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RESUMEN

Actualmente hay una creciente demanda en el uso de fuentes microbianas para la
obtencion de carotenoides, ya que los pigmentos microbianos representan grandes
ventajas a nivel industrial ademas de ser una potencial alternativa al uso de
colorantes sintéticos. Entre las distintas fuentes microbianas de carotenoides son de
especial interés comercial las especies de Rhodotorula, debido a que este género de
levadura es conocido por su alto rendimiento de carotenoides asociado a su
naturaleza unicelular y alta tasa de crecimiento. Por lo tanto, se evaluo6 el efecto de
cuatro relaciones carbono/nitrogeno (C/N), cuatro diferentes colores de luz y tres
diferentes intensidades luminosas sobre el rendimiento y productividad de
carotenoides totales (CT). Se concluyé que, entre las diferentes relaciones C/N
empleadas, la de 58 es la mas adecuada, reportando una productividad de CT hasta
103.4 % mayor que la relacion C/N de 23. Por otro lado, a pesar de que la relacion
C/N de 105 mostro el rendimiento mas alto (24.76 + 5.52 ug/g), la relacion C/N de 58
sigue siendo una opcion atractiva debido al ahorro de materia prima. Ademas, se
concluy6 que la luz verde gener6 la mayor estimulacion de la ruta de carotenoides,
ya que a una intensidad alta reporté un rendimiento 12.3 % mayor que el obtenido
por los tratamientos sin luz, ademas de que fue el unico color de luz que mostré una
correlacion directamente proporcional entre la intensidad luminosa y la productividad
de CT. Por lo tanto, el empleo de luz verde a una intensidad alta como factor
estimulante de la carotenogénesis en R. mucilaginosa resulta prometedor para la
obtencion de colorantes naturales a nivel industrial.



1. ANTECEDENTES

1.1 Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenoides los cuales consisten de ocho unidades de
isopreno, por lo que son altamente insaturados y liposolubles. Sus dobles enlaces
conjugados les confieren varias caracteristicas como la reactividad quimica,
absorcion de luz, actividad antioxidante, y son determinantes de la pigmentacion y
coloracién. Los carotenoides son la clase de pigmentos mayor distribuida en la
naturaleza y, por lo tanto, los pigmentos naturales mas estudiados (Aksu y Tugba
Eren, 2005; Sharma y Ghoshal, 2020). Se pueden encontrar estas moléculas en
frutas, verduras, microalgas, liquenes, bacterias, hongos y levaduras (Hu y Wang,
2018; Rodrigues y col., 2019; Sharma y Ghoshal, 2020). Ademas, estos pigmentos
son responsables del color amarillo, naranja y rojo de la mayoria de las frutas y

vegetales (Bonadio y col., 2018).

Gracias a su aislamiento y caracterizacion se han podido identificar mas de 600 tipos
de carotenoides y se clasifican dependiendo de la presencia o no del oxigeno en su
estructura molecular como xantéfilas o carotenos, respectivamente (Figura 1)

(Campos-Vega y Dave Oomah, 2013).
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Figura 1. Ejemplos de carotenoides dentro de sus respectivas clasificaciones
(adaptada de Campos-Vega y Dave Oomah, 2013).

1.1.1 Importancia de los carotenoides en la industria alimentaria

Los colorantes artificiales son normalmente afadidos a los alimentos para mejorar
su apariencia, compensar la pérdida de color durante el procesamiento, y para
asignar una entidad de color y sabor a los alimentos. Tienen varias ventajas como:
un costo de produccion bajo, alta eficacia a bajas concentraciones, y una estabilidad
quimica alta al calor, pH, luz u oxigeno (Rana y col., 2021). Sin embargo, en los
ultimos afios el uso de colorantes sintéticos en los alimentos ha empezado a generar
preocupaciones respecto a efectos adversos en la salud relacionados con su
consumo. Algunos ejemplos son: alergenicidad, sindrome de hiperactividad en los
nifos, neurotoxicidad, genotoxicidad y carcinogenicidad. Lo anterior ha provocado
una creciente demanda del consumidor por alternativas naturales (Corradini, 2018).



Los carotenoides, ademas de ser utilizados como colorantes naturales de alimentos,
estan siendo integrados en el mundo de los nutracéuticos, siendo de especial interés
los carotenoides pro-vitamina A como el B-caroteno (Sharma y Ghoshal, 2020). Asi
mismo, estos pigmentos estan relacionados con importantes actividades biologicas
debido a sus propiedades antioxidantes (Figura 2) (Hu y Wang, 2018; Rodrigues y
col., 2019). Por otro lado, los carotenoides también destacan por su actividad
fotoprotectora, ya que tienen la capacidad de absorber la luz azul y ultravioleta,

conocidas por ser dafiinas para la vista (Campos-Vega y Dave Oomah, 2013).

Fortalecimiento del
sistema inmunitario

Reduccidn del riesgo
de enfermedades Actividad
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cardiovasculares

Prevencion de la
formacion de
cataratas

Prevencion de la
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macular

Figura 2. Actividad antioxidante con beneficios a la salud (Hu y Wang, 2018).

Hasta hace mas de cinco décadas, las plantas han sido utilizadas como fuente de
carotenoides. Sin embargo, su produccion industrial tanto por la extraccion de tejidos
de plantas como por la sintesis quimica no es econdmicamente atractiva debido al

bajo rendimiento y costos de produccidn, asi como limitaciones en la disponibilidad



de las fuentes naturales. Por lo anterior, y tomando en cuenta la creciente demanda
por el uso de colorantes naturales, se han examinado nuevas fuentes alternativas
como lo son los microorganismos productores de pigmentos (Tkacova y col., 2017;
Garcia-Cortes y col., 2021).

Comparado con las plantas, los pigmentos microbianos son mas estables,
economicamente viables, no dependientes de las variaciones estacionales, dociles
al mejoramiento del rendimiento y facilmente extraibles. Ademas, el uso excesivo de
cultivo microbiano para la produccién de carotenoides no es dafino para la
biodiversidad y medio ambiente (Rana y col., 2021). Finalmente, usar fuentes
microbianas para la obtencion de carotenoides permite acceder a una gran variedad
de colores disponibles, la cual sobrepasa los limites de la extraccidn convencional
(Sharma y Ghoshal, 2020).

1.1.2 Microorganismos como fuente de carotenoides

Es bien conocido que la produccion de pigmentos en los microorganismos se puede
dar de forma intracelular y extracelular. Ademas, para elegir el microorganismo
adecuado se debe tomar en cuenta que debe ser facil de cultivar, esto significa tener
una tasa de crecimiento y productividad alta en un espacio y tiempo reducidos, asi
como ser capaces de crecer en una amplia variedad de fuentes de carbono y
nitrogeno (Rana y col.,, 2021). También, hay que recordar que no todos los
microorganismos productores de carotenoides son de interés comercial. Las
levaduras han demostrado poseer varias ventajas sobre otros microorganismos
carotenogénicos. Por un lado, pueden aprovechar diferentes fuentes de carbono y
nitrogeno para la sintesis de estos colorantes naturales, haciendo sencillo el cultivo
de levaduras en comparacion con otros microorganismos (Dias-Rodrigues y col.,
2019). Ademas, las especies de levadura pigmentadas son capaces de sintetizar una
gran variedad de carotenoides, incluyendo una alta cantidad relativa de pigmentos
naturales como el toruleno y la torularodina en el caso del género Rhodotorula, los
cuales hasta 1990 eran considerados carotenoides poco comunes en la naturaleza,



ya que, hasta ahora, no se han encontrado cantidades relativamente predominantes
de ambos carotenoides en otros microorganismos carotenogénicos, como las
especies nativas de Sporobolomyces y Sporidiobolus (Zoz y col., 2015; Kot y col.,
2018). Ademas, no se ha reportado la sintesis de toruleno y torularodina en bacterias
carotenogénicas (Vilay col., 2018; Padmanabhan y col., 2021). Estas caracteristicas
han puesto a las levaduras carotenogénicas como una fuente potencial de pigmentos
y, de esta manera, como un objetivo interesante para estudios biotecnolégicos
(Libkind y col., 2004).

Las levaduras productoras de carotenoides son células eucariotas distribuidas en el
suelo, cuerpos de agua, plantas y animales. Entre la variedad de dichas levaduras
es de especial interés comercial las especies de Rhodotorula, ya que, ademas de lo
mencionado anteriormente, este género de levadura es conocido por su alto
rendimiento de carotenoides debido a su naturaleza unicelular y alta tasa de
crecimiento (Aksu y Tugba Eren, 2005; Sharma y Ghoshal, 2020).

1.2 Rhodotorula mucilaginosa

La levadura del género Rhodotforula es ampliamente distribuida en el medio
ambiente. Puede ser encontrada en el aire, suelo, lagos, océanos, leche y jugo de
fruta. Ademas, tiene la capacidad de colonizar plantas y mamiferos, asi como de
crecer en ecosistemas oligotréficos de agua salada o dulce, hipersalinos y de altas
temperaturas. Asi mismo, las colonias de Rhodotorula destacan por ser oleaginosas
y carotenogénicas, por lo que poseen una pigmentacion rosa a roja, y por sus
blastoconidios, los cuales son unicelulares y carecen de pseudohifas e hifas (Libkind
y col., 2004; Wirth y Goldani, 2012; Lau y col., 2018).

La especie mas estudiada es R. glutinis, sin embargo, la sintesis de B-caroteno es
relativamente baja en cepas silvestres (Garcia-Cortes y col., 2021). Por otro lado, se
ha encontrado que particularmente las cepas de R. mucilaginosa son capaces de

producir cantidades importantes de B-caroteno, toruleno y torularodina, los cuales



son de gran interés en la industria y en el desarrollo biotecnolégico (Cheng y Yang,
2016; Sharma y Ghoshal, 2020). La maxima absorcion de la solucion con p-caroteno,
toruleno y torularodina varia entre 400 a 550 nm, dependiendo de la concentracion
de cada pigmento (Sharma y Ghoshal, 2020; Zoz y col., 2015). Ademas, R.
mucilaginosa es especialmente caracterizada por su color rosa anaranjado y gran

tasa de crecimiento (Cheng y Yang, 2016; Lau y col., 2018).

1.2.1 Metabolitos secundarios

El proceso principal de la formacion de metabolitos secundarios consiste en el
metabolismo de la fuente de carbono a acetil-CoA seguido por su subsecuente
utilizacion. El acetil-CoA es precursor tanto de la produccion de lipidos como de
carotenoides, por lo que ambas rutas de sintesis tienen correlacion. Los carotenoides
son metabolitos secundarios en Rhodotorula, entonces, primero se acumulan los
acidos grasos en las células durante la fase estacionaria temprana y luego, los
carotenoides son sintetizados en la fase estacionaria tardia (Somashekar y Joseph,
2000; Braunwald y col., 2013; Tkacova y col., 2017).

En microorganismos oleaginosos, cuando son cultivados bajo concentraciones de
carbono excesivas se desencadena la sintesis de lipidos, ya que el carbono es usado
para la acumulacion lipidica en vez de procesos de proliferacion celular. Asi mismo,
la acumulacion de carotenoides es potenciada cuando la glucosa ha sido
enteramente consumida del medio de cultivo, sobretodo para la sintesis de acidos

grasos intracelulares (Braunwald y col., 2013; Tkacova y col., 2017).

El B-caroteno es el carotenoide mas comun y es uno de los pigmentos naturales mas
importantes en la industria. Lo anterior se explica por su amplia variedad de
aplicaciones, como: colorante, precursor de vitamina A, aditivo en cosméticos y
preparaciones multivitaminicas, asi como antioxidante para el mejoramiento de la

salud (del Campo y col., 2007; Kot y col., 2018). Por otro lado, la produccion y



comercializacion del toruleno y torularodina sigue en etapa de desarrollo (Cheng y
Yang, 2016).

Generalmente, el numero de dobles enlaces conjugados de los carotenoides estan
proporcionalmente relacionados con su capacidad antioxidante. El toruleno y la
torularodina tienen una cadena polieno mas larga que la de B-caroteno, esto debido
a que sus dobles enlaces conjugados son dos mas que los del -caroteno (Zoz y col.,
2015). Por lo que, tomando en cuenta su estructura quimica y sus propiedades, estos
compuestos representan un gran potencial para la industria alimenticia, cosmética y
de salud (Kot y col., 2018).

El toruleno es considerado el carotenoide principal de R. mucilaginosa. Al igual que
la torularodina, tiene 13 dobles enlaces y se identifica por un color rojo, en contraste
con el B-caroteno que presenta un color amarillo a naranja dependiendo de la
concentracion (Zoz y col., 2015; Cheng y Yang, 2016). Ademas, tanto el toruleno
como la torularodina poseen un anillo aromatico conectado a una cadena polieno
(Figura 3) (Kot y col., 2018).

Toruleno

Figura 3. Estructura quimica del toruleno y torularodina (Kot y col., 2018).



La torularodina tiene una gran actividad antioxidante, la cual ayuda a la estabilizacion
de las membranas bajo condiciones de estrés. Ademas de eso, es uno de los pocos
carotenoides con un grupo carboxilico, lo que le confiere propiedades polares (Zoz y
col., 2015; Tkacova y col., 2017).

1.2.2 Carotenogénesis

En Rhodoftorula la ruta del mevalonato es importante para la sintesis de pigmentos
naturales (Moliné y col., 2012). Junto con la ruta del mevalonato se han analizado
otras rutas generales para la sintesis de carotenoides por levaduras y se ha concluido
que la carotenogénesis esta involucrada en tres pasos generales (Mata-Goémez y
col., 2014).

1) La sintesis comienza con la conversion de acetil-CoA a 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA), catalizada por la HMG-CoA sintasa. Luego, HMG-CoA es
convertido en acido mevalonico (MVA) mediante la HMG-CoA reductasa, siendo este
el primer precursor de la produccion de carotenoides. El MVA es fosforilado por la
mevalonato quinasa para, seguidamente, ser descarboxilado por la
difosfomevalonato descarboxilasa para convertirse en isopentenil pirosfato (IPP)
(Figura 4) (Mata-Gomez y col., 2014; Kot y col., 2018).
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Figura 4. Primer paso de la carotenogénesis (adaptada de Goodwin, 1993)

2) Como se muestra en la Figura 5, el IPP es isomerizado a dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) por la isopentenil pirofosfato isomarasa y luego, con la adicion de tres

moléculas IPP a DMAPP catalizada por la preniltransferasa, es convertido en geranil



geranil pirofosfato (GGPP). La condensacion de dos moléculas de GGPP, catalizada
por la fitoeno sintasa, forma fitoeno (el primer caroteno Cao de la ruta). El fitoeno es
subsecuentemente insaturado para formar licopeno, reaccién catalizada por la
fitoeno desaturasa (Mata-Gémez y col., 2014; Kot y col., 2018).
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Figura 5. Segundo paso de la carotenogénesis (adaptada de Goodwin, 1993).
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3) En Rhodotorula los carotenoides ciclicos que derivan del licopeno son el j-
caroteno, y-caroteno, toruleno y torularodina (Figura 6) (Moliné y col., 2012). El
porcentaje de cada carotenoide en la célula va a variar dependiendo de cambios en
las condiciones de cultivo, de incubacion y en la cepa (Zoz y col., 2015; Sharma y
Ghoshal, 2020).

Licopeno

VA NA AL AANA

y-caroteno

VNN VA AR A

\ B-caroteno
Toruleno

AV V2 VA VA Y5 VA VA VA VENA VN W

Torularodina 1)

VAV AVANANANANAL  OH

Figura 6. Tercer paso de la carotenogénesis (adaptada de Moliné y col., 2012).

1.3 Condiciones de cultivo para la produccion de carotenoides

Hay varios factores que afectan el crecimiento y rendimiento de pigmentos
microbianos (Figura 7) (Rana y col., 2021). Sin embargo, uno de los parametros mas
importantes, tanto para el crecimiento celular como para la produccion de lipidos y
carotenoides microbianos, es la relacion carbono/nitrogeno (C/N). La mejor relacion
C/N para la producciéon de dichos metabolitos dependera de la naturaleza del
microorganismo, la composicion del medio de cultivo, asi como de las fuentes de

carbono y nitrogeno (Jiru y col., 2017; Tkacova y col., 2017). No obstante, existe

11



ambigledad respecto a la influencia de relaciones C/N en la produccion de

carotenoides (Braunwald y col., 2013).
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microbianos

Contenido de
humedad en
solidos

Tasa de aireacion

\
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carbono,
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Figura 7. Condiciones de cultivo relacionados con la sintesis de pigmentos
microbianos (adaptada de Rana y col., 2021).

Braunwald y col. (2013) demostraron que un aumento de relacion C/N de 70 a 120
afectd positivamente la sintesis de carotenoides en una cepa de R. glutinis. Saenge
y col. (2011) también indicaron una correlacion positiva entre la relacion C/N y la
produccion de carotenoides en dicha levadura. Pero, por otro lado, Somashekar y
Joseph (2000) reportaron una relacion inversa a relaciones C/N altas con R. gracilis.

Para R. mucilaginosa, Dias-Rodrigues y col. (2019) demostraron que una relacién

C/N mayor a 5 puede influir positivamente en la produccion de carotenoides. Sin
embargo, Libkind y col. (2004) reportaron que las relaciones C/N de 5, 20 y 100, no
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mostraron una influencia significativa en la produccion de carotenoides, pero una
baja relacion C/N incrementd el rendimiento de biomasa. Finalmente, da Silva y col.
(2020) reportaron que cuando el sulfato de amonio se redujo la relaciéon C/N fue mas
alta, favoreciendo la sintesis de carotenoides en las células, dado que la limitacion
de un nutriente en el medio puede llevar al estrés del microorganismo, lo que permite

la acumulacién de estos metabolitos secundarios.

Es por esta gran ambiguedad que hay respecto al efecto de la relacién C/N en la
acumulacion de carotenoides, que es indispensable evaluar la mejor relacion C/N

para cada estudio en particular.

Después de la relacion C/N, la sintesis de carotenoides por levaduras esta
principalmente influenciada por la temperatura y pH. La temperatura controla la
concentracion de enzimas involucradas en la carotenogénesis y, por ende, la
concentracion de cada carotenoide, mientras que el pH es un determinante de la
tonalidad de los pigmentos (da Silva y col., 2020; Rana y col., 2021).

Las levaduras carotenogénicas son capaces de crecer en un medio de cultivo en un
amplio rango de pH (2.5 - 9.5) y temperatura (5 — 28 °C) (Tkacova y col., 2017). Sin
embargo, se ha demostrado que una temperatura menor a 20 °C ocasiona inhibicion
de crecimiento, mientras que una temperatura mayor a 30 °C disminuye la sintesis
de carotenoides. Para R. mucilaginosa se ha reportado que el mejor valor de pH para
la sintesis de carotenoides es de 5 — 7 y la mejor temperatura es de 22 — 25.8 °C,
dependiendo de la cepa (Cheng y Yang, 2016; Dias-Rodrigues y col., 2019; da Silva
y col., 2020; Sharma y Ghoshal, 2020).

1.3.1 Rendimiento producto/biomasa
El rendimiento de carotenoides respecto a la biomasa de levadura (Yp/x)

normalmente se determina como la cantidad de carotenoides producida por unidad
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de biomasa seca al final de la fermentacion (Ecuacion 1) (Aksu y Tugba Eren, 2005;
Bonadio y col., 2018).

Y p/x (yg/g) — ug carotenoides producidos (1 )

g biomasa seca

Para mejorar el rendimiento de carotenoides, las levaduras carotenogénicas se
pueden someter a diferentes factores generadores de estrés como lo pueden ser el
estrés osmotico u oxidativo, este ultimo ocasionado por la exposicion a luz UV o

visible (Mannazzu y col., 2015; Sandmann, 2019).

1.4 Estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son normalmente generadas por el
metabolismo celular para la obtencién de energia. Por otro lado, los antioxidantes se
encargan de eliminar las ERO con el fin de mantener un equilibrio de 6xido-reduccion
en el organismo. Por lo tanto, el estrés oxidativo es un estado ocasionado por el
exceso de ERO, el cual no puede ser contrarrestado por los antioxidantes (Angoa-
Pérez y Rivas-Arancibia, 2007).

Algunos ejemplos de ERO son: el oxigeno singlete ('O2), radicales de hidroxilo (HO-),
radicales de superoxido (O2") y el peroxido de hidrogeno (H202). Las especies
anteriores son formas parcialmente reducidas o excitadas del oxigeno atmosférico
generados por fotosensibilidad o en reacciones celulares y, las cuales pueden
reaccionar con diferentes componentes celulares como aminoacidos en enzimas, los
acidos grasos en las membranas lipidicas y acidos nucleicos en cadenas de ADN o
ARN (Inupakutika y col., 2016; Sandmann, 2019).

Las ERO a nivel basal son empleadas como moléculas sefalizadoras capaces de
mediar procesos celulares como la regulacién de rutas metabdlicas, la respuesta
frente a patogenos, coordinacion de respuestas sistémicas frente a estimulos

ambientales, entre otros (Mittler, 2017). Sin embargo, el incremento en los niveles de
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ERO puede ocasionar efectos negativos en las células (Figura 8) (Angoa-Pérez y
Rivas-Arancibia, 2007).

Oxidacion de

lipidos
Pérdida de la Disfuncién del
conformacion s sistema
proteica inmunitario
ERO
Muerte celular D.ISfUl‘lCIO.n
mitocondrial
Y
Dano al ADN y
ARN

Figura 8. Ejemplos de algunos efectos negativos ocasionados por la acumulacion
de ERO dentro de la célula (adaptada de Angoa-Pérez y Rivas-Arancibia, 2007).

1.4.1 Actividad fotoprotectora de los carotenoides

Durante el curso de la evolucion, los organismos han desarrollado varias estrategias
para protegerse de las ERO. Un ejemplo es la formacidn de antioxidantes en las
regiones hidrofilicas o hidrofobicas de la célula que protegen de especies reactivas
de oxigeno y de la radiacion. Los carotenoides en levaduras carotenogénicas son
importantes antioxidantes protectores de la membrana que pueden eficientemente
inactivar el oxigeno singlete y radicales peroxilo e hidroxilo. Asi mismo, es probable
que los carotenoides estén relacionados con modificaciones en la permeabilidad de
la membrana y, por ende, con el aumento de la resistencia celular a la oxidacion y
radiacion (Mannazzu y col., 2015; Zoz y col., 2015; Kot y col., 2018; Sandmann,
2019).
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1.4.2 Efecto de la luz en cepas de Rhodotorula

Se ha demostrado que la radiacion es capaz de ocasionar estrés oxidativo en cepas
del género Rhodotorula (Zhang y col., 2014). La levadura como respuesta a dicho
estrés promueve el crecimiento celular y, ademas, la produccion de lipidos y
carotenoides con el fin de remover los radicales libres generados por la oxidacion.
Por lo tanto, la radiacion basicamente funciona como un estimulo en la regulacion
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, la ruta de los triglicéridos y la ruta de los

carotenoides (Gong y col., 2019).

1.4.3 lluminacion por diodos emisores de luz

En la investigacion realizada por Yen y Yang (2012) se reportaron resultados
prometedores respecto al aumento del crecimiento celular, lipidos totales y contenido
de B-caroteno en R. glutinis mediante la administracion de energia luminica por
diodos emisores de luz (LED, por sus siglas en inglés). Para la metodologia, utilizaron
luz LED blanca, azul, verde y roja, siendo esta ultima la que tuvo un mayor efecto
positivo respecto al contenido de biomasa y B-caroteno. En los resultados de la
misma investigacion se demostro que la exposicion a la luz LED durante la fase

exponencial afect6 positivamente en el contenido de biomasa producida.

Mediante el uso de R. glutinis, Yen y Zhang (2011) demostraron que el incremento
de la intensidad luminosa permitio la obtencion de un mayor contenido de biomasa
pero, a su vez, esto inhibié la acumulacion de lipidos. Sin embargo, Zhang y col.
(2014) reportaron una relacion directa entre la intensidad luminosa y el contenido

total de carotenoides con R. glutinis.
Conforme a lo anterior, se puede asumir que aun no hay suficiente investigacion

respecto a los efectos ocasionados por diferentes colores de luz LED e intensidades
luminosas en el contenido total de carotenoides en cepas de Rhodotorula.
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2. HIPOTESIS

Mejora la produccién del contenido total de carotenoides por R. mucilaginosa
mediante energia luminica administrada desde el inicio de la fase exponencial hasta
el inicio de la fase estacionaria. Ademas, el color de la luz LED, la intensidad
luminosa, asi como la relacion C/N de un cultivo de R. mucilaginosa modula

positivamente la produccion del contenido total de carotenoides.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar el efecto de la relacion C/N y de la iluminacion por luz LED administrada
desde el inicio de la fase exponencial hasta el inicio de la fase estacionaria, a
diferentes colores e intensidades luminosas, en la produccién del contenido total de

carotenoides por R. mucilaginosa.

3.2 Especificos

e Determinar la relacion C/N adecuada para la mayor produccion de
carotenoides totales en un cultivo de R. mucilaginosa.

e Estimarla mejor relacion de color de luz LED e intensidad luminosa (luz blanca
a 78 — 774 pmol/m?s, luz verde a 4 — 24 pmol/m?s, luz azul a 2 — 10 umol/m?s
y luz roja a 2 — 6 umol/m?s) para la produccién de carotenoides totales en un
cultivo de R. mucilaginosa.

e Caracterizar el rendimiento de carotenoides totales respecto a la biomasa del
tratamiento que conduzca a su mayor produccion en un cultivo de R.

mucilaginosa.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales
4.1.1 Cepa

La levadura que se empled en este trabajo, Rhodotorula mucilaginosa, pertenece a
la coleccion de cepas de la planta piloto de Biotecnologia de la Facultad de Quimica
de la Universidad Auténoma de Querétaro. Se conservo a -80 °C en suspension con
glicerol al 20 % v/v.

4.1.2 Pre-in6culo

Conforme a Lau y col. (2018), la cepa que se encontraba en el tubo de
almacenamiento se activé durante 24 h a 30 °C y 150 rpm en 15 mL de medio liquido
de extracto de levadura, peptona y sacarosa (YPS, por sus siglas en inglés). La
formulacién consistié en (g/L): extracto de levadura (10), peptona de caseina (20) y
sacarosa (20), pH 5. Posteriormente, la levadura activada se inocul6 en placas de
Petri para su desarrollo durante 36 h a la temperatura ya mencionada en medio sélido
de extracto de levadura, peptona y dextrosa (YPD, por sus siglas en inglés). La
formulacién consistio en (g/L): extracto de levadura (10), peptona de caseina (20),
dextrosa (20) y agar base (15), pH 5. En base a Cheng y Yang (2016), se inoculé con
una concentracion celular reportada de 0.1 £ 0.02 unidades ODesoo en 15 mL de medio
YPS, posteriormente, se incub6 durante 15 h a 30 °C y 150 rpm. Se centrifugd a
4,500 x g, a 4 °C durante 15 min para sedimentar las células, las cuales se
resuspendieron en una solucién con glicerol al 20% v/v para su conservacion a -80
°C.

4.1.3 Condiciones de cultivo

Teniendo en cuenta a Jiru y col. (2017) respecto al mejor tamaio del indculo para un
biorreactor, se tomo un inéculo desarrollado durante 12 horas en YPS para inocular
al 10% de un volumen total de 30 mL en medio liquido con glucosa como fuente de
carbono y sulfato de amonio como fuente de nitrégeno a una relacion C/N de 23, 58,
82 y 105. Los medios de cultivo se prepararon en base a lo reportado por Wang y
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col., 2017) y Libkind y col. (2004), pero con algunas modificaciones. La formulacion
consistio en (g/L): glucosa (21.2, 53, 74.2 o 95.4), (NH4)2SO4 (2), KH2PO4 (1),
MgSO4-7H20 a (0.5), CaCl2 a (0.1), y NaCl a (0.3). El pH fue ajustado a 7.0.

4.1.4 Luces LED

Como fuente de energia luminica se utiliz6 la lampara WRGB “Full Spectrum”
(Chihiros aquatic studio, modelo LD04 — 34, China) (Figura 9). La lampara esta
compuesta por 72 LED de luz blanca, 18 LED de luz azul, 8 LED de luz verde, 8 LED

de luz roja 'y 27 LED rojo/verde/azul (RGB, por sus siglas en inglés).

Figura 9. Imagen de la lampara que proporciona color blanco, rojo, verde y azul
(WRGB por sus siglas en inglés).

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacion de la mejor relacién C/N para la productividad y rendimiento de
carotenoides totales

Para las cuatro relaciones C/N ya mencionadas, se determin6 el rendimiento de
carotenoides/biomasa (Yp/x) mediante la Ecuacion 1, en la cual normalmente se
determina como los carotenoides totales producidos (CT) por unidad de peso seco
celular (PSC) al final de la fermentacion (Aksu y Tugba Eren, 2005; Bonadio y col.,
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2018). Por otro lado, se cuantifico la productividad de CT y PSC, la cual fue
expresada como CT/L*h y PSC/L*h, respectivamente. Posteriormente, se
compararon los rendimientos y productividades obtenidos con el fin de elegir la
relacion C/N con mayor resultado positivo.

4.2.2 Operacion por lote a pequena escala acompanada de luz LED

En base a la metodologia descrita por Yen y Yang (2012) y Zhang y col. (2014), se
tomo un inéculo desarrollado durante 12 horas en YPS para inocular al 10% de un
volumen total de 30 mL a temperatura ambiente y 150 rpm. Los matraces de 125 mL
inoculados junto con un control (protegidos de la luz) fueron puestos dentro de una
caja de unicel adherida al agitador orbital y fueron expuestos a la luz visible de LED
administrada por la lampara WRGB localizada a 5 cm de la superficie de la caja. La
intensidad de la luz dentro de la caja de unicel fue medida con un medidor de luz.
Ademas, se emplearon cuatro condiciones de radiacion diferentes: luz blanca, luz

verde, luz azul y luz roja.

4.2.3 Efecto de la luz visible en la sintesis de carotenoides

Para evaluar el efecto de la luz visible a diferentes colores e intensidades luminosas,
los cultivos por lote se desarrollaron durante cinco dias y fueron expuestos a luz LED
blanca, verde, azul, o roja, y a una intensidad luminosa de 78 — 774 pmol/m?s, 4 — 24
umol/m?s, 2 — 10 umol/m?s o 2 — 6 umol/m?s, respectivamente, desde el inicio de la
fase exponencial hasta el inicio de la fase estacionaria. Posteriormente, se calculo el
Yp/x para comparar los resultados con el fin de determinar la relacion del color e

intensidad luminosa con mayor sintesis de carotenoides.

4.2.4 Determinacion del peso seco (g/L)

Conforme a la metodologia propuesta por Lau y col. (2018), se centrifugaron 5 mL
de suspension de levadura a 4,500 x g durante 15 min y, posteriormente, se lavo
dos veces con agua destilada. Finalmente, se sec6 a 105 °C hasta llegar a un peso
constante (1 — 2 horas).
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4.2.5 Extraccion y cuantificacion de carotenoides

Siguiendo la metodologia de Kanzy y col. (2015), se tomaron 5 mL de suspension de
levadura y las células fueron recolectadas usando la centrifugacién a 4,500 x g
durante 15 min. El sobrenadante se descarté y el sedimento celular fue lavado tres
veces con agua destilada para, seguidamente, ser resuspendid en 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) precalentado a 55 °C. Luego, se centrifugd y extrajo la
solucidn pigmentada. Se repitio la extraccion con DMSO tres veces. Para determinar
los carotenoides totales a partir de la solucion pigmentada total, se midié la densidad
optica mediante espectrofotometro a 501 nm. El contenido total de carotenoides
(mg/L) se calculé mediante la Ecuacion 2, donde A es la absorbancia a 501 nm, V es
el volumen total y Eicm'™ es el coeficiente de extincidn, el cual es igual a 2,040
(cuando la celda es de 1 cm de ancho y la concentracion es del 1 %).

. AxV%10°
Carotenoides (ﬂ) = —n
L Eqcm %100

(2)

4.3 Disefio experimental

4.3.1 Métodos analiticos

Para la primera etapa, se realizd un disefio experimental unifactorial. El factor fue la
relacion C/N (23, 58, 82 y 105). Las variables respuesta fueron la produccion de

biomasa y carotenoides totales.

Para la segunda etapa, se aplicé un disefio factorial de multiples niveles y dos
factores. Los factores fueron el color de la luz LED (blanca, verde, azul y roja) y la
intensidad luminosa: 78 — 774 umol/m?s (luz blanca), 4 — 24 umol/m?s (luz verde), 2

— 10 pmol/m?s (luz azul) y 2 — 6 umol/m?s (luz roja).

4.3.2 Analisis estadistico
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y fueron reportadas como la
media de los ensayos + desviacion estandar. Se aplicé analisis de varianza, seguido
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de una comparacién de medias por la prueba de Tukey (a=0.05) utilizando el paquete

estadistico Minitab 16.
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5. RESULTADOS

5.1 Efecto de la relacion C/N sobre el rendimiento y productividad del PSC y CT

En los tratamientos con la relacion C/N como variable, se observé un mayor efecto
del cambio de la relacion C/N sobre la produccidon y productividad de CT en
comparacion con la produccién y productividad de PSC (Cuadro 1, Figura 10).
Respecto a lo anterior, la relacion C/N de 58 report6 la produccion y productividad de
PSC mas altas (1.413 £ 0.27 g/L y 0.020 £ 0.00 g/L*h, respectivamente). En cambio,
la relacion C/N de 23 mostrd la concentracion y productividad de PSC mas bajas
(0.787 £0.06 g/L y 0.011 £ 0.00 g/L*h, respectivamente). Por consiguiente, la relacidon
C/N de 58 reportd una produccion y productividad de PSC significativamente
similares a las reportadas por la relacion C/N de 82 y 105, mientras que la relacion
C/N de 23 mostré una diferencia significativa respecto a los valores obtenidos por la
relacion C/N de 58 y 105. Aunado a lo anterior, la relacion C/N no reportd una
correlacion con la produccién y productividad de PSC, ya que al cambiar la relacion
C/N de 23 a 58 se obtuvo un aumento del 79.5 %, mientras que, al aumentar la
relacion C/N a 82, se report6 una caida del 16.5% de produccion y productividad, sin
embargo, se mostré un aumento del 8.5% de los valores al subir la relacion C/N a
105, aunque estos se mantuvieron por debajo de los resultados obtenidos a una
relacion C/N de 58.
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Cuadro 1. Rendimiento, productividad y relacion del PSC y CT en diferentes
relaciones C/N.

REN | Pscn | cTwan | PReCEn ™ | TR et | Yeix (olg)
23 0.787 £ 0.06° | 14.46 +2.83° 0.011 + 0.00° 0.201 + 0.04° 18.47 + 3.83°
58 1.413 £0.27% | 29.41 £ 4.27° 0.020 + 0.00° 0.409 + 0.06° 20.97 £ 1.61°
82 1.180 £ 0.10%° | 26.23 + 0.49° 0.016 + 0.00% 0.364 +0.01° 22.35+2.18°
105 1.280 + 0.24* | 30.80 + 0.37° 0.018 + 0.00° 0.428 +0.01°@ 24.76 + 5.52°

Abreviaturas: PSC, peso seco celular; CT carotenoides totales; Yp/x, rendimiento
producto/biomasa. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar
(N = 3); letras diferentes en la misma columna indican una diferencia significativa (p
< 0.05) conforme la prueba de Tukey.

—— CT (pg/L) 304 —@— Productividad CT (ug/L*h)
—B— PSC(g/L) + 0.4 |-®— Productividad PSC (g/L*h)
Ypix (pg/g)
25
L 0.3
20
15 / L 0.2
10
L 0.1
5_
0 - " " - 0.0
23 58 82 105
Relacién C/N

Figura 10. Comportamiento de R. mucilaginosa con diferentes relaciones C/N
cultivada durante 72 horas, a temperatura ambiente y 150 rpom. A) Produccion y
productividad de PSC. B) Produccion y productividad de CT. C) Yp/x. Abreviaturas:
PSC, peso seco celular; CT, carotenoides totales; Yp/x, rendimiento
producto/biomasa.
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También, se mostré la produccion y productividad de CT a diferentes relaciones C/N
(Cuadro 1, Figura 10). Por un lado, la relacion C/N de 105 report6 los valores mas
altos (30.80 + 0.37 ug/L y 0.428 + 0.01 pg/L*h, respectivamente). En cambio, la
relacion C/N de 23 mostro la produccion y productividad de CT mas bajas (14.46 +
2.83 pg/L y 0.201 + 0.04 pg/L*h, respectivamente). Por lo tanto, la producciéon y
productividad de CT reportaron un aumento del 113 % al cambiar el empleo de una
relacion C/N de 23 a una de 105. Conforme lo anterior, la relacion C/N de 58, 82 y
105 mostraron una similitud significativa de produccion y productividad de CT, por lo
que la relacion C/N de 23 obtuvo valores significativamente diferentes a las demas
relaciones C/N. Ademas, la relaciéon C/N no reportd una correlacion con la produccién
y productividad de CT, ya que al cambiar la relacién C/N de 23 a 58 se obtuvo un
aumento del 103.4 %, mientras que, al pasar a una relacion C/N de 82, se reportd
una caida del 10.8 % de produccién y productividad, sin embargo, se mostré un
aumento del 17.4 % de produccion y productividad al subir la relacién C/N a 105. En
base a lo anterior, se observé que al subir la relaciéon C/N de 23 a 58, casi se alcanzo
el mayor aumento de produccion y productividad de CT.

En contraste con la produccion y productividad de PSC y CT se obtuvo una
correlacion directamente proporcional entre el Yp/x y la relacion C/N, por lo que se
reportd un aumento del 34.1 % de rendimiento al cambiar el empleo de una relacién
C/N de 23 en el medio de cultivo por una relacién C/N de 105 (Cuadro 1, Figura 10).
Conforme lo anterior, la relacion C/N de 23 obtuvo un rendimiento de 18.47 + 3.83
Mg/g, mientras que al subir la relaciéon C/N a 105 se mostré un rendimiento de 24.76
+ 5.52 pg/g.

Respecto al comportamiento mostrado entre la relacion C/N y el Yp/x, la relacion C/N
de 105 reportd un rendimiento 1.3 veces mayor que el rendimiento mas bajo obtenido
a una relacion C/N de 23 (24.76 + 5.52 ug/g y 18.47 + 3.83 pg/g, respectivamente)
(Cuadro 1, Figura 10).
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5.2 Efecto del color e intensidad de luz sobre el rendimiento y productividad del PSC
y CT

Conforme lo mostrado en el Cuadro 2, los tratamientos expuestos a la luz blanca a
una intensidad luminosa baja (78 umol/m?s) reportaron la mayor concentracion y
productividad de PSC (9.283 £ 0.42 g/L y 0.159 + 0.01 g/L*h, respectivamente) y, por
lo tanto, el Yp/x mas bajo (25.53 £ 2.38 pg/g). Ademas, la intensidad baja obtuvo una
mayor produccion y productividad de CT (242.8 + 24.0 ug/L y 4.047 + 0.40 pg/L*h,
respectivamente) en comparacién con la intensidad media (358 umol/m?s), la cual
mostro la concentracion y productividad de CT mas bajas (238.7 + 24.6 pg/L y 3.979
+ 0.41 pg/L*h, respectivamente). Sin embargo, la intensidad luminosa media mostr6
un mayor Yp/x (28.58 £ 2.69 pg/g). Ademas, dicha intensidad obtuvo una produccion
y productividad de PSC de 8.351 + 0.30 g/L y 0.139 £ 0.01 g/L*h, respectivamente,
las cuales se reportaron por debajo de las obtenidas con una intensidad baja. En
contraste, la intensidad luminosa alta (774 pmol/m?s) mostro el Yp/x mas alto (42.55
+ 4.33 ug/g), ya que, a su vez, reportd la menor concentracion y productividad de
PSC (6.309 £ 0.35 g/L y 0.105 = 0.01 g/L*h, respectivamente). Ademas, conforme a
los tratamientos sometidos a la luz, dicha intensidad reporté la mayor concentracién
y productividad de CT (267.6 + 193 pug/L y 4461 + 0.32 pg/L*h,
respectivamente). Por lo tanto, los tratamientos expuestos a la luz blanca con una
intensidad luminosa alta mostraron un Yp/x 1.7 veces mas alto comparado con el

resultado de dicha luz a una intensidad luminosa baja.
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Cuadro 2. Rendimiento y productividad del PSC y CT de los ensayos sometidos a
la luz blanca a diferentes intensidades luminosas.

(IE“:E"ZE;% PSC(gl) | CT(ugh) |Prodictiidad de | Productividadde | v grg
Control 7.942 +0.93% | 326.9 + 41.5° 0.132 £ 0.02° 5.448 £ 0.69 | 41.30 +£4.99°
78 9.283 £0.422 | 242.8 + 24.1° 0.155 £ 0.01° 4.047 £ 0.40° | 26.16 + 2.44°
358 8.351 £0.302 | 238.7 + 24.6° 0.139£0.01@ 3.979+0.41° | 28.58 +2.69°
774 6.308 £ 0.35 | 267.7 £ 19.32* | 0.105+ 0.01° 4.461 +£0.322° | 42.55 + 4.33?

Abreviaturas: PSC, peso seco celular; CT, carotenoides totales; Yp/x, rendimiento

producto/biomasa. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar

(N = 3); letras diferentes en la misma columna indican una diferencia significativa (p
< 0.05) conforme la prueba de Tukey.

Los tratamientos sometidos a la luz blanca a diferentes intensidad luminosas
mostraron una correlacion directamente o inversamente proporcional dependiendo
del parametro a evaluar (Cuadro 2). Conforme lo anterior, se mostré una correlacion
directamente proporcional entre el Yp/x y la intensidad luminosa, ya que se obtuvo
un aumento del 62.7 % al subir la intensidad baja a una alta (Figura 11C). Sin
embargo, se reporté una correlacion inversamente proporcional de la intensidad
luminosa respecto a la produccion y productividad de PSC, la cual obtuvo una caida
del 32 % al cambiar de una intensidad baja a una alta (Figura 11A). Por otro lado, la
produccion y productividad de CT no mostraron una correlacién con la intensidad
luminosa, ya que, al subir la exposicion de una intensidad baja a una media, se
mostré una caida del 4.1 %, mientras que, al subir a una intensidad alta, hubo un

aumento del 12.1 % de produccion y productividad (Figura 11B).
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Figura 11. Comportamiento de R. mucilaginosa en base a la interaccion de los
tratamientos expuestos a diferentes colores de luz e intensidades luminosas
durante 120 horas, a temperatura ambiente y 150 rpm. A) Produccion y
productividad de PSC. B) Produccion y productividad de CT. C) Yp/x. Abreviaturas:
PSC, peso seco celular; CT, carotenoides totales; Yp/x, rendimiento
producto/biomasa.
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La intensidad luminosa baja y media reportaron una produccién y productividad de
PSC 1.2 y 1.1 veces mas altas, respectivamente, que los valores reportados por el
control (Cuadro 2, Figura 11). Mientras que la intensidad luminosa alta fue la unica
que reportd valores mas bajos que los del control, estos ultimos siendo 1.3 veces
mas altos. En contraste, el control reportd una concentracion y productividad de CT
mas altas que las obtenidas por los tratamientos sometidos a la luz, por lo que dichos
valores mostraron ser 1.2 veces mas altos que los valores mas altos reportados bajo
una exposicion a la luz. Sin embargo, sélo los tratamientos expuestos a una
intensidad luminosa baja y media reportaron un Yp/x mas bajo que el mostrado por
el control, siendo este ultimo 1.6 y 1.4 veces mas alto que el rendimiento obtenido a
una intensidad luminosa baja y media, respectivamente. Aunado a lo anterior, la
concentracion y productividad del PSC del control fueron estadisticamente similares
a las reportadas por la intensidad luminosa baja y media, por lo que los tratamientos
en los cuales se empleo la intensidad luminosa alta fueron los unicos que mostraron
valores estadisticamente diferentes a los demas. En contraste, la produccion y
productividad de CT reportadas por el control fueron estadisticamente similares a las
obtenidas a una intensidad luminosa alta, la cual, a su vez, reporté valores
estadisticamente similares a los mostrados a una intensidad luminosa baja y media.
Aunado a lo anterior, los Yp/x reportados por la intensidad luminosa alta y el control
fueron estadisticamente similares, mientras que los rendimientos de la intensidad

luminosa baja y media fueron estadisticamente similares.

En el Cuadro 3 se mostraron los tratamientos en los cuales se empled la luz verde a
una intensidad luminosa media (12 pmol/m?s), los cuales reportaron la mayor
concentracion y productividad de PSC (11.12 + 0.85 g/L y 0.185 £ 0.01 g/L*h,
respectivamente), asi como una concentracién y productividad de CT de 308.8 £ 17.7
Mg/l y 5.147 + 0.30 pg/L*h, respectivamente, mientras que la intensidad baja (4
umol/m?s) reportd la menor concentracion y productividad de CT (272.9 + 4.45 ug/L
y 4.548 £ 0.07 pg/L*h). Conforme lo anterior, la intensidad media mostré el menor

Yp/x (27.86 + 2.08 pg/g), mientras que la intensidad baja, con una produccion y
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productividad de PSC de 8.502 + 0.98 g/L y 0.142 + 0.02 g/L*h, respectivamente,
reportd un rendimiento 1.2 veces mas alto que el de la intensidad media (32.38 +
3.70 ug/g). Por otro lado, la intensidad luminosa alta (24 ymol/m?s) mostro el mayor
Yp/x ya que, a su vez, reporto la menor produccion y productividad de PSC (46.38 £
4.88 pg/g, 6.889 +0.22 g/L y 0.115 + 0.00 g/L*h, respectivamente). Ademas, en base
a los tratamientos sometidos a la luz, la intensidad alta report6 la mayor produccion
y productividad de CT (319.1 £ 29.2 pg/L y 5.319 £ 0.49 pg/L*h, respectivamente).
Conforme lo anterior, los tratamientos en los que se empled la luz verde a una
intensidad luminosa alta mostraron un Yp/x 1.7 veces mayor en comparacion con el

empleo de una intensidad media.

Cuadro 3. Rendimiento y productividad del PSC y CT de los ensayos sometidos a
la luz verde a diferentes intensidades luminosas.

(IE“:E"ZE;% PSC(gl) | CT(ugl) |Productiidad de |Productiidad del vp, (ugig)
Control 7.942 +£0.93" | 326.9 + 41.52 0.132+0.02° 5.448 £+ 0.69% | 41.30 £ 4.992°
4 8.501 £ 0.98° | 272.9 + 4.45? 0.142 £ 0.02° 4548 £ 0.072 | 32.38 +3.70*

12 11.12+£0.85% | 308.8 +17.72 | (0.185%0.012 5.147 £ 0.30° 27.86 = 2.07°

24 6.890 £ 0.22° | 319.1 £ 29.22 0.115+0.00° 5.319 £ 0.49* | 46.37 +4.89°

Abreviaturas: PSC, peso seco celular; CT carotenoides totales; Yp/x, rendimiento
producto/biomasa. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar
(N = 3); letras diferentes en la misma columna indican una diferencia significativa (p
< 0.05) conforme la prueba de Tukey.

En base al comportamiento de los tratamientos sometidos a la luz verde, el cual se
observé en el Cuadro 3, se demostré6 que existe una correlacion directamente

proporcional de la produccion y productividad de CT respecto a la intensidad

31



luminosa (Figura 11B). Por lo tanto, se report6 un aumento del 16.9 % de
concentracion y productividad de CT al pasar de una intensidad baja a una alta. En
contraste, se demostr6 que no hay una una correlacion de la produccion y
productividad del PSC respecto a la intensidad luminosa, ya que se reporté un
aumento de la produccion y productividad del 30.8 % al cambiar el empleo de la
intensidad luminosa baja por la intensidad media, mientras que hubo una caida del
38 % de los valores cuando se subié a una intensidad alta, lo cuales se reportaron
por debajo de la produccion y productividad obtenidas con una intensidad baja
(Figura 11A). Por otro lado, se mostré una caida del 14 % de Yp/x al cambiar la
exposicidn de una intensidad luminosa baja por una media, sin embargo, al subir a
una intensidad alta se obtuvo un incremento del 66.4 % de rendimiento respecto al
reportado por la intensidad media (Figura 11C).

Conforme a lo reportado en el Cuadro 2, la intensidad luminosa baja y media
mostraron una produccién y productividad de PSC mas altas que los tratamientos sin
luz, siendo 1.1 y 1.4 veces mas altas, respectivamente, que el valor reportado por el
control (Cuadro 3, Figura 11). En contraste, la intensidad luminosa alta reporto
valores mas bajos que los del control, estos ultimos siendo 1.2 veces mas altos.
Aunado a lo anterior, el control mostré la mayor produccién y productividad de CT
comparado con la exposicion a la luz verde, el cual fue 2.4 % mas alto que los valores
mas altos reportados bajo el empleo de la luz verde. En contraste, el control report
un Yp/x 1.3 y 1.5 veces mas alto que los reportados por los tratamientos sometidos
a una intensidad luminosa baja y media, respectivamente, mientras que la intensidad
luminosa alta mostré un rendimiento 1.1 veces mas alto que el reportado por el
control. Dicho lo anterior, la produccién y productividad de PSC reportadas por el
control fueron estadisticamente similares a las de la intensidad luminosa baja y alta,
por lo que la intensidad luminosa media mostro valores estadisticamente diferentes
a los reportados por los demas tratamientos. En contraste, la produccion y
productividad de los CT no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos
expuestos a la luz y sin dicha exposicion. Conforme lo anterior, el Yp/x reportado por

el control y la intensidad luminosa alta fueron estadisticamente similares, mientras
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que el control, a su vez, mostré un rendimiento estadisticamente similar al de la
intensidad luminosa baja y esta, de igual forma, reporté un valor estadisticamente

similar al de la intensidad luminosa media.

En comparacion con los tratamientos que fueron expuestos a la luz blanca, la
exposicion a la luz verde mostré un mayor efecto sobre el Yp/x obtenido, mientras
que, a diferencia de los tratamientos expuestos a luz blanca, la luz verde mostré tener
un mayor efecto sobre la produccion y productividad de PSC en comparacion con las
de CT (Cuadro 2 - 3, Figura 11).

Los resultados obtenidos con el empleo de la luz azul se presentaron en el Cuadro
4. La intensidad luminosa baja (2 ymol/m?s) reportd la mayor concentracién y
productividad de PSC (11.11 £ 0.20 g/L y 0.185 £ 0.00 g/L*h, respectivamente), asi
como una produccion y productividad de CT de 332.0 £ 11.8 pg/L y 5.534 + 0.20
Mg/L*h, respectivamente. Por lo tanto, la intensidad baja report6 el menor Yp/x (29.89
+ 1.62 ug/g), mientras que la intensidad media (5 pmol/m?2s) mostré una produccién
y productividad de PSC de 9.732 + 1.17 g/L y 0.162 + 0.02 g/L, no obstante, reporto
la mayor concentracién y productividad de CT (337.7 £ 6.12 pg/L y 5.629 + 0.10
Mg/L*h, respectivamente). Conforme lo anterior, la intensidad media mostré un Yp/x
1.2 veces mas alto que el reportado por la intensidad baja (35.01 £ 3.93 ug/g). En
contraste, conforme a los tratamientos expuestos a la luz, la intensidad luminosa alta
(10 ymol/m?s) reportd el mayor Yp/x (35.48 + 5.49 ug/g), con la produccion y
productividad de PSC y CT mas bajas (7.376 £ 0.44 g/L, 0.123 £ 0.01 g/L*h, 261.1 £
39.2 pg/L y 4.352 £ 0.65 pg/L*h, respectivamente). Conforme lo anterior, la luz azul
a una intensidad luminosa alta obtuvo un Yp/x 1.2 veces mayor que a una intensidad

baja.
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Cuadro 4. Rendimiento y productividad del PSC y CT de los ensayos sometidos a
la luz azul a diferentes intensidades luminosas.

(IE“:E"ZE;% PSC(gl) | CT(ugh) |Prodictiidad de | Productividadde | v grg
Control 7.942 +0.93 | 326.9 +41.52 | 0.132 £ 0.02" 5.448 £ 0.69 | 41.30 +£4.99°
2 11.11 £0.20° | 332.0 £ 11.8°? 0.185 £ 0.00° 5534 +£0.20® | 29.89+1.62°
5 9.733£1.17% | 337.8+6.122 | 0.162 £ 0.022° 5629 £0.10° |35.01 +3.93%°
10 7.376 £ 0.44° | 261.1 £ 39.2° 0.123 £ 0.01° 4.352 + 0.65° |35.48 +5.49%

Abreviaturas: PSC, peso seco celular; CT carotenoides totales; Yp/x, rendimiento
producto/biomasa. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar
(N = 3); letras diferentes en la misma columna indican una diferencia significativa (p
< 0.05) conforme la prueba de Tukey.

Respecto a la correlacion entre la exposicion a la luz y los parametros a evaluar, los
tratamientos a los cuales se les empled la luz azul mostraron un comportamiento
similar a los tratamientos sometidos a la luz blanca, ya que, como se observé en la
Cuadro 4, la exposicion a la luz azul reportd una correlacion inversamente
proporcional entre la intensidad luminosa y la produccién y productividad de PSC,
mientras que la produccion y productividad de CT no reportaron una correlacion con
la intensidad luminosa (Figura 11A - B). Conforme lo anterior, se reportd una caida
del 33.6 % de la concentracion y productividad de PSC al subir la intensidad baja a
una alta, mientras que se mostré un aumento del 1.7 % de la produccion vy
productividad de CT al pasar de una intensidad luminosa baja a una intensidad
media, mientras que hubo una caida del 22.7 % cuando se subi6 la intensidad a una
alta. Sin embargo, lo anterior no tuvo efecto sobre la correlacion del Yp/x y la
intensidad luminosa, la cual fue directamente proporcional, ya que al pasar de una
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intensidad baja a una alta, hubo un incremento del 18.7 % de rendimiento (Figura
11C).

La intensidad luminosa baja y media mostraron una concentracion y productividad
de PSC mas altas que el control, siendo 1.4 y 1.2 veces mas altas, respectivamente,
que el valor reportado por el control (Cuadro 4, Figura 11). Mientras que el control
mostré valores 1.1 veces mas altos que el reportado por la intensidad luminosa alta.
En contraste con la luz blanca y verde, los tratamientos sometidos a la luz azul
reportaron una mayor concentracion y productividad de CT a una intensidad luminosa
baja y media en comparacion con el control. Dichas intensidades mostraron valores
1.6 % y 3.3 % mas altos, respectivamente, que los reportados por los tratamientos
sin una exposicion a la luz. Por otro lado, el control report6 una produccion y
productividad 1.3 veces mas altas que las reportadas por la intensidad luminosa alta.
En comparacion con los tratamientos sometidos a la luz blanca y verde, el control
reportd un Yp/x 1.2 veces mas alto que el mayor valor reportado por los tratamientos
expuestos a la luz azul. Conforme lo anterior, el control mostr6 una produccion y
productividad de PSC estadisticamente diferentes a las de la intensidad luminosa
baja, mientras que esta ultima reporté valores estadisticamente diferentes a los de la
intensidad luminosa alta, sin embargo, la intensidad luminosa baja mostré una
produccion y productividad estadisticamente similares a los reportados por la
intensidad luminosa media y esta, a su vez, reportd valores estadisticamente
similares a los del control, mientras que el control también mostré una produccion y

productividad estadisticamente similares a las de la intensidad luminosa alta.

Tal como los tratamientos expuestos a la luz verde, los tratamientos sometidos a luz
azul no reportaron diferencias significativas entre la produccion y productividad de
CT (Cuadro 3 - 4, Figura 11). Sin embargo, el control mostré un Yp/x
estadisticamente similar al de la intensidad luminosa media y alta, las cuales, de igual
forma, reportaron valores de Yp/x estadisticamente similares al obtenido a una
intensidad luminosa baja. En contraste con los tratamientos expuestos a la luz blanca

y de igual forma que los tratamientos en los que se empled la luz verde, una
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exposicidn a la luz azul mostré un mayor efecto sobre la produccion y productividad
de PSC que sobre las de CT (Cuadro 2). Sin embargo, la luz verde mostro tener un

mayor efecto sobre el Yp/x que la luz azul.

Los resultados obtenidos con el empleo de la luz roja se presentaron en el Cuadro 5.
La intensidad luminosa media (4 umol/m?s) reporté la mayor produccion y
productividad de PSC (9.074 + 0.63 g/L, 0.151 £ 0.01 g/L*h, respectivamente), asi
como la concentracion y productividad de CT mas altas entre los tratamientos
expuestos a la luz (291.3 + 28.5 ug/L y 4.856 + 0.48 ug/L*h, respectivamente). Sin
embargo, a pesar de haber obtenido la mayor produccion y productividad de PSC, la
intensidad media mostré el mayor Yp/x entre los tratamientos expuestos a la luz
(32.07 £ 1.24 pg/g). Dicho rendimiento fue 1.1 veces mayor que el rendimiento mas
bajo reportado, el cual se obtuvo a una intensidad luminosa baja (2 umol/m?s) (30.06
+ 1.08 pg/g). Ademas, dicha intensidad reportdé una produccion y productividad de
PSC de 8.045 + 0.35 g/L y 0.137 + 0.01 g/L*h, respectivamente, asi como una
concentracion y productividad de CT de 247.7 £+ 2.21 pg/L y 4.129 £ 0.04 pg/L*h,
respectivamente. La produccién y productividad de PSC y CT mencionados
anteriormente se mostraron por encima de los obtenidos a una intensidad luminosa
alta (6 yumol/m?s) (7.859 + 0.14 g/L, 0.131 + 0.00 g/L*h, 244.6 + 33.6 ug/L y 4.077 +
0.56 pg/L*h, respectivamente). Conforme lo anterior, la intensidad alta reportd un
rendimiento de 31.17 + 4.80 ug/g.
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Cuadro 5. Rendimiento y productividad del PSC y CT de los ensayos sometidos a
la luz roja a diferentes intensidades luminosas.

(Iﬂtznzlrs}%:saa: || Pscen | cToen) e i | e | Ypix (ugfg)
Control 7.942+£0.93° | 326.9+41.5° | 0.132+0.02% 5.448 £ 0.69% | 41.30 +4.99°
2 8.045 + OF.35%| 247.7 £ 2.21%* | 0.134 £0.01° 4.129 £ 0.04%> | 30.82 £ 1.14°
4 9.074 £0.63% | 291.3+28.5%® | 0.151+0.012 4.856 + 0.48%° |32.07 + 1.24%°

6 7.859+0.142 | 2446 +33.7° | 0.131+0.002 4.077 £0.56° | 31.18 +4.80°

Abreviaturas: PSC, peso seco celular; CT carotenoides totales; Yp/x, rendimiento
producto/biomasa. Los valores se expresan como promedio + desviacion estandar
(N = 3); letras diferentes en la misma columna indican una diferencia significativa (p
< 0.05) conforme la prueba de Tukey.

Como se observo en el Cuadro 5, a diferencia de los tratamientos expuestos a la luz
blanca, verde y azul, los tratamientos a los cuales se les aplico luz roja no reportaron
una correlacion directa o inversamente proporcional respecto a la produccion o
productividad del PSC y CT, asi mismo, tampoco se demostré una correlacion entre
la intensidad luminosa y el Yp/x (Cuadro 2 - 4, Figura 11). Por un lado, el
comportamiento mostrado en la produccion y productividad del PSC bajo una
exposicidn a la luz roja fue similar al obtenido con la exposicion a la luz verde, ya que
se reportd un aumento del 12.8 % de los valores al pasar de la aplicacion de una
intensidad luminosa baja a una media, mientras que, al subir a una intensidad alta,
hubo una caida del 13.4 % de los valores, siendo estos ultimos la concentracion y
productividad de PSC mas bajos reportados por la exposiciéon a la luz roja. En
contraste, el comportamiento de la produccién y productividad de CT de los
tratamientos expuestos a la luz roja fue similar al reportado con la aplicacion de la

luz azul, ya que, al pasar de una intensidad baja a una media, se mostré un aumento
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del 17.6 % de la produccién y productividad, mientras que hubo una caida del 16 %
de los valores cuando la exposicion se subidé a una intensidad alta, siendo estos
ultimos la produccién y productividad de CT mas bajas reportadas por la exposicidon
a la luz azul. En contraste, el Yp/x report6 un aumento del 4.1 % al pasar de una
intensidad luminosa baja a una media y, por otro lado, al subir a una intensidad alta
el rendimiento mostré una caida del 2.8, aunque este se mantuvo por encima del

valor reportado por la exposicidn a la intensidad baja.

Los tratamientos expuestos a la luz roja a una intensidad luminosa baja y media, de
forma similar que los tratamientos sometidos a la luz blanca, verde y azul, reportaron
una concentracion y productividad de PSC 1.3 % y 14.3 % mayores, que los valores
mostrado por el control, a excepcion de los tratamientos en los que se empled una
intensidad alta, los cuales mostraron una produccion y productividad por debajo de
las del control, el cual fue 1.1 % mas alto (Cuadro 2 - 5, Figura 11). Conforme lo
anterior, la exposiciéon a una intensidad luminosa media reporté un mayor efecto

sobre la produccion y productividad de PSC.

De igual forma que los tratamientos en los que se emple6 la luz blanca y verde, los
tratamientos sometidos a la luz roja, asi como a una intensidad luminosa baja, media
y alta, reportaron una concentracion y productividad de CT mas bajas que las del
control, siendo estas ultimas 1.1 veces mayores que los valores mas altos mostrados
bajo la exposicion a la luz roja (Cuadro 2, 3y 5, Figura 11). Aunado a lo anterior, el
control reportd un Yp/x mas alto en comparacion con los tratamientos expuestos a la
luz, siendo dicho valor 1.3 veces mayor que el valor mas alto mostrado por los
tratamientos en los que se empled luz. Dicho comportamiento también se mostré con

el empleo de la luz azul.

En contraste con la concentracién y productividad del PSC reportadas por los
tratamientos expuestos a la luz blanca, verde y azul, la exposicién a la luz roja no
mostré diferencias significativas entre los tratamientos sometidos a la luz y el control

(Cuadro 2 - 5, Figura 11). Aunado a lo anterior, y en comparacion con lo reportado

38



por el empleo de la luz verde y azul, los tratamientos sometidos a la luz roja a una
intensidad luminosa alta mostraron diferencias significativas con el control respecto
a la produccion y productividad de los CT, mientras que, de igual forma que los
tratamientos sometidos a la luz blanca, todos los tratamientos expuestos a la luz roja
reportaron valores estadisticamente similares. Por consiguiente, el control report6é un
Yp/x estadisticamente similar al de la intensidad luminosa media y, por otro lado, con
un comportamiento similar a los tratamientos en los que se aplico la luz azul, no se
reportaron diferencias significativas entre los rendimientos de los tratamientos
expuestos a la luz roja. Al contrario que lo reportado por el empleo de la luz azul y
verde, y con un comportamiento similar a los tratamientos expuestos a la luz blanca,
el empleo de la luz roja mostré un mayor efecto sobre la produccion y productividad
de CT que sobre las de PSC. Sin embargo, entre todos los tipos de colores de luces,
la luz verde mostro tener el mayor efecto sobre el Yp/x.

Se observo una interaccion entre la produccién y productividad de PSC reportadas
por los tratamientos expuestos a la luz blanca, roja y verde, mientras que esta ultima,
a su vez, mostro interaccion con los tratamientos que fueron expuestos a la luz azul
(Figura 11). De igual manera, la produccién y productividad de CT reportaron una
interaccion entre los tratamientos que fueron expuestos a la luz verde y luz azul vy,
por otro lado, los que fueron expuestos a la luz blanca y roja mostraron una
interaccidn de valores. En contraste, todos los tratamientos expuestos a la luz
reportaron una interaccion de Yp/x. Por otro lado, una exposicién a la luz blanca,
verde y azul, mostré que los tratamientos que reportaron la mayor produccion y
productividad de PSC, a su vez obtuvieron el Yp/x mas bajo, mientras que el
rendimiento mas alto se obtuvo en los tratamientos que reportaron la menor
concentracion y productividad. Conforme lo anterior, se dedujo que la produccion y
productividad de PSC influyé mas sobre el Yp/x que la produccion y productividad de
CT. Sin embargo, la exposicion a la luz roja no mostré dicho comportamiento, ya que
los tratamientos que obtuvieron la concentracion y productividad de CT mas altas, a
su vez reportaron el mayor rendimiento, a pesar de haber mostrado la produccion y

productividad de PSC mas altas. Por otro lado, la exposicidon a la luz verde a una

39



intensidad luminosa alta no reporté la produccion y productividad de PSC mas bajas
entre los tratamientos expuestos a diferentes colores de luz, sin embargo, reporto el
Yp/x mas alto.

En esta investigacion, la cepa de R. mucilaginosa no mostré una correlacion
directamente proporcional entre la intensidad luminosa y la produccion de CT en
todos los tratamientos expuestos a los diferentes colores de luz (Cuadro 2 - 5, Figura
11A - B). Por un lado, la exposicion a la luz blanca mostré una inhibicion del
crecimiento al subir la intensidad baja a media, la cual se relacioné con una baja
proteccion al estrés oxidativo mediada por los CT, sin embargo, al subir a una
intensidad alta, a pesar de mostrar una mayor inhibicion del crecimiento celular, la
exposicion a la luz mostré una produccion de CT sobre regulada. Los tratamientos
expuestos a la luz azul también mostraron una inhibicién del crecimiento celular al
pasar de una intensidad baja a una media, sin embargo, la exposicion a la luz mostro
una sobrerregulacion de CT, mientras que al subir a una intensidad alta se observé
un aumento de inhibicion del crecimiento celular, la cual se vinculé con una menor
proteccion celular al dafio oxidativo mediada por los CT. La luz roja, en contraste, no
mostro una inhibicion del crecimiento celular al pasar de una intensidad baja a una
media, relacionandose con una mayor proteccion brindada por los CT, sin embargo,
al subir a una intensidad alta se mostré una inhibicidon del crecimiento celular, la cual
se vinculé con una menor proteccion contra el dafio oxidativo. La luz verde tampoco
mostro una inhibicion del crecimiento celular al pasar de una intensidad baja a una
media, lo cual se relacion6 con el aumento de la produccion de CT, mientras que al
subir a una intensidad alta se reporté una inhibicién del crecimiento celular, sin
embargo, se mostrdé una sobrerregulacion de CT. Conforme lo anterior, se determiné
que la luz roja fue el unico color de luz capaz de mostrar una correlacion directamente
proporcional entre el crecimiento celular y la formacion de CT, lo cual se relacion6
con una gran proteccion contra el dafio oxidativo generado por el color de luz rojo.
En contraste, se establecio que la luz blanca a una intensidad alta es la luz que mas
inhibid el crecimiento celular, lo cual se relacion6 con una proteccidn baja contra el

estrés oxidativo. Mientras que la luz verde mostré generar la mayor estimulacion de
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la ruta de carotenoides, ya que fue el unico color de luz que reportd una correlaciéon
directamente proporcional entre la intensidad luminosa y la produccion vy
productividad de CT.
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6. DISCUSION

En esta investigacion se reportd el comportamiento de R. mucilaginosa con la
relacion C/N como variable (Cuadro 1, Figura 10). Conforme lo anterior, se observo
una produccion y productividad de PSC 1.8 veces mas altas a una relaciéon C/N de
58 que a una relacion C/N de 23, mientras que disminuy6 cuando la relacién C/N era
mayor a 58. En contraste, TkaCova y col. (2017) reportaron que la mejor relacion C/N
para la produccion de PSC de R. glutinis es la de 70, con glucosa como fuente de
carbono y extracto de levadura como fuente de nitrdgeno, ademas, reportaron que el
PSC tiende a duplicarse cuando se cambia de la relacion C/N de 20 a la de 50 en el
medio de cultivo. Sin embargo, también demostraron que a una relacién C/N de 100

hay un decaimiento del rendimiento celular.

En base al Cuadro 1y a la Figura 10 se destaco que la relacion C/N tendié a tener
un mayor efecto sobre la produccién de CT en comparacion con la del PSC. Ademas,
se observd un aumento de produccion y productividad de CT a relaciones C/N
mayores a 23, sobretodo, cuando la relacion C/N era de 58 o 105, las cuales
reportaron una produccion y productividad 2.0 y 2.1 veces mas altas,
respectivamente, que la de la relacion C/N de 23. Como plantea Libkind y col. (2004),
una baja relacion C/N puede potenciar el crecimiento celular, sin embargo,
concluyeron que el género Rhodotorula no muestra un patron comun entre el
crecimiento celular y la produccion de carotenoides en respuesta a diferentes
relaciones C/N. Ademas, resultados obtenidos por Braunwald y col. (2013)
contradicen la correlacion positiva entre la produccion de biomasa y carotenoides,
aunque, por otro lado, demostraron que el aumento de la relacion C/N basada en
glucosa y sulfato de amonio afecta positivamente la sintesis de carotenoides en R.
glutinis. Cuando la relacion C/N es alta, se favorece la acumulacion de carotenoides
dentro de las levaduras, esto debido al estrés ocasionado por la limitacién de un
nutriente, en este caso de nitrogeno (da Silva y col., 2020). En la investigacién de
Dias-Rodrigues y col. (2019) se reporté que un aumento en la relacion C/N tiene una
influencia positiva en la produccion de biomasa y carotenoides. Sin embargo,
Tkacova y col. (2017) demostraron que las relaciones C/N mayores a 50 favorecen
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la acumulacion de lipidos en las células, provocando un decaimiento gradual en la
sintesis de carotenoides debido a la competencia por el acetil-CoA, el cual es
precursor tanto de la ruta de lipidos como de carotenoides. Lo anterior se explica con
el sustento de que los medios con relaciones C/N altas tienen suficiente fuente de
carbono para ser utilizado para la acumulacién de lipidos durante el crecimiento
celular (Jiru y col., 2017). Ademas, Tkacova y col. (2017) también demostraron que
a bajas relaciones C/N es mas rapido que la glucosa se consuma por completo, lo
cual a su vez favorece la acumulacion de carotenoides. Lo anterior explica el
decaimiento de sintesis de carotenoides al pasar de una relacion C/N de 58 a una de
82, asi mismo, a una relacion C/N de 105 se relaciond el aumento de producciéon de
dichos metabolitos con un favorecimiento en el crecimiento celular debido a la alta

fuente de carbono, lo cual a su vez permitié un aumento de sintesis.

Los resultados reportados mostraron una correlacion directamente proporcional
entre la relacion C/N y el Yp/x (Cuadro 1, Figura 10). En contraste, en otro estudio se
demostré que el aumento de una relacion C/N de 5 a una de 20 llevd a un incremento
en el rendimiento de los carotenoides totales respecto a la biomasa en R.
mucilaginosa, mientras que el medio con una relacion C/N de 100 mostré6 una
disminucion en el rendimiento comparado con la relacion C/N de 20 (Libkind y col.,
2004). Sin embargo, en este estudio no se reportd dicho decaimiento, por lo que se
determiné que el comportamiento del Yp/x de R. mucilaginosa depende de la cepa

empleada en la investigacion.

En esta investigacion también se reportd el comportamiento de R. mucilaginosa bajo
diferentes colores de luz e intensidades luminosas (Cuadro 2 — 5, Figura 11).
Conforme lo anterior, los resultados obtenidos fueron consistentes con la
investigacion realizada por Kong y col. (2019), los cuales concluyeron que, a pesar
de que la exposicion a la luz blanca es capaz de aumentar el crecimiento de R.
mucilaginosa, una intensidad luminosa fuerte puede inhibir el crecimiento. Dicho
comportamiento también se ha reportado en cepas de R. glutinis utilizando luz blanca

fluorescente (Sakaki y col., 2001). En contraste, en cepas de R. glutinis se ha
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demostrado un aumento del crecimiento celular cuando hay una exposicion a la luz
LED, incluso aumentando la intensidad luminosa; lo cual se relacioné con un
consumo mas rapido de nutrientes debido a la exposicion a la luz (Yen y Zhang,
2011; Zhang y col., 2014).

Por otro lado, todos los tratamientos sometidos a una intensidad alta reportaron la
produccion y productividad de PSC mas bajas, independientemente del color de luz
(Cuadro 2 - 5, Figura 11A). Conforme lo anterior, la intensidad luminosa tuvo un
mayor efecto sobre la produccion de biomasa que el color de luz, reportandose un
incremento de hasta el 40 % al aplicar luz. Lo anterior también fue reportado por Yen
y Yang (2012), los cuales concluyeron que el empleo de diferentes colores de luz
(blanca, verde, azul y roja) no tuvo un efecto significativo en el crecimiento de R.
glutinis, sin embargo, los tratamientos expuestos a los diferentes colores de luz
reportaron una concentraciéon de biomasa hasta un 50 % mayor que el control (sin
luz) a las 120 horas. Ademas, se ha concluido que el empleo de luz durante el cultivo
de R. glutinis no s6lo aumenta los rendimientos de biomasa y carotenoides, sino que
también ocasiona una reduccion del tiempo de cultivo (Zhang y col., 2014). Aunado
a lo anterior, R. glutinis ha permitido establecer el aumento de carotenoides como un
mecanismo de defensa celular contra el estrés oxidativo inducido por la exposicion a
la luz, lo cual permitié considerar el empleo de luz como una estrategia efectiva para

promover la produccion de carotenoides (Gong y col., 2019).

Se ha demostrado que el cultivo bajo condiciones de estrés permite a los
microorganismos carotenogénicos acumular grandes concentraciones de
carotenoides, sobretodo, se ha determinado que una intensidad de luz alta es el
mejor factor de estrés para sobreproducir carotenoides en muchas especies
microbianas (Foong y col., 2021). Aunado a lo anterior, diferentes autores han
concluido que la exposicion a la luz no sélo es capaz de aumentar la produccion de
lipidos y carotenoides en cepas de R. mucilaginosa y R. glutinis, sino también el
crecimiento celular y la asimilacién de glucosa, lo cual se ha relacionado con una

activacion de las rutas del ciclo de Krebs, la sintesis de lipidos y carotenoides,
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traduciéndose en una significante sobrerregulacion de dichas rutas biosintéticas
(Gong vy col., 2019; Kong y col., 2019). Conforme lo anterior, se ha reportado una
correlacion directamente proporcional de la intensidad luminosa con la produccion y
rendimiento de carotenoides en cepas de R. mucilaginosa y R. glutinis, respecto a
estas ultimas, el incremento de la concentracion fue de hasta 116.7 % en
comparacion con el control a las 60 horas, mientras que en cepas de R. mucilaginosa
el incremento del rendimiento fue de hasta 32.9 % en comparacion con los ensayos
sin luz a las 120 horas (Zhang y col., 2014; Kong y col., 2019). Sin embargo, en la
investigacion enfocada en R. mucilaginosa, mencionada anteriormente, los autores
concluyeron que una intensidad de luz fuerte puede reducir la produccion de
biomasa, asi como la asimilacion de glucosa. Lo anterior fue consistente con la
investigacion realizada por Yen y Zhang (2011), en la que se observé que una
exposicion a la luz blanca mediante 2 lamparas LED tuvo un aumenté de B-caroteno
del 67 % comparado con los tratamientos sin dicha exposicion a las 150 horas, sin
embargo, también se demostré que una intensidad luminosa mas alta, la cual se
logro con el empleo de 3 lamparas LED, reporté un menor rendimiento de 3-caroteno.
Conforme lo anterior, se concluyé que el empleo de una intensidad luminosa muy
alta es capaz de provocar una caida en la produccion de carotenoides y biomasa, lo
cual se relaciono con el dano ocasionado por el estrés oxidativo. En contraste, se ha
demostrado una relacion entre la formacién de carotenoides, como el B-caroteno, y
el aumento del crecimiento celular, la cual se ha vinculado con el incremento de la
proteccion contra el estrés oxidativo mediada por los carotenoides Yen y Yang
(2012).

Por lo tanto, se dedujo que el aumento de carotenoides puede suceder en dos
situaciones: un incremento en la formacion de carotenoides, el cual funciona como
un mecanismo de proteccion celular y, por lo tanto, permite el aumento del
crecimiento celular cuando la intensidad luminosa no es tan alta, o una inhibicién del
crecimiento celular debido a que el metabolismo celular estd mas enfocado en la
formacion de carotenoides con el fin de brindar proteccién contra el dafo oxidativo

cuando la exposicion a la luz es muy alta.
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Con el fin de establecer el color de luz capaz de ocasionar la mayor activacion de la
ruta biosintética de CT mediada por la intensidad luminosa, se determin6 el mayor
Yp/x obtenido en esta investigacion (Cuadro 2 - 5, Figura 11C). Por un lado, la luz
blanca y azul fueron las unicas que mostraron una correlacién directamente
proporcional entre la intensidad y el rendimiento. Lo anterior fue consistente con la
investigacion realizada por Kong y col. (2019), los cuales también reportaron una
correlacion directamente proporcional entre la intensidad luminosa emitida por luz
blanca y el rendimiento de carotenoides, a pesar de no mostrar una correlacion entre
la biomasa y los carotenoides. Sin embargo, como ya se menciono anteriormente, la
luz verde a una intensidad alta reporté el mayor rendimiento entre todos los
tratamientos expuestos a la luz, asi como en comparacion con el control,
obteniéndose por dicha exposicion un rendimiento 12.3 % mas alto que el mostrado
por el control. Se determind que dicha sobrerregulacion se debid a que los nutrientes
del metabolismo celular se enfocaron mas en la produccion de CT que en el
crecimiento celular, siendo dicho comportamiento un mecanismo de defensa celular
contra el estrés oxidativo. Conforme lo anterior, se ha demostrado que la exposicion
a la luz tiene una gran influencia en el metabolismo celular, especificamente en la
actividad y en los niveles de enzimas biosintéticas cuando se aplica en diferentes
intensidades (Liu y col., 2021). En relacion con lo anterior, Gong y col. (2019)
demostraron que las células de R. glutinis respondieron a la exposicion a la luz
mediante un aceleramiento del plegamiento de proteinas y del transporte de
proteinas plegadas correctamente, asi como un aumento del degradamiento de
proteinas mal plegadas, mientras que la exposicion a la luz demostré6 una
inactivacion de rutas relacionadas con el metabolismo del nitrégeno. Por lo tanto, con
el fin de expandir el entendimiento del comportamiento de R. mucilaginosa bajo una
exposicion a la luz verde a una intensidad alta, es de especial interés para futuras

investigaciones analizar la cepa empleada en esta investigacidén a nivel metabdlico.
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7. CONCLUSIONES

La relacion C/N de 58 es la mas adecuada para la obtencion de carotenoides en
términos de rendimiento y productividad, reportando valores hasta 13.5 % y 103.4 %,
respectivamente, mayores que la relaciéon C/N de 23, ademas de que la relacion C/N
de 58 permite el ahorro de materia prima. Por otro lado, el empleo de luz verde a una
intensidad alta como factor estimulante resulta prometedor en el aumento de la
productividad y rendimiento de carotenoides totales en R. mucilaginosa, mostrando
un rendimiento 12.3 % mayor a una intensidad alta que el obtenido por los
tratamientos sin luz, ademas de que fue el unico color de luz que reportd una
correlacion directamente proporcional entre la intensidad luminosa y la productividad
de CT. No obstante, aun se requiere ampliar el campo de investigacién hacia un
mayor rango de intensidades luminosas, asi como ensayos multi-Omicos que
permitan brindar un mayor entendimiento de la activacion e inhibicion de las
principales rutas metabdlicas afectadas por el estrés oxidativo generado por la luz
verde. Asi mismo, se requiere promover la investigacion del efecto de la luz verde en
los diferentes tipos de carotenoides con el fin de establecer un perfil de los principales
colorantes naturales producidos por R. mucilaginosa bajo dicho color de luz.
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