion del caroteno y el consumo de glu-
cosa durante 120 h. Trabajos anteriores han reportado
curvas de crecimiento que varian de 72 a 120 h. Por
ejemplo, fue utilizada la cepa R. mucilaginosa UNALL-
001L en medio YM, la cual presenté un comportamien-
to tipico de crecimiento microbiano con una fase de la-
tencia menor a 6 h, una fase exponencial de 60-70 h y
una fase estacionaria que se prolong¢ hasta el final del
experimento (144 h). Con relacion a los azlcares re-
ductores, se alcanzo6 una eficiencia de consumo de 76%
y el méximo crecimiento de la levadura se obtuvo con
5,3g/L. En un estudio de mapeo de 8 cepas de R. muci-
laginosa, obtuvieron 4.9-5.7 g de biomasa seca a las 72
h de crecimiento, mientras que las tasas de crecimiento
del género Rhodotorula variaron entre 0,01 y 0,1 (27).
En un estudio donde se compard una cepa silvestre de
levadura con una modificada por medio de mutagenesis
(radiacion UV), se observd que, mientras la cepa nati-
va produjo 2,2 mg/L en 72 h, la levadura mutagenizada
aumento la produccion a 33 mg/L en el mismo perio-
do de tiempo, mas de 15 veces la concentracion de la
cepa silvestre (28). Actualmente la mayor produccion
de carotenos por una cepa de R. mucilaginosa es de 12,5
mg/L (B-caroteno) y al utilizar glicerol como fuente de
carbono, R. glutinis es capaz de producir 35,2 mg/g de
B-caroteno (29). Esto sugiere que las cepas del género
Rhodotorula tienen el potencial de aumentar su produc-
cion de carotenos a niveles similares a los 130 mg/L en
las condiciones apropiadas (30).

En este estudio, la cepa P10A present6d un mayor rendi-
miento que las otras dos cepas (CS13, P11A; Figura 1).
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También, la producciéon maxima de carotenoides tota-
les fue de 1403,10 pg/g, y 76% de consumo de glucosa
al finalizar la cinética. En el caso de la produccion de
carotenos fue de 7.2 mg/L (B-caroteno). La cepa usada
en este estudio no solo produjo una cantidad de caro-
teno totales mayor, sino que también su produccion de
B-caroteno fue mejor frente a otros estudios (24-28).
Cabe resaltar que las diferentes investigaciones men-
cionadas se han realizado en condiciones diferentes,
tales como el uso de cepas mutagenizadas, y la utili-
zacion de glicerol o desechos industriales como fuentes
de carbono, etc., mientras que en el presente trabajo, los
niveles de produccion de B-caroteno se consiguieron en
condiciones normales en medio de cultivo MMS.

En conclusion, se determind que la metodologia utili-
zada para la extraccion fue exitosa ya que todos los ais-
lados evaluados presentaron carotenos totales, dejando
el pellet totalmente blanco. Ademas, el empleo de la
técnica de cuantificacion por HPLC no solo facilito la
caracterizacion del B-caroteno sino también la cantidad
que puede tener una muestra. Los resultados obtenidos
mediante el protocolo de extraccion de carotenos totales

Material suplementario

con solventes apolares y polares, que se obtuvo con las
tres cepas seleccionadas (CS13, P10A y P11A) mostrod
que el mejor rendimiento de carotenos totales fue de
la cepa P10A con 1403,1 pg/g y concentraciones de
B-caroteno de 7,5 pg/mL. Fueron identificados dos es-
pecies de 13 morfotipos, perteneciendo todos al género
Rhodotorula. Estudios posteriores podran determinar la
eficiencia de produccion de estas cepas en sustratos de
bajo costo, tales como residuos agroindustriales.
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anexol: Curva de calibracion del B-caroteno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
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