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1 llSUl!U. 

::~ro.e ~1:1ro~~~fd~11c~n1 u1 ~~~~~1~~91!)1c1~~nt~1P~~U~~doc~e~~~tl~ 
dll 1egundo dh da llcnbtcl6a 1 ll'C, 2121 In 1 200 rpa. ti 
ptrfll de cuotenoUea qut u obtiene lnclure: ll 1-cirote110 co10 
el prlndpal co1poue11te 150}, seguido por lu uotofllu: 1A' 
121.111, htdOl (l.211, caotmotlai 12.111, crlptouot!n 
(2,ll\I; y e¡<ir!dcs do motmldu 11.111. 

111 el presente tt1b1jo se utudlo el ehcto que tleneu dlnnu 
flle11t11 de cuho10 aobre la producc1611 de carotenoldu u D. 
!hlill_~. ce eatre 111 fuentu probadu los u6carí1 
~º' uyoru rendl1luto1 de pl9unto1, dnt1c111do en 
orden dacncu..cu h D·qluco11, celoblon y D·1llou, cuando ae 
utiliun 1 CQ1cntnclo11es de l \, Una 11yor concutnc:l6n de h 
fnente de carboao {5 \I ruulll en 11111. uthulac16a. de h 
prcduccl61 di ::s urotenoldea¡ dilUnguUodose u uta acc16n h 
D-111011, h :tlobion y el allldb; tln emhrgo, la D·qlucou y 
el leido clt:::o, por su parte, tin.t JJn efecto 11eq1tl'o 1obn 
llc&roteno;hn11. 

11 eCtcto neq1:no d1 1l D·glucou u npllca cc10 uu npru16n 
tnn1itorla :~ ute uilcu 2!!. lf: con bue en In llquhntu 
n1denclH urert1ntllu: 11 D~gfuccn suprhe la 1lntuil 
de ªº'º de ¡::::efnu carotenoqbicu d igual que el anUoqo DOG 
YliCtclchu!1id1, b) La 1htuil d1 nrot111oldu u ruton 
dupnh de n periodo de reprulón fuerte, con llD.I p!Ddlente 
p1recld1111 :011dtct6n no 11Jpruln del uúcu. 

Por otra par-:.t, d efecto uth11latorlo de 101 ndcaru que 
l11clur11 eo n 10Hcuh 1 1l D·qlucon u uplln por 11 lenu 
Uheraci6n ~e htt dltlto, lo cul ltpide que 11 rnmle f 
ejeru ID. ehcio. 1\ dr.cto ntl1ahtorlo de D·Xllou putde 1u 
d!bldo 1 1¡11e u:t uúc1r u uu hute geoendon de poder 
reductor 11po:-:utt n h producct6n de cuoteuoldn. 

!lnd1e11tl, tl ullhll croutogrifico (BPLC y 'l'LCJ 11utn que 
en general, e! bongo produce 101 tlno1 urotenoldu J 11 
cantldld de uto1 depindt de 11 hu.te de cubono f de 11 
concutnci6D 1tiliuda. 

se 1upoH qu tl efecto de la ghcou u ruliu 1obre 101 
prhern pues it h vh de blo1h.tel11 de cuotenoldn, JI que 
no H liten c11.lltat11ue11te el perfil 4t 101 111101, 



INTRODUCCION 

Los consumidores juzgan la calidad de Wl alimento por su color, 
asociándolo con otras propiedades sensoriales, COllO el sabor 
(NewsOt11e, 1986; News011e, 1989) y olor. 

Actualmente existe una marcada tendencia a nivel mundial por el 
uso de colorantes naturales en lugar de los sintéticos, como 
consecuencia de las restricciones cada vez mayores, por parte de 
organisiaos como la Food and Drug Administration (FDA), para el 
uso de pigmentos sintéticos debido a suo efectos nocivos sobre 
lo salud. En este contexto la deaanda de Pi8lllentos del grupo de 
los carotenoides de origen natural también se ha viüto 
incrementada en los últi.J:los rui.os debido, ademús de su origen, a 
su capacidad pigmentante. 

Por otra parte, el interés sobre los carotenoides es cada vez 
mayor a consecuencia de las actuales evidencias de su efecto 
anticarcinogénico (Hihir, 1987; Stich, et al.,1987; Bianchi,et 
al., 1987; Sant.a.aa.ria and Bianchi 1 1987;Bañüi and Olson, 1987; 
KrTnsky, 19871 Kornhauser, 1987)), de su acción en la activación 
del sistema inmune (Krinsky, 1987¡ Dendich, 1987), así como del 
efecto sobre la longevidad en mamíferos (Cluter, 1984) y de la 
actividad de provitamina A (ErdwD 1 et al., 1988) que presentan 
algunos de estos compuestos. Finalmente !Os carotenoides son más 
atractivos por su aceptación generalizada y sin restricciones 
(por parte de la FDA) para su uso en alimentos, forrajes, 
medicamentos y cosméticos (Stern, 1988; Gordon,1977~. 

Baste un ejemplo: sólo para el 0-caroteno el mercado mundial en 
1987 se estimó en 19 millones de dólares. De tal producción 
total de il-caroteno, el 70S se destinó a la industria 
alimentaria, el S.JS a la de cosméticos, el 21'1. a la medicine, y 
el 3. 7% se distribuyó para diversos fines. El incremento anual 
de la demanda para este pigmento es del 6% y se predice que de 
ser aceptadas las propiedades anticarcinogénicas 1 fotoprotectivos 
y activadoras del sistema inmune por parte de la FDA, la tasa de 
crecimiento del mercado mundial para el B-caroteno se 
incrementará en un SOS anual (Taylor, R.F. ,1987). 

Asi las cosas, el aumenco en la demanda de caroter1oides de origen 
natural y su potencial económico, ha resultado en estímulo y 
presión para lo rea.lizoci6n de desarrollos biotecnológicos 
basados en fuentes microbianas que permitan una mayor 
producción de estos compuestos a nivel industrial 
(Cerdá-Olmedo,1989, Nonomura, 1987). Una consecuencia son los 
procesos de producción a gran escala de n-caroteno y de luteína 
a partir de hongos y algas, desarrollados en los 60s y que se 
abandonaron por no ser competitivos con los fabricados 
sintéticamente (Nelis and De Leenheer, 1989) •. 

A pesar de que la .alternativo más atractiva de producción de 
corotenoides son los microorganismos, poco se conoce sobre el 
manejo de éstos para· una explotación comercial, El 8-caroteno es 
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el ánico carotenoide producido a nivel industrial de fuentes 
microbianas, estos es, a partir del hongo~ triepora, 
(Cerdá-Ol.medo,1989; Hanson,1977) y del alga .Dunaliella salina 
(Hanson 1 19771 Nomomura, 1987), sin embargo la escala es aun 
limitada y el costo alto (Nelis and De Leenheer, 1991). Las 
fermentaciones industriales de zeaxentina con Flavobú.cterium sp. 
y de estaxantina con Phaffia rhodozyma se encuentran en etapas 
finales de desarrollo (Nelis and De Leeoheer, 1991). 

Por otra parte no existe un proceso de fermentación a escala 
industrial, ni en desarrollo, para lo producción de luteína, 
debido a que la fuente alternativa, las flores de cempasúchil 1 es 
actualmente explotada. La producci6n microbiana a nivel 
industrial de cantaxantina se encuentra por ahora en desventaja, 
ya que actualmente el precio del pigmento de origen microbiano 
es mayor al de origen sintético. No obstante la tendencia, hacia 
la utilización de cetocurotenoides de color rojo, estimulará el 
desarrollo de biotecnologías para la producción de cantaxantina 
de origen natural (Nelis, and De Leenheer, 1991; Nelis, and De 
Lecnheer, 1969: Nonomura, 1987). 

En este sentido, los hongos pueden considerarse como una fuente 
potencial importante de colorantes para la industria por su 
cultivo relativamente fácil y sus posibilidades fisiológicas, 
genéticas, y de manipulación industrial (Cerdá-Olrnedo, 1989). 

Por lo tanto, para mejorar los rcndi.raientos de le producción de 
carotenoidP.S en fuentes •icrobianas y que estos procesos sean 
factibles a escala industrial, un primer paso es la optimización: 
tanto de las condiciones Stlbientales de crecimiento como las del 
medio de cultivo, en este último caso por la identificación de 
factores regulatorios de la producción; el segundo paso incluye 
la aplicación de técnicas de mejoramiento genético y manipulaci6n 
de genes (Ne lis and De leenher, 1991). 
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GENERALIDADES DE CAROTENOlDES. 

3 , l DEPillICJ:OH, CU.SlFlCAClOH, ESTRUCTURA Y FUHClOH, 

DEFillICJ:OR r ESTRUCTURA. 
Los carotenoldes representan uno de loa grupas más isportantes de 
pigmentos naturales (Britton and Goodwin, 1971) con colores que 
van del aaarillo al naranja-rojizo (Nelis and De Leenheer 1 1991). 
Una definición completa de los carotenoides requiere detallar la 
estructura molecular de estos c~estos. 

Estructuralaente, y de aanera general, los caroteooides tienen 
un esqueleto tetraterpenoide de 40 carbonos. El polieno consiste 
de 8 unidades ieoprenoides arregladas de tal forma que loa dos 
metilos centrales (20 y 20 1 ) están en la posici6Q 1, 6 mientras 
que todos los restantes están condensados en posición 1,5 uno con 
respecto al otro (Cerdá-OlJlledo, 1989) ( Fig. la). Existen también 
algunos pigmentos de 30 carbonos llamados apocarotenoides, que 
son triterpenos constituidos por un polieno de 6 unidades 
isoprenilo. Otros carotenoides de SO carbonos son denominados 
hOtDocarotenoides (originados de estructuras de 40 carbonos 
substituidas). El esqueleto polieno puede ser modificado por 
desaturoción, ciclización, e introducción de funciones oxígeno 
(Dritton and Goodwin, 1971). 

Existen algunos carotenoidee acíclicos, coma el licopena, pero 
más comúnmente ocurren los compuestos monocíclicos, como el 
't-caroteno y bicíclicos, co1Da el 8-carotcno. La ciclizo.ción en 
los carotenoides está restringida a la formación de un anilla 
de seis carbonos (ocasionalmente· cinco) en uno o s..mboe extremos 
de la molécula. La ciclizsción extensiva tal y como se ha visto 
en triterpeo.oides no se ha encontrado en los tetraterpenos 
(Britton, 1985), En el anillo formado por los carbonos 1 al 6 
pueden existir dobles enlaces en posición C-4 1 5 (e), como ocurre 
en el e-caroteno; en posición c-5,6 (B)1 como se muestra en el 
8-caroteno; o uria c011binación de varios dobles enlaces en 
posición C-1,2, c-3,4 y C-5,6 como ocurre en el •• 'X.-leproteno 
(Britton and Goodwin 1 1971). 

En general existen dos tipos de carotenoides, por un lado están 
los carotenos que son tetraterpenos hidrocarbonados y sus 
derivados y t.m segundo grupo· que se refiere a aquellos 
denominados xantofilas que incluye derivados substituidos 
conteniendo grupos hidroxi-, ceto-, metoxi-, epoxi- o carbonilos 
(Nelis and De Leenheer, 1991). Dichas funciones oxígeno, 
especialmente lo& grupos bidroxi- 1 oxo- y epoxi- están presentes 
normalmente en los carbonos 1 al 6 (Britton and Goodwin,_ 1971). 

Tradicionalmente. la distribución natural de los carotenoides ha 
permitido darles nombres · trivialea, dependiendo·. de la fuente 
biológica de la cual fueron aislados .por primer& vez. Sin 
embargo 1 en años recientes ha sido desarrollada. por la IUPAC una 
nomenclatura eemisiatemá~ica para los csroten:>ides (Cerdá-ol.medo, 
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1989), en la que el noabre incluye infoni:iaci6n de su estructura; 
de acuerdo a este esqueaa, la aolécula de los carotenoides esta 
coapuesta por dos mitades, y h naturaleza del grupo terminal de 
cada •itad es indicado aediante letras griegas (-r,i;t,c,8 1 ar ,y y 
X)(ftg, lb). Cada· carotenoide se considera formal.mente derivado de 
un caroteno precursor el cual es especificado por dos letras 
griegas que describen los grupos terminales (fig 1) , e indicando 
con el uso de prefijos y sufijos los cambios en el esqueleto 
de carbóoo (nor-, seco-, apo-, bomo-), los niveles de 
hidrogenación (hidro-, dehidro-, retro-) y la presencia de grupos 
sustituyences (aetoxy- 1 epoxi- ol- 1 -ácido oico, hidroxi-) o 
para denotar la configuración (cis-, trans-, R y S) (Bramley, 
1985). Así por ejemplo el B-caroteno que tiene dos grupos 
terminales Jl debe ser llamado 8,B-caroteno, el fitoeno es 
llamado 1,a,11,12,1 1 ,8 1 ,11• 1 12 1 -octahidro- "JI"', ~-caroteno, la 
luteína es .e. c-carotcno-3 ,3 '-diol (Britton, 1985), 

19 20 
9 11 13 1s 14' 12 10' e' R' 

R "a "'10 "'12 "'1~ "'1s"' d''n "'9'"'7' 
20' 19' 

Flg.1 a. Estructura general de los carotenoldes y numera­
ción de atomos de carbono en la molécula. 

·e·· ... ·· ... . . 
:a ~ : ' .. 

" ' 

·ec~· .... . .. 
lli ll 

(,>.<;y· 
~ 

'' 17 

h" ... · 
V~ 

17 111 

~·· 
ICi ~2 ~ ~a 

Flg.1b. Esquema de loe diferentes grupos termlnalea qua 
se prcnsentan en loa carotenoldes (Brltton, 1985). 
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PUHC10N. 

Quizá la ñmci6n aás conocida de los caroteooides tales como 
a-caroteno 1 B-caroteno y 8-criptox.antina es la de provitamina A. 
Humanos y animales convierten estos derivados a retina! y 
posteriormente a retinol (vitamina A). Similarmente, la luteína 
es un precursor del 3-dehidroretinol (vitamina A2) en los peces y 
de 3-hidroxiretinol en ciertos insectos (Nelis and De Leenheer, 
1991). 

Algunos carotenoides participan como pigmentos secundarios 
cosechadores de luz en la fotosíntesis, ejercen efectos 
fotoprotectivos contra los efectos letales de la combinación luz 
y oxígeno (Ruddat snd Gaber, 1983) y posiblemente medien el 
fototropismo y la fototnxis. Los carotenoides son efectivos 
antioxidantes y atrapadores de oxígeno libce. En consecuencia, a 
los carotenoides se les ha sugerido un papel fotoprotectivo en 
bacterias no fotosintéticas y crustáceos. Así estos pigmentos 
fotosensitivos se comportan como una pantalla, protegiendo 
moléculas vitales y elementos celulares de los efectos letales de 
la luz ultravioletra y luz visible (Cerdá-Olmedo,1989; Nelis ond 
De Leenheer, 1991),. Otra función biol6gica que cumplen los 
carotenoides es la de ser precursores de otros compuestas, por 
ejemplo el B-coroteno ea precursor del ácido trispórico, una 
hormona sexual en los hongos Hucorales, lo cual además habla del 
papel de los ca.rotenoides----en-IO. reproducción de estos 
microorganismos (Bramley, 1985 ¡ Ruddat and Caber, 1983). Las 
xantofilas y el B-caroteno son precursores de sporopolenina, un 
polimero de xontofilas altamente estrecruzadas que se encuentra 
en gametangios y esporas de algunos hongos¡ el B-caroteno es, 
también, precursor del retino! que controla el desarrollo de 
esporangi6foros en !.:_ blakesleeanus (Ruddat and Caber, 1983). 

Finalmente, dado que la síntesis intracelular de carotenoides en 
los hongos está parcialmente asociada al crecimiento, estos 
compuestos debido B su incierta funt'.i6n biológica en 
microorganismos no fotosintéticos no pueden ser considerados de 
igual forma que otros metabolitos secundarios, como meros 
productos de desecho que remueven un exceso de carb6n y/o 
nitrógeno metabólico. (Nelis and De Leenheer, 1991). 
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J.2 IMPORTANCIA INDUSTRIAL Y CLINICA. 

ÁPLl:CACIOll DB LOS CAllOTl!llOIDES. 

Los carotenoides son ampliamente aplicados en las industrias de 
alimentos. forrajes, c:osaéticos y farmacéuticar recientemente 
ta.t>ién en medicina han adquirido Wl lugar importante coao 
agentes terapeuticos contra ciertos tipos de cáncer (Schwartz, R. 
~!!.:.· 1999; Cerdá-Olllledo,1989). 

Los colorantes reconocidos y aprobados por la Food and Drug 
Adainistration (FDA) como aditivos para alimentos, drogas y 
cosm&ticos, están actualmente listados en tres tablas diferentos. 
Cada listado incluye a aquellos colorantes que requieren 
certificación y aquellos establecidos como exentos de 
certificación, entre los que se ubican a -lo~ colorantes naturales 
o sus duplicados sintéticos (Newso11e, 1989); el status de cada 
colorante se designa por una letra "L" CU8lldo esta 
definitivamente listado o no requiere de certificación y UOll 
letra ''P" cuarulo esta provisionalmente listado. Los colorantes 
con status "P" requieren ser sometidos a estudio pare establecer 
su segurida;! en un nivel al ctUll puedd.n ser elegibles para el 
status 11 L" o en el caso de hallaegoR insatisfactorios perui tir su 
uso bajo ciertas restricciones o perder su aprobaci6n para ser 
usados (Stem, 1988). 

a) ALillEllTOS. 

El hombre 41 igual que otros animales, necesita corotenoides 
ya que no es capaz de sintetizarlos. Nuestra principal fuente de 
estos principios son las frutas y los vegetales; en menor grado y 
de manera indirecta los hongos , las algas y las bacterias. 
(Nelis and De Leenheer, 1989). Los carotenoides permitidos como 
colorantes por la Food and Drug Administration (PDA) para su 
utilizaci6n en alimentos son: el 8-caroteno (Aaarillo natural 
26) 1 8-apo-8'-carotenal (Naranja para alimentos 6) y la 
cantaxantina (Naranja para aliaentos 8). Estos pipentos eatú 
excentos de certificaci6n es decir tienen un status "L" (Stern, 
1988; Food Technology, 1986). 

Las razones por las cuales se adicionan carotenoides a los 
aliaentos son las siguientes: 

a) Restauración de la apariencia original del alimento cuando 
el color original ha sido destruido por su procesuiento o 
alaa:ceoa.miento, 

b) Obtenci6n de un color uniforme en las frutas recolectadas en 
diferentes .cosechas. 

c) Intensificaci6n del color- natural cuando éste es d&il. 
d) Protecci6n de agentes seborizs.ntes y Vitaminas fotosensibles 

durante el almacenat1iento. 
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En la Tabla 1 se citan algunos ejemplos de alimentos donde se 
emplean carotenoi~es como colorantes. 

Existen algunas ventajas y desventajas en el ·uso de carotenoides 
como colorantes. Dentro de las ventajas de su utilización estan 
su alta capacidad tint6rea, su rango de color al utilizarse en 
diferentes coabinaciones y la actividad de provitemina A que 
presentan algunos de ellos (Erdman, et al., 1988). Entre las 
desventajas de su uso se menciona Bu-baja solubilidad, su 
inestabilidad y su alto costo actual en el mercado, en 
comparación con los colorantes artificiales (Scbwartz,1989; 
Gordon, 1977). 

b) FORRAJES, 

Debido a la importancia económica y comercial del color en el 
huevo de gallina, muchos investigadores han estudindo el uso de 
carotenoides naturales y sintéticos para pigmentar la yema del 
huevo, Ya que los oves convierten los carotenos en vitamina A 
que es incolora es necesario alimentarlas con xontofilas o 
·apocarotenoides poro obtener un adecuado color de la yema. 
(Johnson, ~ !.!· 1980). 

Los forrajes para granja basados en productos de desecho agrícola 
son comúnaente suplementados con carotenoides dihidroxi y 
diceto-xantofilas (Johnson, et al. l980)(Tabla 2) o bien el 
alimento para aves es comPiemeñtado con pétalos secos de la 
flor de ce.pasúchil para impartirle un color naranja a la yema 
del huevo o a la piel del pollo (Cerdá-Olmedo, 1989; Nelis and De 
Leenheer, 1?91). 

Los cetocarotenoidcs son adicionados a los forrajes destinados a 
los peces paro intensificar el color rosado de la carne de salmón 
y trucha (NeliG, and De Leenheer, 1991). Adeaás, los 
carotenoides en 1os forrajes cumplen la función de ser 
provitomina A, como es el coso de la zeaxantina, la cantaxantina 
y la astaxantina (Schiedt, et al. 1985). Finalmente la 
acumulación de carotenoides en animales depende de la 
disponibilid11d del pigmento (John&on, et al. 19800.) y de la 
capacidad de asimilaci6n del animal (Torrisen, 1986), 
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Tabla 1. Apllcaclón de alguno• carotenoldea en 
aumento• (Schwartz, et al. 1989) 

B-CAROTENO 

Bebidas 
Re poeta ria 
Conlllerla 
Paataa 
Saleu 
Lacte o a 
Jugoa 
Aoaltae 
Poatrea 
Helados 

B-AP0-8'-CAROTENAL 

BebldH 
Rapo etaria 
Conlllerla 
Paelaa 
8alau 
LActeca 
Jugoa 
Aceite a 
Poatrea 
Conaervaa 
Botanae 
Salohlohae 

CANTAXANTINA 

Babldaa 
Conlllerla 
Lillotaoa 
Jugoa 
Producto• con tomate 
Holadoa 



Teibb 1. f'lllKll'.&l.tS c.uonmmr.s Pa:tllTUIOS (DIJ ADITIWIS DE .u..nmrrD.S 'I ........... 
COKl'l.'EStO 

Ltcopeno 

Lute(n.a 

C•ntall.40.lln.1 

Rhodoxantuu 

Capunttn. 

Bhlna 

Crocettna 

!10-KICROUANA 

Zoo.llhorla 
Síntnla 

t011ates 

FUENTE 

Alfllfl, •11iz, 
Pl11.11tas ~·erdea, 
Flor de cempasúchtl 
(fa11ttU) 

et. luteín.a 

Cru•t&ceu11 
Pl\1111 .. de aves 
Sintes11 

Cruatliceos, 
Pluaaa de aVe!llo 
Fleru de 
Adon11 •IUlua. 
Siñteit-.-

Hoj•a de Autuan 
Pez ,1'tlo¡;¡ar-

lli:u orellan.11 
iAññ'itlo)-

Au.h&n 
(~.!!.!.!.!!!!!) 

n-Apo-8 • -<:•roten•l 
!i[ntesl• 

HICROBIANA uso 

Alimentos para 
el hombre. 

Aliaentoa par• 
~ trllleou el hombre. 
~ chrt1to.r<:ettcua 
subap-.-~ , 

Flavobacterlua 11p, 

Forrajt: para 
avea de corral 

Forr.i¡e para 
avu de corral 
y pe<:t:s. 

Forraje para 
aves de corral 
y pec:es. 

All•ento parll 
peces. 

All•entos pan 
el hoabre y 
aves de corral 

Al111entoa p•ra 
el b011bre y 
aves de corral 

All•entoa para 
el hoabre. 

All11entoa para 
el ho•bre y 
avea de corral 

B-Apo-8º-Addo ettl bur-carotenolco 
Síntnla 

All•entoa para 
el h011bre y 
avea de col'ral 

Cltnnaxa.atlna 
slntnla Allai!nto ~ra 

aves de corral 

Good:utn. 1980, 198~¡ Jtllul 6 Bauemfelod, 19811 Hatw1lch ¡ Bauerofelnd, 1981. 
lfells imd De Li:eMt:r, 1989 :Han1on, 1977). 



e) HEDICI.llA. 

Potoprotec:cióo. 

Los carotenoides poseen funciones biológicas totoprotectoras. 
Parece aer que dicha capacidad se debe a su cape.ciclad para 
secuestrar radicales libres. Ld. fotoprotecci6n ocurre a muchos 
niveles, desde 90léculas y orsaneloa ha.ata organi&80& co.pletOs. 
Los c.rotenoidea se utilizan para &J11norar loa a:Cntoua 
presentados Por pacientes hipersensibles a le luz que sufren de 
porfiria eritropoyética (Will III and Scovel, 1987; Krtnsky, 
1987 1 Schwartz, 1989). 

Anticaoceriaeoo•. 

Se ha observado que los carotenoides son capaces de suprimir los · 
efectos mutagénicos y la• aberraciones crososom.ales causadas por 
agentes quÚlicos (Hihir, 1987; Stich, et al., 1987; Schwartz, 
1987) o por la luz (Bianchi, et al:7 l987). Por ello los 
carotenoides se emplean actual.menté Pira el tratamiento con 
radiaciones en caso de cáncer de aaaa, pula6n, piel, colon, 
recto y vejia;a entre otros. Aaí •ismo, los carotenoides son 
indicados para frenar el desarrollo de cáncer y evitar posibles 
recurrenciss, (Stmtaaaria, 4l1d Bianchi, 1987; Barua, and Olson, 
1987, Krinsky, 1987: l\ornhauser, ~!!·• 1987). 

ActivacicSn de U respuesta Lomme. 

Los carotenoides son capaces de activar la respuesta inaune. se 
ha observado que tanto l• proliferación de linfocitos T y B, cosao 
la actividad de u.cróf .. oa y neuttófiloa es aldlentada al tratar 
pacientes con carotenoides. Altos ni ve lea de carotenoidea han 
sido asociados con un incre•ento en 14 resistencia a la infecci6n 
en niaoa. (kri.nsky, 1987¡ Bendich, 1987). 

Loagevtdad. 

Se ba encontrado urua relación positiva entre le .concentración de 
carotenoidea y de retino! (vitamina A) en suero y tejido 
cerebral, con un increaento en 1a lon.sevict.d de -í.rero•. 
{CUtler, 1984). 
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XllDUSTllIA PAllllACEITlICA. 

Los carotenoides son utilizados en la industria faraacéutica con 
el ftn de colorear loa productos y que el color sirva coao 
indicador en diferentes paatillaa. Así taabiéa., se ut.ilizan en 
la fabricaci6n de tabletas, supositorios, jarabes y suspensionea 
(Schwartz, 1989). El a-caroteao y la cantaxantina son los 
csrotenoides o.probados por la FDA. para su uso en fármacos, 
dichos colorantes no requieren de certificación (Stern, 1988). 

DmUSTRL\ DB COSllllTICOS. 

Dentro de la industria de cosaécicos el Jl-caroteno, es utilizado 
con el fin de dar color a jabones, talcos, lociones, lápices 
labiales y polvos entre otros (Schwartz, 1989). El B-caroteno es 
el carotenoide m4s utilizado en este rubro. El 8-caroteoo es un 
colorante exento de certificación en la lista de cosméticos de la 
FDA. (Stem, 1988). 
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3. 3 BIOSINTESIS 

Los carotenoidea, C<MIO todos los terpenoides, son sintetizados 
a partir de la uni6n de tres unidades de acetil-CoA (Pia. 2), 
para formar el 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HHGCoA). El HMGCoA 
también puede ser s íntetizado a partir de los aminoácidos leucina 
y valina en Phycoerces blakesleeanus. El HMGCoA es convertido a 
ácido meva!Ónico (MVA) por una reacción irreversible, El MVA es 
convertido a 5-fosfomevalonato (MVAP) y mevalonil pirofosfato 
(HVAPP), y posteriormente a isopentenil pirofosfato (l:PP), 
considerado como el precursor fundamental de los carotenoides y 
cuya estructura es de 5 carbonos. El IPP es convertido a 
dimetilalil pirofoofato (DMAPP) por medio de wut isomerasa que 
posee radicales SH. La condenzación cabeza-cola de los !someros 
isoprenoides tora.a el geranil-pirofosfato (GPP), con 10 carbonos; 
la reacción es catolizad.o por la prenil transferasa, 
Posteriormente se transfiere una molécula de IPP al GPP 
resultando el famesil pirofosfato (FPP), constituido de 15 
carbonos. La formaci6n del geranil ge renil· pirofosfato resulta de 
la condensación del cuarto IPP. La dimerización cola-cola de los 
dos pirofosfatos resulta en el fitoeno (octahidro-">",'i"-caroteno), 
que es el prime1· tetraterpeno (C40) formado, La deehidrogenaci6n 
de fitoeno para formar dobles enlaces r:onjugados involucra la B 
eliminación de dos hidrogenos alílicos vecinos. Cuer.ro pasos 
sucesivos de deshidrogenaci6n dan lugar en orden progresivo al 
fitoflueno, zetaceroteno, neurosporeno y licopeno 
respectivamente. Estas deshidrogenaciones son catolizadas por un 
complejo multienzimático de cuatro unidades de la fitoeno 
deshidrogenasa, codificada por el gene E!!.E_B en P. 
blakesleeanus. -

La ciclización de los carotenos acíclicos insaturados resulta en 
la formación de los anillos e ó e. Así el 1.icopeno produce 
T-caroteno y 6-caroteno , mientras que el. neurosporeno forma 
a-zeacaroteno y B-zeacaroteno; los cuales pueden transformarse 
por deshidrogen.ocion en "t-caroteno o 0-caroteno respectivamente. 
Existen evidencias de que la ciclización puede ocurrir un paso 
antes de la foraacion del neurosporeno, esto fue observado 
con la formación de 7 1

1 8 1 ,11 1 ,12 1 -tetrahidro-T-e:aroteno en 
P. blakesleeanus. El 8-caroteno es formado a partir de la 
Ciclizaci6n del ,;-caroteno. En resumen, 8-caroteno es 
sintetizado a partir del fitoeno mediante un complejo 
aultienzimático que incluye cuatro deshidrogenasas y dos 
ciclasas (producto del gen ~ en E.!_ blakesleeanus). · 

La incorporaci6n de oxíaeno ocurre en varios estados de 
desaturación y/o ciclización de los carotenoides hidrocarbonados, 
resultando en una aran variedad de xantofilas (Ruddat and Garbe.c 1 

1983 y Schwartz, .!..!: .!!:..• 1989¡ Bramley, 1985¡ Goodwin, 1971). 
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ACETU.•CDA 

1 ACETIL•CDA 

ACETOACETIL • CoA l ACETIL·CoA 

ll •HIOROXl· ll·METILOLUTARIL • CoA 
¡ 

MEVALONIL•fiPP 

1 
ISOPENTENIL•fiPP= T .T ·DIMETILALIL·PP 

1 
QERANIL·PP 

1 
FAANESIL·PP 

1 
QERANILQERANIL·PP ¡., 

FITOENO 
¡ 

FITOFLUENO 

).-CA.R\,TENO 

1 
NEUAOePOAENO 

1 

j 8 ZEACAAOTEHO "- •ZEACAAOTENO 
LICOPEHO • ' 

' ~ •CAROTENO J ·CAROTENO ' 

N < •CAROTENO NEUAOSPORAXAHTINA~ l·W!IROTENO ~CRIPTOXANTI A ------- 1 
TORULARÓDIH.4........-- TORULENO-- f ------- LUTEINA 

RODOXANTINA---ZEAXANTINA 

t CAHTAXANTINA 

. VIOLAXANTINA ¡ 
ASTAXANTINA 

Flg.2. Algunos carotenoldes fungalea de Interés y su posi­
ble bloslnteata (Cerdé.-Olmedo, 1989; Hells a.nd De leenheer, 
1989; Goodwln. 1971). 



3 , 4 ANTECEDENTES DE REGULACION EN HONGOS , 

La regulaci6n de la carotenogénesis en honaos esta dada por 
diversos 11ecaniSttoa, como son: 
a) Retroregulación por producto final. 
b) Fotoregulaci6n. 
e) Efecto del oxígeno. 
d) Temperatura, 
e) pB. 
f) InhibicicSn qui.mica artificial (difenilamina, antibioticos, 

etc,) 
g) Estiaulación química (8-ionona y la vitamina A ) • 
h) Factores de crecimiento (Vituinas). 
i) BoI'llOnas o interacción sexual (ácido trispórico), 
j) Nutrientes en el medio de cultivo (carbono, nitrógeno, 

fosfato, iones etc,). 
K) Efecto del AKP cíclico, 
(Braaley, 1985; Goodwin, 1959: Cerdá.-Olmedo, 1989¡ Schwartz. 
1989¡ Cerdá-Ol.medo, 1985; Govin, et el. ,1981¡ Tbomas, 1967; Rau 1 

1985¡ Kritsky, 1982¡ Dholakia andHodI,1984¡ Govin, et el. ,1982; 
Dandekar and Hodi, 1980; Okagbue and Lewis, 1984 1 1984a:-Avalos, 
1987¡ Cerdá-Olmedo, 1985). 

Los estudios acerca de la regulación que tienen los nutrientes 
del medio de cultivo sobre la producci6n de carotenoides, se ha 
restringido a la observación del efecto de su adición sobre el 
nivel de producci6n. (Schwartz, 1989). En este sentido, pocos son 
los trabajos que han caracterizado el efecto de los nutrientes 
sobre la síntesis de carotenoides, como se puede advertir en los 
siguientes parrafos (tabla 3). 

Efecto del carbono y del nitrógeno. 

Se han utilizado una gran variedad de fuentes de carbono para 1.ci 
producción de carotenoides por hongos, incluyendo desde 
COllP\JCStos sillples, tales COila monosacaridos y glicerol, basta 
•ezclas complejas cocunmente utilizadas en la industria, tales 
como aceites an:laales y vegetales, keroseno, melazas, licor de 
maíz, etc, (Ninet and Renaut, 1979). 

En el hongo Blakeslea trispora se hu caracterizado el efecto de 
represión catabólica ejercido por glucosa a concentraciones de 
3.6 y 5.4 S (Dandekar and Hodi, 1980), En este mismo 
•icoorganisllO la producción de B-caroteno con celobiosa como 
única fuente de carbono es aayor a la obtenida al utilizar 
glucosa, segura.ente por la lenta liberación de glucosa en el 
medio (Dholakiü and Hodi, 1982). 

En la levadura ~ rhodozyua, Johnson, •et al. (1979) 1 

encontraron un etecto negativo de la glucosa a Con'Centraciónes 
mayores de 41., sobre los rendimientos de astaxantina. 
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labb, J.~ N Ll ~ a.-ns . 

....,._ 
,,ot. f.:. rhodo1ru 
5.U~ !.:.. trheora _ .... 

P. blUnlee&nus ......... ----
!.:. trhPor• -~ ~ rbodozri-

p, bl•kuheanua ,_.----­
P. bl•kulee,rnua 

atJoera"'I ---­
!.:, trllPor• 
R.a1111J1et 

0.3' !Z rubro. 

b) FllEHTE PE llUROCEHO 
1.org.iutca, 

,_ ... 
P. blakulll!ll!ltl\JI ...... -----
P. blaknleeanua UJ119taif-___ _ 

L.•lchottl &licU. __ _ 

je, &1-~~;u~:Cll!M 
!!:_del19\lll!ll"en1 

2.lnouiintca. 

a1tnl0don-1D 
P. blakuleeanu1 
O.e~ 

e) EFECTO SHiEllCICO 

(•) - J'ohn9oci. -.ad l.<etda, 197'. 
Repre1i6a J>o.ndekar and flodl, 1980. 

Eatl.llQ11ci6a Rud<Ut aad auber, 1981 • 

Dbol1kl1 and Hodl, 1982. 

Goodwtn, 1959, 

+ Dandekar 1nd Kodi, 19!10. 
Eatlmllhetón Coodwin, 1959. 

+ Scbwau, UB'J. 

[$li9Ula<:ión Chlchuur "!t .i,, l'JS, • 

!ri..-lt1 •nd Oe l.e"nhHr, 19!19. 
Or..:11e ILlld Kontchtr, 1961. 

Goodwtn. 1959. 
Oranae and 1'1011tclalr, 1961. 

L-t.rlplor-lc. at.r.áod.o» 
~ deliquucens Or•n111 111d Hoatcldr, 1~61, 

ace~tade~ 
R. aanntet EnllNlaclón Vuorl •nd Cyllenbcr,1,197,, 
,E:~ btl1111l1ctóa1 Friend et 11 •• 1955, 

&).ocoU-a;U.Cta • i....liu• 
.!!.:, !!2!!s.!! E1tilN.lleló11 Rl.ldd.lt and C&rbar. 

d) HOPORCION CAQOHO NlTROClNO (C:M) 

·c>N ~ tu!tkurol 
C<M !!:,fuJtkurol 

e) EFECTO Di FOSFATO 

l,OlL ~ ~í!.::ii:Hnu1 

•. •obre Htuanun.. 

. 
{H)-

Rudddat •nd Garber. 19U • 
Ruddd.at and Clfber, 1981, 

f:1tlMahct6n Dhol•kt• and Hodi, 198'. 
E1timu.J1ctón Dholakl1 &nd Hodl, 198~. 

u, aobr• O-c1roteno1 •• 1cucul• ttlo•no. 
+, erecto podtlvo aobr• l• carotenoaéne1t1. 
++, M)'Or ef1cto PQ&ltlvo •Obre l• carotenoao!ne•ia. 
•, dicta nea•Uvo llObre l• c1roteno1ifne11a, 
conc,, cOQCni.tr•chSci. del Ql.ltrient•. 



Mientras que en cultivos mixtos de .!:_. rhodozym.a y ~ 
circulans WL12 y en DOnocultivos de la levadura con 
'CoñCeii'triíciones de la fuente de carbono de l.S X, la orabinosa 
seguida de la sacarosa y la glucosa presenta los asyorea 
rendimientos, en ese orden 1 en tanto que celobiosa presentó los 
val.ores más bajos (Okagbue and Lewis, 1983). 

En cambio, las melazas 8 y C promueven se produzcan 2 y 3 veces 
más astaxantina en f.· rhodozyma que cualquier otro de los 
azúcares mencionados arriba y la supresión sobre la síntesis de 
astaxantina observada con glucosa (ol 4 S) no se registra para 
sacarosa o paro las melazas (Jlaar, 1988). 

En P. blakesleeanus se ha observado que la maltosa y la glucosa 
son-fuentes de carbono igual.mente carotenogénices. La xilosa y la 
fructosa, por su parte, permiten buen crecimiento pero son poco 
eficientes para lograr una buena producción de pigmentos 
(Goodwin, 1959). El acetato, cuando su utiliza como única fuente 
de carbono, estimula el crecimiento y le carotenogénesis, siendo 
le producci6n de corotenoides mayor que la obtenida al utilizar 
lacto.to o piruvo.to (Ruddat ond Gorber, 1983). 

Por su parte el efecto negativo de la glucosa sobre la 
cRrotenogéncsis en~ trispora no se observa al utilizar 
glicerol como única fuente de carbono (Dnndekar and Hodi, 1980). 

El glicerol, en cambio, estimula la carotenogénesis en 
Rhodotorulo sanniei (Goodwin, 1959) y el acetato en presencia de 
altas concentraciones de nitrógeno ejerce un efecto similar al 
observado en ~· blakesleeanus (Ruddat and Garber, 1983). 

En la levadura R. rubrum el glicerol como única fuente de 
carbono a una conceñc.raciíSn de O .SX incrementa la producción de 
carotenoides, resultando ser la fuente de carbono más eficiente 
en este sentido (Scbwartz, 1989). 

Para la familia Dacrymyceucene carbohidratos tales como: la 
glucosa, sacarosa, azucar invertido, maltosa, galactosa, 
glicerol, melazas, melazas invertidas, manito!, sorbosa, 
lactosa, celulosa, almidón, amilosa y dextrinas, todos promueven 
el crecimiento y producción de carotenoides. La glucosa, la 
sacarosa, y el azúcar invertido son los carbohidratos con los que 
se obtienen los mejores rendimientos, aunque otras fuentes de 
carbono pueden ser utilizadas, tales como proteínas, proteínas 
bidrolizadas, lípidos, etc, La adición de pequeñas cantidades de 
proteína o hidrolizado de proteína es esti.mulatorio en la 
co.rotenogénesis 1 por ejeaplo en Dacrymyces deliquescens la 
adición de O, OS a lS de albúmina de leche, solidos de leche 
descremada, proteína de semillas de algodón, caseína, levadura, 
agua de licor de maíz, prot-eí.na de soya de habo, proteína de 
trigo, fra&11e11to de carne, harina de pescado, etc. pueden 
esti.mu.l.ar el crecimiento y ln producción de carotenoides (Orao.ge 
and Honclair, 1961). 
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El extracto de levadura 1 como fuente de nitrógeno, estllrula la 
producci6n de cerotenoides en P. blakesleeanus crecido en 
presencia de acetato; este efeC'to no se observa al utilizar 
glucosa, A diferencia de lo que ocurre en este •icroorganlsao, 
en el b.ongo u. vio.lacee el extracto de levadura es estimul.atorlo 
en prcsenciadc elucosa, La eetiauloción se puede explicar en 
términos de los componentes efectivos del extracto de levadura 
son uno o una combinación de los siguientes vito.minas: tia.mina, 
ácido nicotinico, riboflavina., vitamina A y/o vito.minas del 
complejo e (Ruddat and G11rber, 1983). 

El efecto de los 8.tlinoácidos sobre la corotcnogénceis es variado, 
osí se ha visto que los aminoácidos leucina y valina, además de 
ser í-uente de nitrógeno funcionen como precursores de 
B-hidroxi-B-getilglutaril-CoA1 un importante intermediario en la 
síntesis de isoprenoides en P. blokesleennus, Cstimula.ndo la 
síntesis de 8-curoteno. (Chichest'er et al., 1959) Sin embargo, el 
efecto de la leucina se- hil observado en otros 
1dcroorganiswos. 

~~ef !~en~:'~! i~i~~.~~~r:i~c~~i~~~~o, 1°~ ie~~~n~~c ~~~~o ~~~ t¿~c~u~ni: 
glicina los aminoácidos en donde se obtienen los mejores 
resultados en la producción de cerotenoides. Se he visto que la 
incorporación de L-triptófono en el medio conten.ie11do glutámico 
eCJ particulerDente efectivo (Oran.ge end Honcl1:1.ir 1 1961). 

Por au parte, el aminoácido glicina es incorporado hasta 
B-caroteno en P. blakeeleeonus presumiblemente por la vía 
glicina-serinn-p1ruvato-ecetil-coA, resultando en Wl incremento 
en la prodÜcción de carotcnoides (Goodwin, 1959). De igual forma 
en Blukeslea trispora lR glicina incremente la producci6n de 
carotenoides (Schwartz, 1989; Nelis end De Leenheer, 1989). 

En cuanto a le fuente de nitrógeno inorgánica, el nitrato de 
amonio reduce la síntesis de carotenoides en p, blakes1eeanus 
(Goodwin, 1959) l mient.ras que esta sal es la· fuente preferente de 
nitrógeno inorgP..ntco pare la cerotenog6nesis en la familia 
Decrymycetacene (Orange end Honclair, 1961). 

Finalmente se ha observado que la proporción de carbono:nitróseno 
en el medio de fermentación es un factor importante en la 
expresión del l!fei::to sineraico de eotos nutrientes sobre la 
GÍnte.ois de coi:otcnoides. Así, en~ fijikuroi una baje 
relación entre curbonomitrógeno fnvorece la producción de 
carotcnos sinteth:ados a partir de fitoeno 1 si por el contrario 
la relación de c1Jrbono nitrógeno es alta, se produce más fitocno 
(Ruddn.t and Garbcr, 1983), 

Una opropinda proporción de carbono:nitrógeno lleva a Neurospora 
crasea B producir 2.5 ma de carotenoides por gramo peso seco de 
~a (Cerd&-Olll!~do, 1989), 
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Efecto de fosfato. 

En B ~rispora una concentraci6n de1 11. (peso/volumen) de fosfato 
mor t.co en el medio estillula en cinco veces la producci6n de 
8-caroteno comparada con la producción obtenida cuando se utiliza 
una concentración de O. 01"· En ea te mis.a hongo y en P. 
blakesleeanus se ha encontrado WlB relación inversa entre Iii 
carotenoaénesis y la actividad de fosfatasae intracelulares, por 
lo que se ha sugerido que el fosfato inorgánico regula los 
niveles de estas fosfatasas con el consecuente auaento de 
carotenoidea (Dholakia and Kodi, 198.ft). 

Efecto del pB. 

El estudio del efecto del pB sobre la carotenogéncsis en bongos 
tienen una importancia relevante en este tipo de estudios 
fisiol6gicos, ya que mediante el control de esta variable se 
puede caracteriur el efecto de los nutrientes del medio de 
cultivo sobre la síntesis de estos pigaentos 1 por tal aotivo se 
mencionan a continuación los datos reportados en este rubro. 

Son escasos loa trabajos que en este sentido se han realizado, 
Jhonson and Lewie (1979) reportaron que el pH del medio afecta 
los rendimientos y la producción de csrotenoides en Phaffia 
rhodozyaa1 ellos encontraron que el pH óptillo para la producción 
de astaxantina es S.0 1 y que cambios en el pH resultan en una 
mayor ocuaulación de 8-zeacaroteno sobrepasando los niveles de 
a-caroteno 1 el cual ea el principal caroteno a pR óptimo. El 
cultivo de esta levadura a un pH diferente del Óptil90 peralte la 
aacumulación de carotenos con la concomitante disminución de los 
rendiaientos de astaxantina. 

En Phrce>11yces blakeslecanus el pH del medio de cultivo taabién 
tiene un efecto sobre la carotenogénesis. Se ha observado que la 
acidificación del medio de cultivo de 6.2 a 2.6-3.0 no afectan 
el creciaiento ni la producción de pigmentos en el hongo, sin 
eabargo, cuando se o.aortigüan estos CBJllbios el crecimiento no se 
altero pero la carotenogénesis se inhibe cospletaaente (Goodwin, 
1959). 

A diferencia de lo 11encioado en los parrafos anteriores, Orange 
QDd Kontclair (1961) afirmaron que variaciones en el pB del aedio 
de cultivo en un intervalo entre valores de 2.1 a e.s no alteran 
de manera importante el creciaiento ni la formación de pigaento 
en loa hongos pertenecientes a la faailia Dacrrmrcetaceae. 

Coao se puede apreciar loa conocimientos que se tienen hasta 
ahora 110bre los aecaniSltOB de regulación por nutrientes tales 
como el carbono, el nitr6geno y el fosfato, a'9i como el efecto 
del pH del 11.edio de cultivo sobre la síntesis de carotenoidea 
son eaca.aoa y aislados lo que resulta en una liaitaci6n para la 
producci6o. fei:aentativa de estos terpe.noides a escala industrial. 

-19-



Ya se ha lleDCioaado que los hooaos son uaa fuente i.J:lportante de 
carotenoidea, no solo de 8-caroteno sino taabiéo de xantofi1as 
COltO la luceín.8., ·zcaxantina1 cryptoxantioa y cantaxanttna, todas 
ellas de interés industrial actual, y de xantofilas tales como 
el toruleno, la torularhodtna, el eeferoideno y la 
esferoidenona, que por su color adquieren cada vez mayor 
importancia (Nelis ond De Leenheer, 1989). 

Enmarcado en este contexto surge como una respuesta el estudio de 
la regul.aci6n de la carotenosénesis en el hongo Dacr)'!yces 
deliquescens. Este microorganismo fue seleccionado por su perfil 
de c1.1rotenoides que incluye a la luteina, cantaxantina, 
zeaxs..ntina, criptoxantina, violo.xantin.a, toruleno, torularhodina 
y el a-caroteno, todos éstos de interás industrial actual y 
potencial a corto plazo, entre otros carotenoides; ademáo de que 
su biomasa puede ser utilizada como forraje para aves de corral 
dadas sus caracteristicas de organismo tipo GRAS (Ora.nge and 
Honclair, 1961), Finalmente porque el único estudio realizado en 
este hongo resultó en una patente para la producci6a de 
carotenoides, lo cual habla de su potencial. nsci:yayces 
deliquescens es un hongo Basidiomyceto, con fructificaciones 
enrolladas sobre si mismas de 1 a 4 mm de diámetro, de 
consistencia gelatinosa-firme, de color anaranjado amarillento 
cuando estan frescas y café-rojizo al secarse; bitas 
con pinzas de conección; probasidios lle.ata de SO X 6 µ, 
metabasidios asepatados, bifurcados, esterigmas cilíndricos, 
hasta de 15 X 3 µ¡ basidiosporas septadas en 3 partes, de 11.5-15 
X 4-6 µ. La germinaci6n es a troves de tubos de germinación o 
conidios, su distribución se limita a los bosques de pino de 
México, Psnaaá, Argentina y Brazil. Crece sobre la corteza de los 
troncos caidoo de pino (Bernard, 1971 y 1980). 

Finalmente. en el entendido de que toda· investigación que se 
desarrolle para evidenciar los mecanis•os que regulan la 
síntesis de carotenoides es relevante, la presente investigaci6n 
se enfocó al efecto de la fuente de carbono sobre la 
carotenogéaesis en consideración a la existencia de mayor 
informaci~ sobre el efecto glucosa en . la carotenogéneais en 
particular y sobre otros metaboli tos secundarios en lo general. 

-20-



OBJETIVO. 

Con el fin de evaluar la influencia de diversos principios 
nutricionales sobre la producción ele carotenoides, en este 
trabajo se planteó como objetivo: El conocer y caracterizar el 
efecto de diversas fuentes de carbono sobre la producción de 
corotenoides en el hongo Dacrymyces deliquescens, 
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S HETOOOS. 

S .1 HICROORGANISHO. 

La.a cepos utilizadas fueron: 
Dacrrmyces deliquescens ATCG-13292. 
Decrymyces deliquescens FSC-307. 
Dacrymyce11 deliqueeccns BH.. 

La cepa ATCC-13292 se adquirió de la American TYPe Culture 
Collection; la cepo. FSC-302 fue proporcionada por la colecc i6n de 
cepas del Servicio Marítimo y Forestal del Conadá; 111 cepa BH se 
colectó y aisló de troncos caídos de pino del Desierto de los 
Leones México. D.F. 

La cepa BM fué identificada, en el Laboratorio de Hicología del 
Instituto de Biologia de la UNAH, con base en las claves de 
identificaci6n para especies de la fWlilia Decrymycetaceae 
(Bern.ard, 1971 y 1980), Su aislWliento se realizó por propagecion 
Y transferencia en cajas de petri con medio YH-sgar conteniendo 3 
cig de penicilina y 3 mg de cloranfenicol. Lo cepa, una vez 
aislada se activó mediante cultivo a tiempo fijo de 6 días en 
matraces de 500 ml conteniendo 100 ml de medio YM-caldo a 200 
rpm, 26°C y 2921 lux de iluminación constante. 

5. 2 FUENTES DE CARBONO PROBADAS. 

Las fuentes de carbono probadas para observar su efecto sobre ls 
carotenogénesis fueron: O-glucosa (G) 1 D-fructosa (F), sacarosa 
(S), m.o..ltosa (H), celobioso (C), L-arobinoso (R), D-xiloso. (X), 
glicecol (g), ácido cítrico (c) 1 ácido succínico (o). ácido 
ac~tico (u), ácidli oleico (o) y ácido butírico .Ch). 

5. 3 MEDIOS DE CULl'IVO. 

El mantent.aiento y propagación de los cepas, así como el análisis 
del contenido de carotenoides en medio completo, se realizó en 
medio YK-agar (Di feo, 1966), de acuerdo a lo reportado para este 
microorganislJIO por la ATCG (1982). 

Para el estudio del efecto de la fuente de carbono sobre la 
carotenoaénesis fue utilizado el medio mínimo definido balanceado 
(KHdb) reportado por Re id and Seifert (1982). · 

El HHdb fue 1nodificado sustituyendo el ácido 2,2-di.aetil­
-succínico (Di1U1!nozido 1 nares Sigma) por ácido succínico (HHs). 
Este medio (fil-Is) fue utilizado en los experimentos de selección 
de la Ccpol. 
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Para algunos experimentos como la caracterizoci6n del efecto 
regul.atorio de la glucosa eobre la producción de caroteaoides y 
en experimentos prelialnares sobre taasño del inóculo, tiempo de 
fermentación y el efecto de la coacentracion de glucosa, se 
utiliz6 un medio denominado MM ea el cual se eliminó el ácido 
succíoico. 

Los medios HH y HMdb fueron utilizados pora definir el efecto 
del análogo del ácido succínico y del pH sobre la carotenogé­
nesis, 

El pH inicial en los 11.edios fue ajustado por la adición de 
hidróxido de sodio, antes de esterilizarse. 

Los medios fueron esterilizados durante 20 minutos a 15 
lb/pulgada.a de presión. La fuente de carbono, cuando se manejó en 
concentraciones del S y lOX, fue esterilizada por separado. 

5, 4 PREPARACION DEL INOCULO, 

El inóculo se preparó por raspado de colonias de D. deliquescens 
de una caja de petri, crecido entre 10 y 15 d'Uis sobre medio 
YM-agor. El micelio fue disgregado en solución salina (4 ml) 
90r agitación con perlas de vidrio (15) de S mm de diámetro, 
Con el micelio disgregado se inocularon dos matraces Erlenmeyer 
de 500 11.l conteniendo 100 ml de MM, Los matraces fueron 
inicialllente incubados durante tres días en condiciones estáticas 
a 26ºC y 2921 lux de iluminación (emitidos por una lámpara 
incandecente de 100 W colocada a 30 cm de altura sobre el medio 
de cultivo) (Ortíz y Garduño, 1985). Posteriormente se sometieron 
a una agitación de 200 rpm durante otros tres dios (Orange and 
Honclair, 1961), 

S. S FERHENTACION. 

Las fermentaciones se deeorrollarón en matraces Erlenmeyer de 250 
ml con SO ml de medio mínimo. Loe matraces fueron inoculados con 
0.10 mg de · biomasa (peso seco) por ml de medio de cultivo, 
excepto los experimentos de selección de la cepa que se 
inocularon con 0.03 mg/ml y loa del efecto del tamaño del 
inóculo sobre la fermentación, que se inocularon con 0.03, O.OS y 
0,10 mg/ml. 

Los aatracee fueron colocados en una agitadora orbital Callenkamp 
a 26ºC, 2921 lux y 200 rpm. El tiempo de fermentaci6n vori6 entre 
6 y 11 días. 
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Los perftles de producci6n, crecimiento, azúcar residual y pli en 
e1 'medio de cultivo fUeron obtenidos del análisis de auestras de 
2 al sustraída.a de los mo.tracea cada 24 horas durante la 
fermentación. 

5. 6 HETODOS ANALIUCOS. 

5 .6.1 CllECIKIENTO HICELIAL, 

El crecimiento del microorganismo se expresa en mg de biomosa 
seca por unidad de volumen, La biomasa se secó en una estufa 
clínica a 60ºC durante 24 horas, tiempo en el que se alcanza el 
peso conatante. El micelio de coda muestra fue separado por 
filtración sobre papel Whatman (450) previamente secado y pesado, 
El cálculo para la determinaci6n del crecimiento se basó en la 
siguiente expreoi6n: 

Crecimiento (•s/•l)= (SpB - Sp)/V 

donde: 
Sp:: Peso seco del papel filtro ien mg. 
SpB=Peso seco del papel filtro con la biomaea expresado en mg. 
V= Volumen filtrado (ml). 

5. 6. 2 CAROTENOIDES. 

5 .6. 2. l EXTRACCION. 

La extracción de los carotenoides se realizó de acuerdo con la 

~~~:t~~~ ~!r:1 e:~:P:!i:!~~ m~~~t~:da :f n!t~!~~º <};!;~~.Y q;i: 
cantidad de aicello procesado fue hasta de 10 mg (peso seco) por 
muestra, El pellet fue obtenido por centrifugación de lea 
muestras de 2 ml. El rompimiento del micelio se realizó por 
maceración en w1 homogeneizodor (Tri-R instrumenta K45). Para 
la completa extr>icci6n de carotenoides se efectuaron entre dos y 
cuatro pasos de extracción con acetona en promedio, 
excepcional.mente 5 ó 6 1 y finalmente r ó 2. con éter de petróleo 
hasta que no existiera más remoción de pigmentos. Cada extracción 
tuvo una duración de 1 min, Todas los extractos de acetona se 
combinaron y se gezclaron con igual volumen de éter de pétroleo, 
para transferir los carotenoides al éter; finalmente, se 
adicionaron una.a gotas de solución salina para la separación de 
fases y un poco de alcohol para el rompimient6 de la emulsión 
que se pudiera haber foraado, así c0at0 para la eliminación del 
agua existente en el éter. La fase etérea o epifase conteniendo 
a los carotennides, se recuperó con una pipeta pasteur. El 
volumen total del extracto fue medido y se procedió a su 
cuantificación. 
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Cabe caenciowlr que durante la extracci6n loa caroten0tdea ae 
protegieron, en lo pasible, de la luz directa del sol y la 
artificial. 

5, 6, 2. 2 PURIPICACION E IDENTIPICACION 

Fueron obtenidos los perfiles de absorbancia de los extractos de 
las diferentes cepas en hexano (saponificados y no saponificados) 
en un espectrofot6metro Jiewlett Pacltard. 

Los extractos fueron saponificados para eliminar loa grasas y 
los ésteres de carotenoides presentes en la muestra que 
pudieran alterar los tiempos de retenci6n (Rt) en las 
cromatografías por HPLC (Hish-Performance Liquid Chromatography) 
o el frente de i·efereocia (Rf) en las cromatografías por TLC 
(Thin-Layer Ghromatography, TLC) (Britton, G.; 1985). 

Los perfiles de carotenoidea obtenidos mediante corridas por HPLC 
y TLC, de muestras saponificados y no saponificadas fueron 
cooporodoa para asegurarse de que la hidrólisis alcalina no 
afectara el contenido de carotenoidea. 

La saponificadón se realizó de acuerdo con el método propuesto 
por Sidney (l'J84) y por Britton (l'J85). Por cada 30 ml del 
extracto fueron agregados 2 Dll. de una solución de KOH 
metonólico al 40S, mezclando durante 1 min y dejando reposar por 
12 horas a 4ºC en condiciones de obscuridad. Posteriomente se 
agregó igual volumen de éter de petr6leo, o del solvente 
utilizado para extruer los carotenoides, agitdndolo por l •inuto 
y finalmente se aforó a 100 ml con una soluci6n de sulfato de 
sodio al lOS, volviéndose a agitar por l minuto. La mezcla se 
dej6 reposar por una hora en la obscuridad a 4°c, antes de 
recuperar 14 fase orgánica con loa carotenoides. Para evitar la 
dilución del extracto, cuando esto fuera necesario, no se agregó 
más fase orgánica duronte la saponificación. 

Para concentrar los extractos se utilizó una corriente de 
nitrógeno que removiera el solvente. (Britton,G., 1985). 

Cromatografía en cupo. fina (Thin-Layer Chroaatograpb,y, TLC). 

La técnica de cromatografía en capa fina (TLC) se utilizó para 
la oeparaci6n, purificaci6n e identificación de carotenoides 
medionte la coapa.ru.ción de loa Rf de los pigmentos en las 
muestras con respecto a aquellos utilizados como estándares, 

Loa estándares utilizados fueron B-caroteno, cantaxantina 
(proporcionados por Roffman Le Roche), luteína, criptoxantina, y 
zeaxo.ntina (proporcione.dos por Bioqui.mex). Así mismo se manejó la 
oleoresina de flor se ceapaaúchil (Tagetes erecta) como aezcla de 
referencia. (proporciouados taabién por Bioquimex). 
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Las cromatografías se realizaron sobre placas de sílica gel 60 
(Kieoelgel DC-alufolien sin indicador fluorescente) de 20 X 20 ca 
X 0.2 mm. 

El desarrollo de las cromatografías se realizó con una •ezcla 
de dicloroaetano:acetato de etilo (80; 20). en una cámara 
sobreeaturada.. 

Las placas fueron analizadas bajo luz ultrav1.oleta y 
posteriormente reveladas por aspersión con una soluci6n de ácido 
sulfúrico en •etanol al !OS y secadas a 18DºC durante 10 minutos. 

Croootografía liquido. de olta resoluci6n (High-Perforao.nce tiquid 
Chroaatograpby, DPLC). 

La técnica de cromatografía de líquidos se uti1iz6 con los 
miemos fines que la de TLC, mediante la comparación de los Rt de 
loe estándares, 

Para las corridas por HPLC se utilizó como fase aóvil 
he:<.nno:acetato de etilo (65:35) y como fase estacionaria una 
colW901:l de silica 60, 5 µm. 1 Supelcosil TM-LC-Sl 250 X 5 mm. 

Lns corridas se realizaron o un flujo de l. 5 ml/min, y a W18 
absorbencia a lt47 rua: el volumen de inyección de las muestras 
varió entre 10 y 100 µl, 

El equipo utilizado consistió en un crornotográfo para líquidos 
de alta resolución Hillipore con un espectrofot6metro 
Wa.ters-Hillipore Lambda-max LC-481. W1 inyector Waters U6K, una 
bomba Waters-590 y un integrador Varian modelo 4400. 

S.6.2.3 CUANTIPICACION. 

Paro la cuanti!icaci6n eopectrofotométrica de los carotenoides 
se utilizó el CO'!ficiente de absorbencia específica (A cm) 
(:::coeficiente de extinci6n específico E Cml del 8-caroteno y que 
es de 2600 en éter de petróleo (Dritton, 1985). Las longitudes de 
onda a las cuales se ley6 la absorbencia fueron 448 y 478 na, ya 
que el 8-caroteno es el principal componente de los carotenoidee 
en !!.:, deliquescen!, y en hongos en general. 

El cálculo oe rcullz6 aplicando la siguiente fórmula propuesta 
por Bi'itton (1985). 
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6 11' 
l>B de CAl<OteDoides =l(A)(y)(lO )J/l(A 1""')(100)1 

donde: 

A, es la obsorbAncia observada, 
y, es el volumen del extracto en Jtl.. 

6 
10 , es una constante para e>epresor loo carotenoides en tt8· 

11' 
A loa. ea el coeficiente de extinción esp<!:CÍfico pars 8-caroteno 

en étet' de petróleo. 
100, const.a.nte para eliminar el factor de porciento. 

5. 6. 3 CUA!ífIFICACION DEL AZUCAR RESIDUAL 

Para la C\Ull\tificación de la coacentr:ación de los diferentes 
azúcares probados en este trabajo se manejó la técnica 
colorúa.étrica de 8J1t:rona (Loewus, 195Z). Para la mezcla de 
reacción se utilizaron 400 µl de medio de cultivo ó dilucionE:s 
del iatetllo con una concentt:ación teórico entre O y 40 '18 del 
azúcar, más 100 µl de solución de sntrona más 1000 µl de ácido 
sulfúrico concentt:"ado (Cráf. 1). Paro la. cuantificación 
especifica de glucosa se utilizó un paquete para el disgnóstico 
enzimático de s,luco&a en euero GOD-PAD (marcas Lakcside y Erlidt) 
(Gráf. 2). 

Para la cUli'JlCificación de los diferente$ azúcares se construyeron 
tres curvas patrón: la cux:va para D-xiloso, lo curva par& 
L-arabinosa y la curva psra las hexoss.s. Esta última curva 
resultó de la irttegración por regresión lineal de 1es cuevas pata 
ollllidón, celobiosa, ataltosa1 sacaroaa, glucosa y fructoso; la 
intregracióu pudo realizarse debido a que la diferencia entre los 
diferenten curvaa de las hexoeos no !ueron sis:nific11tivss 
estodísticaaen.te. observándose un coeficiente de varisd.6n entre 
tales curvas del 6'.( (Gráf. 1). 

Los ·da.toa de abE>orbsncia de cada muestra fueron aplicados en l~s 
ecuaciones de les curvas reepectivs.s • y el cálculeo de la 
concentración del azúcar en lo 1D:uestra se realizó considerando el 
factor de diluclóa. Las ecuaciones para. los diferentes azucares 
6001 

DEJIOllAS (B)I OOA-0.00~7/0.031 
XlLOSA 0:)1 C=A-0.037/0.0137 
AIWIDIOSA (A): C=A-0.05/0.0073 

"""'1& G = CllO<:<ntNcióa. y A = absorbaru:ta reaietrada a (620-). 
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5. 6. 4 DETEIUl1NACION DEL pH. 

Bl pB del medio de cultivo fue •edido con un potenciómetro 
digital urca Beckaan modelo 3500. 

5. 7 ANAL IS IS ESTADISTICO 

El análisis estadístico de los diferentes tratamientos se 
realizó aediante la aplicaci6n de la prueba de comparación 
multiple de .edias LSD, con una significancia de SS. 

En esta prueba se forman grupos homogéneos, es decir grupos entre 
los que no existe diferencia signi.ticativa. Tales grupos se 
representan cOCllO una coluana vertical de asteriscos (•), donde 
cada elemento del grupo presenta un osterisco e•). 
La diferencia significativa entre grupos se entiende por la 
ausencia de traslapWlliento entre los grupos homogéneos. 

Cuando existe traslapa.miento por algunos de los mie111bros de los 
grupos h0110géneos1 estos indicaren cierta semejanza entre lou 
grupos y podran constituirse como un grupo homogéneo intermedio. 

Cada dato procesado grRficamente o en tablas es el resultado de 4 
lecturas. El valor de coeficiente de variación del 25'1. se 
estableció coao limite máximo para considerar que existía 
reproducibilidad entre los resultados microbiol6glcos. 
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6 RESULTADOS Y DISCUSION 

6, l SELECCION DE LA CEPA, 

El modelo biol6gico para realizar la presente investigacitSn fue 

~!:~!~ s~e cO:~~=. tr~~s ~:h:r~:aº~:U"l~e~el~~~!~:e~~e:'ia e~: i:: 
cepas incluyeron: i) producción y productividad especifica aáxiaa 
de carotenoides y ii) composici6n de los carotenoides 
sintetizados. 

En el perfil de crecimiento de las diferentes cepas (Gráf, 
3) se apreció el establecimiento de la fase estacionaria a los 
8 días de la fermentación. El análisis estadístico del 
crecimiento máximo (anexo, p. 79) indicó que el crecimiento entre 
los cepas FSC-307 y BM es similar entre sii pero diferente si se 
compara con la cepa ATCC-13292, siendo mayor para esta última 
cepa. 

~ cin.Stica de producción de carot~noidcs por las diferentes 
cepas (Gráf. 4) mostró el máximo de producci6n a los 9 y 10 
días de la fermentaci6n en medio HMs. Se destaca la producci6n de 
carotenoideo (986 µg/g de biomasa peso seco) por parte de la cepa 
ATCC-13292, siendo dos veces mayor que el obtenido por las cepas 
FSC-307 y BK (480 y 475 µg/g respectivamente). A su vez, la 
productividad específica fue de 110, 48 y 53 µg/g peso seco/día 
para las cepas ATCC, FSC y BH respectivamente. El análisis 
estadístico (auexo, p. 79) de los datos de producción máxia:a 
revel6 que no existen diferencias significativas entre los 
t.itulos de carotenoides de las cepas FSC y BH y que éstos fueron 
a su vez diferentes a los de la cepa ATCC-13292. 

Para comparar el perfil de pigmentos presentado por las 
diferentes cepas, se obtuvieron barridos espectrofotométricos 
(Gráf. 5) de ex.tractos saponificados y no saponificados en 
bexano, Los barridos presentaron picos de absorbencia iguales, 
independientemente del tratamiento alcalino, lo cual indicó 
una com.posición cualitativa de los pigmentos muy similar. Esto 
se confirmcS mediante el análisis de loo diferentes extractos 
por HPLC (Gráf. 6), lográndose identificar los siguientes 
carotenoides: 8-caroteno, como el principal carotenoide; 
ca.ntaxantioa, criptoxantina, luteína, y un pigmento desconocido 
al que se le llaao "A", y que fue el más importante de las 
xantofilas por su cantidad en los extractos. Coao se observa en 
la Gráf. 7 la composici6n y proi>orci6n de cada pigmento se 
conserv6 para los diferentes medios mínimos utilizados en este 
trabajo, 

LQs i-eBultados obtenidos del análisis cualitativo por HPLC 
coinciden parcialmente con los publicados por Orange and Honcl.air 
(1961) para los atembros de la faailia Dacmrcetaceae, ya que 
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Gráf.3. Cinética de crecimiento de diferentes ceoas de 
Dacrymyces dellQuescenS, en medio MMs. A, ATCC· 13292; 6. 
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Gráf.5. Pertlles eapectro1otométrlcos de diferentes cepas de 
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estos autores no contemplan la presencia de luteína reportada en 
este trabajo y anteriormente por Nelis and De Leenheer (1989) 
para Dacrymyces deliquescens¡ owique estos ú1t1-os autores, 
mencionan la presencia de zeaxantina1 violaxantina, toruleno y 
torularhodi.na, pigmentos que no reveló el análisis cromatográfico 
en ninguno de los r.xtractos de nuestra cepa, Cabe mencionar que 
el barrido espectrofotométrico del pico A (Gráf. 6) mostró 
máximos de absorbencia en 4261 450 y 480 nm en bexano, pudiendo 
corresponder a violaxantinn o un epóxido de luteína de acuerdo 
con Britton (1985). 

Las diferencias cualitativas y cuantitativas encontradas hasta 
aquí con respecto a lo publicado por orange and Honclair (1961), 
son explicables desde el punto de vista de la composición del (6 
los) medio(s) que se utU.iza(n) en este tz:abajo y los utilizados 
por ellos, así coao por las condiciones de iluminaci6n y 
agitación que t8.ll.bién fueron diferentes, y que estos mismos 
investigo.dores afirman que influyen directa.mente sobre la 
síntesis de csrotenoides específicos. 

De acuerdo con estos resultados se seleccionó a la cepa 
ATCC-13292 para el desarrollo del presente trabajo, 

6. 2 TAHASO DEL INOCULO Y TIEMPO DE FERHENTACION 

Para acortar los tiempos de producción máxima de carotenoides 
(disminuyendo así los riesgos de contaminación), se probaron 
diferentes taaoños de inóculo. 

Los perfiles de crecimiento con inóculos de 0.03, O.OS Y O.lo 
mg peso seco de biomasa/ml de aiedio (Gráf. 8), mostraron 
diferencias en el. tiempo en el que se alcanu la fase 
estacionaria de crecimiento siendo de 7, 5 y 4 días para cada 
tnóculo respectivamente. No obstante el anterior resultado el 
crecimiento aáximo no se afectó de aanera impottante. 

En cuento a la producción de carotenoides (Gráf. 9) el máximo de 
producci6n que se alcanzó fue similar para los diferentes 
in6culos, sin erbargo el tiempo en el que se alcanzó dicho 
máximo de producción disminuyó en relación inversa al tllmaño del 
inóculo, lo cual se vió reflejado en las productividades 
especificas (Gráf. 10), Y esto es lógico si se entiende que la 
producci6n de los carotenoides está parciahlente asociada al 
crecimiento del hongo (Ruddat snd Garber, 1983). 

Con base en estos resultados se optó por el inóculo de 0.10 mg/ml 
para el desarrollo de las posteriores fermentaciones, ya que con 
dicha bioce.sa inicial se alcanzaría el máximo de crecimiento (3. 3 
mg peso seco/111 en promedio) a los 4 días de fermentación y la 
producción .S.X.ina. de carotenoides (de 1396µg/g de peso seco en 
pronedio) a los 6 días (foto 1), 
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cabe aencionar que durante las fermentaciones sieapre se observó 
un solo pico de producci6n, ocurriendo la principal acumulación 
de pigÍl.entos después de que se alcanzó la fase estacionaria lo 
cual es coo.gruente con lo reportado por Ruddat and Garber (1983) 
y que habla de los carotenoides como 11:etabolitos secundarios. 

6. 3 MEDIO DE CULTIVO Y pH INICIAL 

Para poder realizar un mejor estudio de1 efecto de la fuente de 
carbono, se requiere trabajar con un medio químicamente definido, 
de tal medo que se evite la interferencia ·de fuentes complejas de 
carbono y nitr6geno. 

El medio •íniao balanceado definido (MHbd) fue probado en su 
capacidad para soportar el crecimiento y la producción de 
curotenoidee de D. deliquescens (cepa ATCC-13292). Este medio 
tiene lo particuI&ridad de contener un análogo del ácido 
succínico (ácido 2 1 2-dimetil succínico dinminozido). Los 
resultados a lo .largo de este trabajo muestran que el MMdb 
permite el crecimiento y la carotenogénesis, inclusive en la 
miaraa coaposición cualitativa y cuantitativa a la obtenida en 
medio completo. 

Con el fin de observar el efecto del análogo sobre el 
crecimiento, le curotenogénesis, el consumo de la fuente de 
carbono y la evolución del pH del aedio, el HMdb se modificó 
mediante la sustituci6n del análogo por ácido succínico (HMs) en 
su ceso y por la eliminaci6n del análogo (HM) en otro, Para este 
estudio se utiliza.ron como controles los medios HHdb-sin glucosa 
y el MMs-sin glucosa. 

Los perfiles de crecimiento (Gráf. 11) indicaron que el análogo 
no es met.aboliz.a.ble (HH.db-sin glucosa); mientras que el 
ácido succínico, en el medio HMs-ein glucosa, es utilizado como 
fuente de ca1·bono, pero dada la concentración en la que se 
encontraba (O.OJM) el crecilliento fue 1imitado.. En cuanto e los 
medios KHdb, HH.s y HH no se observó diferencia estadística 
(anexo, p. 81) entre el crecimiento máximo presentado por el 
hongo, alcanzando en dichos medios 1 prácticamente, los mismos 
niveles de biosaaaa y la fase estacionaria a tiempos similares de 
t• días de fermentación. 

En cuanto a la producción específica de carotenoides (Gráf, 12) 
se observó que el ácido 2 1 2-dimetil succínico y el ácido 
succínico no influyeron sobre la carotenog~nesis en presencia de 
glucosa (KKdb y MKe), ya que los niveles máximos de producción 
específica fueron seimejantes y sin diferencia significativa 
respecto al HK (anexo, p.81). Ahora bien, COllO se puede apreciar 
en la cinética del control HMdb-sin glucosa, el análogo del ácido 
succínico no es aetabolizable y en consecuencia tampoco es cerote 
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nogéntco; por otra parte, el ácido euccínico es una fuente de 
~bono carotenogénica aunque la producción de carotenoides 
soportada por éste es llUY baja. 

Con respecto a loe perfiles de COQBUllO de glucosa (Grá.f. 13) se 
observó que la presencia del análogo de succínico retrasó el 
consumo de glucosa y en un menor grado se observó también el 
mismo efecto por parte del ácido succintco; sin embargo este 
ef"e~to sobre el consumo de la fuente de carbono no alteró de 
nuin.era i.aportante ni el crecimiento ni le producción específica 
de Cerotenoides colllO se mencionó arriba, Una vez que se inicia el 
consumo de glucosa es te consumo presentó una pendiente semejante 
en todos los medios probados. 

En los perfiles de pH del medio (Gráf. U) se puede apreciar que 
el análogo en presencia de glucosa, participa como un 
amortiguador de los caabios de pH en el medio de cultivo 
manteniendo este constante (4 .S) y este mismo perfil se conservó 
para el medio HMdb-sin glucosa. En el HMs-sin glucosa se 
observó una tendcncJ.a hacia la alcalinidad a partir del so día de 
la fermentación; este aumento en el pH puede ser explicado por la 
1 is is cclu.lar que libere moléculas básicas y que afectan el pH ó 
también é!D termino& de algÚn cambio en el metabolismo por parte 
del. microorgflllisllo, Este comportamiento en el cambio del pH 
llacia valores alcalinos ae ha observado en cultivos de Blukeslea 
~con celobiosa como fuente de carbono (Dholakia and Modi, 
1982);-

En los medios MH y MHs, los cuales contienen glucosa, el pff cayó 
rápidamente durante los primeros dos días a los valores más 
bajos (aproximadamente 1. 7), manteniéndose así durante el resto 
de la fermentación. 

Dado que los niveles de producción en los medios con slucosa como 
Cuente de carbono no se modificaron en presencia o en ausencia 
del. úcido, 2 ,2-dlmetil succínico, se puede o.firmar que el cambio 
del pU, entre valores de 6.2 y l. 7 1 a lo largo de la fermentación 
no afecta e1 crecimiento ni la carotenogénesis en el hongo D. 
de1iquescens, lo cual coincide con los reportado por Orange añd 
Montcliiir Ü961), 

El análisis cualitativo por HPLC de los diferentes medios, 
YM-liquido, HHdb, MM.s y MM (Gráf. 7) mostró que la composición y 
la proporción de los carotenoides presentes es muy semejante; 
por lo que se puede decir que el medio mínimo presento. loe 
nutrientes nec:esorios para la carotenogénesis por el hongo y que 
en él la glucor-Ju. es el nutriente que soporta la producción de 
carotenoides y el crecimiento del microorganismo. 

Para analizar el efecto del pH inicta1 (pHi) sobre la 
carotenogénesis se manejaron los MJidb y MM a pHi de 4,S y 6.0. 
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Loa perfiles de creciaiento (Gráf. 15) y valores aáx.i.Jlos 
alcaru:ados en los mis.moa fueron semeje.ntes (aoe:xo, p.83) para los 
aedios conteniendo glucosa, en los cuales se lleg6 a la fase 
estacionaria prácticaaente el aisao día (4to día) de la 
fermentación. El medio HMdb-sin glucosa fue utilizado como 
control y en el no se presentó creci.aiento. 

Pnra los perfiles de producción específica de carotenoides 
(Gráf. 16) se observó un coaportamiento si.Jailar en 1a 
carotenogtfoeaia para loa diferentes medios a diferente plli. Los 
medios HHdb y HK presentaron cinéticas semejantes al alcanzar 
ambos loo aáximos niveles de producción al 5º día de 
fertuentación, independientemente del pHi. El análisis estadístico 
(anexo, p,83), no indicó diferencias significativas entre los 
niveles máximos de producción especifica de carotenoides 
alcanzados por estos medios con un pHi de 4,5 y 6.0. Así se 
llega a la conclusión de que el pBi y la caída en el pll 
observada en la& fermentaciones no afectan al crecimiento ni a la 
producción de carotenoides, Oboérvese que el medio sin glucosa 
(HHdb-sin glucosa) no mostró producción de carotenoides. 

En cuanto al consumo de glucosa (Gráf. 17) se observó que el. 
patrón de consumo en los medios conteniendo este azúcar como 
única fuente de carbono (MM y HHdb) no se alter6 por efecto del. 
pHi. presentandose el mismo comportamiento para el MM y para el 
HHdb a los dos pHi (4.5 y 6.0) respectivamente y que 1as 
difereacias entre estos medios son explicables por efecto del 
análogo del ácido succínico 1 como se observa en l.<1. gráfica 13, 

Ahora bien, los perfiles de pU (Gráf. 18) fueron similares para 
el mismo medio independientemente del pHi; así, los medios MM 
presentaron una ca ida de pB a valores cercanos a 2. O durante l.os 
primeros dos días de la fermentación y se .antuvieron en este 
nivel ala caebios i.llportantea durante el. resto de l.a 
fermentación. El medio HM.db se mantuvo a plli 4. 5 durante l.a 
fermentación. Y el HKdb con pHi de 6,0 presentó una caída hasta 
valores de .r..s manteniéndose en eate nivel por el resto de la 
fermentación. Final.mente los medios KKdb-sin glucosa, 
practic.saente, no experimentaron cambio en los valores de plli; 1a 
tendencia hacia la alcalinidad mostrada por el KHdb-sin glucosa 
con pBi de 6, O en los últiao días de la ferment.aci6n puede ser 
explicada por la liberaci6n de metabolitos, que actWin como 
bases, a consecuenr.ia de la lisis celular, o también a un cambio 
en el aetaboliseo, dado que esta tendencia en mayor o menor 
medida taabién se observa en los otros medios mínimos utilizados. 

De aanera genera.! se puede afiraar que en el hongo D. 
deliquesceas, lo. glucosa soporta la carotenoaénesis y er 
creciaiento, aai mis110, el cambio en el pD es resultado del 
11etsbolia.o de esta fuente de carbono que trae COllO consecuencia 
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la liberación de ácidos orgánicos al •edio y consecuentemente 
éste se acidifica. a menos que exista un aaortiguador co•o el 
ácido 2,2-df.Aeti1 euccínico con la capacidad de neutralizar loa 
productos de la glucólisia; aaí también, se observó que en el 
momento que la glucosa prácticS:.ente se agota en el medio de 
cultivo, el mlcroorganisao deja de crecer para entrar a la fase 
estacionaria; finalmente. la producción de carotenoidea esta 
parcialmente asocia.da al creciaiento y el mayor almacenaaiento de 
carotenoidea se observó cuando se alcanzó la fase estacionaria 
de crecimiento y lo glucoaa se agotó en el medio, Viéndose 
entonces limitada la carotenogénesis por la falta del azúcar. 
Estas observaciones coinciden con loe resultados publicados por 
Johnson and Lewis (1979) 1 Goodwin and Will.mer (1952), Vencher ond 
Kulikova (1968), Usu et al. (1974) 1 Hashiaoto et aL (1978) y 
Davics (1973), 

Es de considerarse que loa perfiles de variación del pH en los 
medios sin amortiguador, obtenidos en este trabajo, as.í como la 
ausencia de efecto por parte del pHi y las variaciones mismas del 
pH a lo largo de la fermentoci6n sobre el crecimiento y 
c11rotenogénesia en el honao ~ deliquescens ha sido reportada 
también por Orange and Monclsir para el caso de la familia 
Da!!r)'!llrceataceae (1961) para un rango de pll entre 2.1 y 8.5. 

6. 4 CONCENTRACION DE CARBONO Y CAROTENOGENESIS 

La fuente de carbono f.!:!.~ o algún producto del metabolismo de 
ésta. pueden tener diferentes efectos regulatorios sobre la 
producción de metabolitos secundarios; los efectos pueden ser 
divididos en dos grupos: a) efectos negativos que incluyen a la 
represión catabólica y la inhibici6n o inactivaci6n enzimática; 
y b) efectos positiVos cOllo la inducción y la activación. Estos 
efectos pueden llevarse a cabo a través de diferentes mecanismos 
regula torios (Tabla 4) que inciden sobre la síntesis de enzimas o 
sobre la actividad de las enzicas existentes .(Sánchez y Farrés, 
1987). 

Por ot1.·a parte, es sabido que la concentración de un determinado 
nutriente en el medio es un factor importante para evidenciar 
el efecto que éste pueda tener sobre la síntesis del. metabolito 
de interés, En est~ caso, la síntesis de carotenoides no es la 
excepción; por ejc101plo 1 Johnson and Lewis (1979) reportan la 
supresión en la síntesis de as~tina en ~ rhodoz)'!Ja 
cuando se utiliza glucosa como unica fuente de carbono a 
concentraciones iguales o mayores que 4'1: por su parte Dandekar 
and Hodi (1980) sugieren la existencia de represión catabólica en 
la formación de o-caroteno por Blakeslea trispora cuando se 
útiliza glucosa en concencraciones de 5. 4'1. 
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Tabla 4. Mecanismos re~latorloa del metabollamo 
general (Sánchez y Farrés, 1987). 

Activación 
lnactlvacl6n catabólica 
Inducción 
Inhibición por producto 
Modulación catabólica 
Parmeabllldad 
Regulación por carga energética 
Regulación por enzlmaa 
RegulaolOn por vlao cruzadas 
Regulación de la elnteele de RNA por emlnoécldoa 
Reproelón catabólica 
Repreelón nitrogenada 
Represión por producto 
Represión traneltorla 



Debe considerarse sin embargo, que el efecto de la fuente de 
carbono sobre la producción de carotenoidea, depende tanto de la 
naturaleza de esta fuente y de su aetabolis.110, como de la 
sensibilidad particu1ar de cada sisteaa a la misaa, de tal foraa 
que un suotrato dado no siempre tendrá el 11is1DO efecto sobre la 
carotenogéncsie en diferentes .11icroorg.anis&0s. 

11or la existencia de mayor información del efecto de la 
concentración de alucoea sobre la carotcnogéncsis en particular y 
sobre otros aetabolitos secundarios en lo general (Escalente et 
al.., 1902, Escalontc, 1988), además de que glucosa es la úniCS 
fuente de carbono en los medios mínimos utilizados en esto 
investiuaci6n, se decidió probar si existía algún efecto de la 
concentración de glucosa sobre la síntesis de carotenoides en el 
hongo J!.:_ deliqueecens. De existir algun efecto, se establecería 
ln concentración s la cual se ejerce tal acción como la 
conccntra.ción a ser probada para observar la existencia de 
posibl1~s efectos por porte de otras fuentes de carbono . 

En cuanto al efecto de lo concentración de glucosa sobre el 
crecimiento del hongo (Gráf. 19), se observó que la concentración 
del azúcar parece no haber tenido efecto sobre los niveles 
m1iximos de crecimiento ( nucxo, p. 85), alcanzando en tiempo 
semejante ln fnsc estacionario, inclusive. 

En cambio, la producción específica de co1:otenoides en diferentes 
concentraciones de glucosa (Gráf. 20) como única fuente de 
carbono se vió disminuida al aumentar lo concentración de 1 a S 
y 10% (anexo, p.85). Al mismo tiempo foe evidente lo existencia 
de un retardo en el inicio de la síntesis de carotenoides 
c;onforme se incrementó la concentración del azúcar, lo <:u.al 
repercutió en un11 disminución de la productividad específica de 
carotenoidcs en cofü~eutraciones oltBS del azúcar. Cabe destocar 
que? unl:l vr.z que r.:c inició lo síntesis de carotenoides, ésta se 
mantuvo con una pf"ndientc semejante independientemente de la 
concenu:oción de 1Jzúcar empleado; esto puede explicarse como 
consecuencia de le. utilización del carbohidrato que es la fuente 
de carbono para lo. síntesis de los corotenoides, ya que la 
pendiente del contJlU!lO de lo glucosa como fuente de carbono fue 
muy nemejante a ln condición de glucosa de baja concentración, 
una vez que el efecto supresivo termin6. 

El l.UUÍlish cuulitnt:ivo del contenido de pigmentos (por TLC) poro 
los diferentea coudi.ciones de concentración del azúcar ( fot:o 2), 
mostró que los Cflrotenoides sintetizados son los mismos, y que se 
mantiene lo. misma proporción entre los diistintos carotenoides 
presentes. En ot:w:as palabras, la composición sólo se vió 
alterada cu.nntitativamente por efecto de la concentración de 
glucosa. En conaecuencia podemos suponer que el efecto negativo 
de la concentración de glucosa sobre lo. síntesis de cerotenoidea 
se podría ejercer sobre los primeros pasos de la vía de 
níntesis. 
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cabe mencionar que en loe perfiles de producción específica de 
carotenoidee se· observan las etap48 de ,deseparici6n gradual 
inicial, síntesis y acusulaci6n, aanteuimlento y por último. 
diainuci6n de carotenolde• reportada por Goodwin and Will.mer 
(1952), Bnu et al. (1974), van Eijk et aL (1979) para hongos y 
levaduras. La" etiipa de desaparici6n-gr&dual inicial, que se 
observó en los primeros días de fermeutactón 1 ae debi6 a un 
efecto de dilución de carotenoides ya que, aun y cuando el 
inóculo presentaba una cantidad a1ta de carotenoides, el 
111icroorgo.niSJ10 se dedicó a crecer más qUe ha sintetizar los 
mismos. La síntesis de carotenoidee se inició al segundo día de 
la fermentación, cuando el aicroorganisao esta en franco 
crecimiento y fue en consecuencia, paralela al crecimiento; 
posteriomente, cuando el crecimiento cesa por limitación de la 
fuente de carbono, se dió la etapa de acumulación de 
carotenoides, hasta que se alcanzó un pico máximo y finalmente 
sobrevino la desaparición de pigmentos por degradación. 

6. 5 EFECTO DE LA FUENTE DE ·CARBONO: 

6. 5 • l CRECU!IENTO. 

De manera general los csrbohidratos 1 de entre las fuentes de 
carbono probadas, aoportoron los más altos niveles de crecimiento 
por el bongo Dacrymyces deliquescens (Gráf 21 1 I). Se observ6, 
taabi~n, que la concentración de la fuente de carbono tuvo efecto 
sobre el crecimiento del bongo (Tabla 5). Asi, en 
concentraciones de SS de maltosa, fruct:osa, al.aid6n 1 arabinosa, 
sacarosa, óc. cítrico, entre otras fuentes de carbono, se observó 
un incremento en los niveles máximos de biomasa alcanzados por el 
11.ongo, co.parativomcnte con los resultados obtenidos en estas 
mismas fuentes de carbono en concentraciones de 1". En el coso de 
celobiosa y glicerol el efecto sobre crecimiento fue el inverso 
al descrito arribo. En cambio no se observ6 ningun efecto sobre 
crect.Diento, independienteaente de la concentroci6n de la fuente 
de carbono, cuando se crece al hongo en xilosa, glucosa y ácido 
succínico. 

El ácido butirico y oleico no permitieron el creciaiento del 
hongo independicntem<!nte de la concentración utilizada, lo cual 
puede reflejar un probleaa de trasporte de tales fuentes de 
carbono. Por otra parte, entre los ácido orgánicos er máximo 
crecimiento se present6 en el ácido acético seguido por los 
ácidos cítrico y ouccínico en condiciones de 11. de la fuente de 
carbono y la. secuencia se invierte para estos útimos en 
condiciones de 5~ (Gráf, 21, I). Ahora bien, •ientras que el 
ácido succínico es una fuente de carbono que permite un 
creciDiento moderado en la levadura Phaffia, soporta un 
cre'ctzlento pobre en el bon.so .!!:. deliquesceU:--
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En térainoa de rendimiento relativo de bioaasa, (ag peso seco de 
biomasa / q utilizados de la fuente de carbono) para cu1tivos en 
concentrocion de lS de la fuente de carbono, 111 glucosa registr6 
los aás altos niveles, seguida de la celobiosa, la xilosa, la 
fructooo y la maltosa en este orden (Tabla St Gráf. 21, II). 
Estos resul todos concuerdan parcialmente con los reportados por 
Jhonson and Lewis para la leve.dura carotenogénica rbaffia 
rhodozyao (1979), en el sentido de que glucosa, seguida 
celobiosa son los fuentes de carbono que en una concentración de 
1~. soport.a.n los máxi.Roe rendimientos de biomasa. 

Sacarosa y L-arabinosa fueron los azúcares que presento.ron el 
crecimiento aás bojo, aunque un incremento en la concentración de 
toles azúcar favoreció el crecimiento. Así misao. para estos 
corbohidratos los títulos de azúcar residual indican que la 
asimilación de estos azucares, junto con fructosa, es también 
baja en relación a los otros sacóridos probados (Gráf, 211 I y 
U; Tobla 5). 

Hientros .que en ~ rhodozyma L-erabinosn permite el doble 
de crecu1ieoto que D-xilosa, en Dacrrmrces deliquescens 
D-xilosa permitió 3 veces mayor crecimiento que L-arabinosa. Cabe 
mencionar que D-xilosa soportó la tercera porte clel crecifiliento 
de Pho.ffia que se obtiene en glucosa¡ mientras que para 
Dacry¡¡¡yces deliquescens el crecimiento alcanzado en D-xilosa y 
O-glucosa es semejante 1 lo anterior permite suponer diferencias 
rcgulatorias metab6licas importantes entre dichos microorganismos 
carotenogénicos. 

Altera bien, mientras que oacrrmrces deliquescens alcanzó valores 
similares de crecimiento cuando se cultiva en O-glucosa, D-xilosa 
en ambas concentraciones manejadas y en mu.ltosa y fructosa en 
condiciones de alta concentración (5'-'): otro hongo 
carotenog.;nico lls.medo Phycomyces bl11kesleeanus en dichos 
azucares alcanza niveles semejantes de crecimiento en 
condiciones de concentrBción de lS (Goodwin, 1959), De tales 
resultados pode1::1os inferir que también existen diferencias 
uietab6licao lllpocto.ntes p&ra la utilización en de aaltosa y 
fructosa coao fu(:ntea carotenogénicas entre tales hongos. 

1-"inalmeute el S.lo;.:.euto en lo concent1·nción de glicerol en el 
medio, pareció uupdmir en cierto grado el crecimientode D, 
deliquescen.s; a diferencia de lo que ocurre en Rhodotorula 
rubra, doode cate compuesto es la mejor fuente de carbono 
(GO'ódwin, 1959). 

En conclusión los carbobidratos cu.ando se utilizan como única 
fuente de carbono aoportaron los máximos creci•ientos, a 
diferencia de lo que ocurrió con los ácidos orgánicos y el 
glicerol, donde los valores de biomasa alcanzados fueron muy 
bajos. Por otra parte, si consideremos que los carotenoides son 
productos del metabolisao secundario que se sintetizan 
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Tabla. 5. RENDIMIENTOS 

------------------------------------------------------------
FUENTE DE CONC. BIOMASA CONSUMO CDES RENDIMIENTOS ("'¡ 
CARBONO ('!\) (mg/mll (mg/ml) Cugtgl CDES BIOMASA 

------------------------------------------------------------
GLUCOSA 1 2.12 7.4 905 12.2 2e.5 
GLUCOSA 5 2.36 11.0 564 5.1 21.6 
FRUCTOSA 1 0.97 3.9 245 .6.3 24.9 
FRUCTOSA 5 2.13 13.0 424 3.3 16.4 
SACAROSA 1 0.43 2.e 377 13.4 15.3 
SACAROSA ó 0.98 16.0 748 4.7 6.1 
MALTOSA 1 1.49 7.1 216 3.0 21.0 
MALTOSA 5 2.75 20.0 769 3.9 13.e 
CELOBIOSA 1 2.30 e.1 ·716 e.e 26.3 
CELOBIOSA 5 1.90 22.0 992 4.5 e.6 
ALMIDON 1 0.69 5.3 302 5.7 15 B 
ALMIDON 6 2.20 22.0 770 3.5 10.0 
ARAelNOSA 1 0.36 2.e 276 9.9 12.9 
ARABINOSA 5 0.55 11.0 350 3.2 5.0 
XI LOSA 1 2.02 e.o 601 7.5 25.3 
XI LOSA 5 1.99 32.0 1144 3.6 6.2 

-----------------------------------------------------------
CONC., CONCENTRACION DEL AZUCAR. 
CDES, CAROTENOIDES. 



conjuntamente con el creciaiento del •icroorganiaJIO productor, 
entenderemos el porqut§ cuándo el creciaiento es bajo existe 
taabiái uoa producción baja de carotenoidea. Pl.nalmente cebe 
dcstacd.r que nlngtm.a de laa fuentes de carbono probadas tuvo 
ntngún efecto negativo por concentración sobre el creciaiento de 
!:_ deliquesccns 1 a\Ulque loa rendiaiento di&•inuyeron con el 
incremento de 1a concentración de 1a tuente de carbono, en el 
ctlSo de loe azucares ( Tobla S). 

6. 5. 2 CAROTENOGENF.SIS, 

La producción específica de corotenoides por el hongo D. 
deliqucsceos dependió de la fuente de carbono y la 
concentrncion utilizada de lo misma (Gráf. 22). Como puede 
observarse en el análisis estadístico de la producci6n 

~~~~~í!~~a 1~ g:~~e~~~~:~:~ ~ 2de~i:¡sc~nt~:U:º~a~b:!! 
entre los que no existen diferencias significativas; de manera 
generaliza.da cada. fuente de carbono probada y cada concentración 
de dicha fuente de carbono (1 y 5%) presenta diferencias 
significativas que las ubican como un grupo aparte. 

Sólo ex.laten 3 grupos de producción específica cuyas fuentes de 
carbono y concentración son perfectamente distinguibles e 
independientes, dichos srupos son; 1) D-xilosa (SS), 11) 
celobiosa (5") y 111) D-slucoeo. (1%), en orden de mayor a menor 
producción, Adesuis de estos grupos de producción de carotenoides 
se forma. como consecuencia del rango de producción específica 
soportado por cada fuente de carbono probada en las 
concentraciónes establecidas, un gradiente en el existe un 
traslapa11iento entre los producciones. Dentro de este gro.diente 
de producción se encuentran otros 15 grupos, entre los que se 
incluyen a los grupos conformados de la siguiente forma: a) 
alsuidón (S'I.) )'" maltosa (S'I.), b) arabinosa (S~) y almidón (1%), c) 
Re. citrico (5") y ác. succínico (5%), d) glicerol (5 y l") y ác. 
succínico (l"), y e) ác. acético (1 y S"), ác. butirico (1 y 5") 
y iic. oleico (l y S") en orden de mayor a aenor producción¡ el 
resto de las fuentes de carbono en su reepeCtiva concentraci6n 
forman srupos independientes. 

Si se estable1~e arbitrariamente la D-glucosa, en una 
concentracion del 1", como la fuente de cttrbono con un 
rendimiento de carr.tenoidea del 100", se observa que todos los 
azúcares prob.edos 1 t?xcepto la sacarosa, son •enos eficientes que 
la O-glucosa ps1·a promover la carotenogénesis (Tabla 5), 
Oaervándose, también, que la glucosa es una de las fuentes de 
carbono con los mejores rendimientos de carotenides (ms 
producción especifica de carotcnoides/mg de azúcar). 
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cuando se utilizan los •isaos azúcares en una concentración del 
SS, se observa que la D-xllosa y la celobioaa resultan en una 
aayar producción específica (121 y lOSX respectivamente) que la 
o-glucosa al lS , mientras que con los demás azúcares y fuentes 
de carbono se obtienen producciones inferiores. 

En general se observó que la fuente de carbono en la cual se 
obtuvo 1a mayor producción de carotenoides es la D-glucosa cuando 
se utilizó a baja concentración (lS), sin embargo este 
monosacárido en alta concentración (SX) tuvó un efecto negativo 
sobre la síntesis de pigmentos, disminuyendo su producción 
específico hasta en un 40X. Efectos negativos por concentración 
de glucosa sobre la producción de carotenoides han sido 
reportados por Dbolakio and Modi (1980) y Johnson and Lewis (19 
79). 

Por su parte D-Fructosa resultó ser el monosacárido del grupo de 
los hexosas con la mós pobre producción de corotenoides (Gróf. 
22), Tal resultado es equiparable con el publicado para 
Ph.ycomyces blakesleeanus, en el sentido de que es ta fuente de 
carbono permite menores producciones de carotenoides que la 
glucosa (Goodwin, 1959). 

La 0-xtlosa en ulta concentración (SX.) permitió la miis alta 
protlucción de carotenoides. si se comparo con laa otras fuentes 
de carbono utilizadas cu este trabajo. La producción específica 
obtenida cuando se utilizó D-xilosa en una concentración de lX. se 
situo. por debajo de la obtenida con O-glucosa a lS de 
concentración. En tanto que un aumento en la concentración del 
azúcar permitió un incremento en la producción de carotenoides, 
tal efecto positivo de la concentración, puede ser explicado en 
ténuinos de producción de poder reductor (NADPH) generado por el 
metabolis11SO de la D-xilosa a través de la vía de las pentoses, 
y que es importante en la producción de carotenoides. Los 
rendimientos de producción específica para esta pentosa, sin 
ellbargo, cayeron por debajo de los obtenidos para glucosa (Tabla 
S), 

La D-xi1o&&, en CW!bio, es una fuente que ~aporta una mediana 
producción en Phaffia (Jhonson and Lewis, 1979) y en Phycomyces 
blakesleeanuo (GoodWin1 1959). 

La L-orabinosa permi.tló en Dacrymyces deliquescens une producción 
específica pobre de entre las obtenidas para los azucares 
probados, aunque Ge distingue un efecto positivo de la 
concentreción de oste azúcar sobre la carotenogénesis y el 
crecimiento. Sin embargo los rendimiemtos de producción ceo 
condiciones de baja concentraci6n de la fuente de carbono lo 
ubican en tercero poaición, siguiendo o la glucosa; es decir hay 
una canal.izaci6n importante del azucar consumido hacia la 
sinte11is de pig¡¡nntos. A diferencia de lo observado aquí este 
azucar en Phaffia permite una producci6n equiparable a la de 
glucosa (Johneon and Lewis, 197_9). 
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D-Celobiou con una concentraci6o. de SS fue el disacárido en el 
que la pn>duccióo. de pipentoa se situó eo lugar intenoedio 
entre la D-::r.iloaa (SS) y Ll D-alucosa (lS) y ClQ'• concentraci6a. 
también tiene un efecto positivo sobre la caroteooséneais. En 
rendiaienLos de producción D-celobiosa supera a la D- xilosa 

~~ ~e!° :m1'!:~bo:r:_:af~a ;~:!:~mno-:1~:;~~:n:~d!: 
(Jobnson and Lewis, 1979)t y cuando se uti1iza en cultivos de 
Bl.o.keslca triapora resulta en un incremento de 10 veces la 
producciÓÍO de carotenoides en coaparaci6n con D-glucosa. Ea. 
gcnero.l e1 efecto Positivo de D-ce¡obiosa sobre la síntesis de 
carotenoides se explica por la lenta libei"ación de D-glucosa 1 lo 
cual lapide que se observe el efecto negativo que la glucosa 
tiene sobre la co.rotenogénesis cu Phaffia rhodozraa 1 en Blakes1ea 
trispora (Dbolakia and Hodi ,19e2)yeñ'"oacrraces deli~ 
Eota expl.icación también podría ser víht para el efecto 
pooitivo de la concentración sobre la carotenogéneaia en 
Dacrymyces deliquescena cuando se utiliz6 cooo única fuente de 
carbono 8L.id6n, O-maltosa y D-sacaroaa. 

La sacarosa, a una concentración de l~.· por su parte presentó 
los más altos rendimientos en producción específica. superando a 
la glucosa; y en condiciones de 5% el x-endi.taiento es muy 
semejante a1 de glucosa en la misma concentración. 

Entre los ácidos orgánicos probados, el iicido cítrico soportó la 
PlB)lor producción de carotenoides. Hientras que el acetato rue lo 
fuente de carbono que generó los más bajos nive1es de 
carotenoldes, independientemente de la concentración utilizada, 
El incremento en la concentración de ácido cítrico tuvo un efecto 
negativo sobre la síntesis de carotenoides. Por su parte, el 
incremento en la concentración de ácido succínico parece haber 
tenido un efecto positivo sobre la carotenogénesis en D. 
deliquescens. -

El glicerol en ambas concentraciones probadas ( 1 y S %) 1 rindió 
producciooes bojas de carotenoides 1 a diferencia de lo que ocurre 
en ~ trispora donde soporta una producción aayor que la 
peraitida por glucosa (Dandekar and Hodi, 1980), o C090 en 
Rhodotorula rubra donde es la •ejor fuente de carbono 
para la caroteo.ogéoesis (Schwartz, 1989). 

Los ácidos oleico y butírico independientemente de la 
concentración probada no permitieron la producción de 
carotenoides. E1Jto puediera ser explicado en términos de un 
probl.eaa de tr&Dffporte. 

Con base en lo anterior podemos afirmar q'!e Dacryaycea 
deliquescens es un microorganismo que fermenta azucares 1 puesto 
que las .b.imns producciones se \lbtuvieron cuando se utilizaron 
azucares coaao única fuente de carbono. Así también, este hooao 
tiene la.s enzimas para atacar enlaces tipo a y 8 y penaltir la 
hidróliaia de 1011 diferentes disacáridos ,Y pol.iaacáridos 
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probados. Aunque la diferencia en rendimientos de producción 
suPoQe dificultadea aetabólicaa para la utilizacióo y/o 
canalización del azucar a la síntesis de carotenoidea. 

El análisis por cromatografía de líquidos (HPLC) de la 
composici6n de los carotenoidea producidos en las diferentes 
fuentes de carbono y en las concentraciones establecidas 
(Gráf'. 23) auestra diferencias cuantitativas y cualitativas en el 
contenido de carotenoa y xantofilas en las diferentes fuentes de 
carbono y para las diferentes concentraciones probadas. De aanera 
general, en todas las fuentes de carbono se sintetizan los mismos 
carotenoides aunque en algunas fuentes de carbono y bajo 
deten1inada concentraci6n la cantidad es tal que aun 
registrandoee (el pico) el carotea.oide en el croaatograaa el 
cromatógrafo no lo integra y en consecuencia no aparece en el 
registro l.-uantitativo, Estos carotenoides son denotados por un 
asterisco (*) en la gráfica 23, 

Dentro de los monosacáridos utilizados, en D-gl.ucos·a la 
composición de carotenoides es la 11.isma en ambas concentraciones, 
siendo el 8-caroteno el principal componente seguido de la 
xantofila "A", la lute{oo y la cantaxantina, en igual cantidad y 
finalmente la criptoxantina. En fructosa la coeposición ea 
semejante a la de glucosa solo que la única xs.ntofila integrada 
es la xantofila "A". En L-arabinosa, el 8-caroteno también es el 
..:arotenoide predominate y a baja concentración del carbohidrato 
solo se detecta como xantofila a la criptoxantina, mientras que a 
SS del azúcar no se detecto esta xantofila y en cambio se 
registra.1' luteína. y xantofila "A", en orden decrecil'nte. Para 
D-xilosa, el B-cai:oteno también es el csrotenoide predominate y 
el unico caroteno detectado¡ entre los xantofilos, cuando se 
cultiva en una baja concentración de xilosa destaca la x.antofila 
"A", seguida de cantaxantina, luteína y cryptoxantina. En alta 
concentración del azúcar el orden es xontofila "A", luteína Y 
cantaxantina, no se integró criptoxantina para esta condición. 

Por lo que se refiere a los disacáridos, en· sacarosa se logra 
integrar bajos concentraci6nes de cantaxantina y criptoxantina. 
Fuera de estas xantofilaa la composición es semejante a la 
O-glucosa, En maltosa el patrón de pigmentos es aeaejante al de 
D-glucosa, solo que criptoMntina se integró en altas 
concentraciones y luteína en bajas, Para celobiosa, el patrón es 
similar al de glucosa logrindose integrar a lo xantofila "A" y la 
luteína. 

Para el al.Jlidón el perfil es el mismo que en O-glucosa sólo que 
no se integró cantaxantina. 

Dentro de los ácidos empleados, en el ácido succínico en 
concentracionao de lS predominó de entre los carotenoides la 
criptoxantina seguida por la cantaxanti.na y el 8-caroteno; en 
esta condición las xantofilas son loe principales carotenoides, 
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FUENTE DE CARBONO 

Gréf.23. Efecto de la fuente de carbono sobre el perifl 
y la producción especifica de carotenoidea por Dacrymyr:ea 
deliquescen3 (ATCC-13292). G, glucosa: F. fructosa; S, 
sacarosa: M, maltosa; c. celobloaa; A, almld6n; R, arabl· 
nasa; X, xlfosa; s, écldo succlnico; a, icldo· acético; e, 
ácido cltrico; g, glicerol; o, iCldo olélco y b1 icldo 
bullrlco. La concentración se Indica como 1, 1\ y 5, 5~. 
Loa nntllsis de las mue.siras se realizaron por HPLC. 
(•) corotenoldes no Integrados que aparecen en el cromato­
~ramn. 



En altas coocentraciones la proporción de carotenos:xantofllo.a se 
invierte y predoat.na el s-caroteno seguido de la xantofila "A" y 
luteína; aam y cuando se reaistran csntaxantina y criptoxantlo.a, 
estos no se integran. Para el ácido acético predo.in.a el 
s-caroteoo seguido de la cantaxantlna; la luteioa, 
criptoxantina y xantofila "A" 1 se registraron en cantidades 9Uf 
bajoo. 

En el ác. cítrico las xantofilas superan a los caroteoos en la 
composición de piglllentoa. La cant.aXantt.na preckmin6 sobre el 
a-caroteno en 8llbas concentraciones. Solo en la concentraci6n de 
SS tue posile registrar la presencia de xantofil.• "A", sin 
embargo su cantidad es menor que la de 8-caroteno. 

En glicerol s6lo se detectaron carotenoides en alta concentraci6n 
de la fUente de carbono. Los coa.panentes principales fueron las 
xantofilas, destacando la luteína y la crlptoxantina sobre el 
B-ce.roteno¡ la xantofila "A" se registró en una conCentraci6ñ por 
abajo del glicerol. 

No se detectan carotenoides en las condiciones de ác. oleico y 
ác. butirico. 

Estas diferencias en la composic16n de carotenoldea evidencian 
efectos de regulaci6n importantes que dichas fuentes de carbono 
ejercen posiblemente sobre el raetabolisao de los caroteooides en 
el hongo .P.:. deliqueacens. 

6. 6 CARACfERIZACION DEL EFECTO REGUUTORIO l'OR GLUCOSA. 

6 • 6 .1 EFECTOR Y EFECTO 

Para caro.eterizar el efecto negativo sobre la producci6n de 
carotenoides observado cuando se crece al microorganismo en 
glucosa coeo única fuente de carbono a concentraciones de S y 
lO'I; se realizaron adiciones de glucosa al SS de concentraci6n, 
a fermentaciones desarrol1'ndoae en condiciones no inhibitorias 
para la carotenogénosis 1 es decir con una concentraci6n de lS de 
glucosa eo. el medio de cultivo (HM) como única fuente de carbono. 
Las adiciones se efectuaron en loa días O, 2 y 3 de la 
fermentación¡ estos tiempos se establecieron considerando que el 
"disparo". es decir la .ayor velocidad, de síntesis de 
carotenoides en el bongo D4Cr)'!Yces deliquescena, se inicia. el 
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día 2 de la feraentación bajo las condiciones de. cultivo 
IDQ.D.ejadaa. ..\si, la adición al día O se consideró como control 
positivo del efecto. 

Por otra parte se adicionó el antibiótico ciclohexiaida en estos 
mismos tiempos. como un control positivo de represión, 
considerando que este c~puesto inhibe la síntesis de proteínas 
de novo y se manifest4ría por la supresicSn de la síntesis de 
Carii'iiñoides (Dandekar aad Modi, 1980), 

El 2-deoziglucosa (2-DOG) un análogo no aetaboltzable de la 
glucosa, fue utilizado en este siete.a para saber si el efector 
era glucosa ~ se o un producto del metaboUsllO de la glucosa, 
Este análogo de iiucosa ha sido empleado por Escala.ate, L,, et 
al. (1982 y 1992); OeOllli.n, A., (198S) y Uodgson, D., (1982) c'Oii er fin de identificar 8 la glUCOSa Cota.O el efector. 

Finalmente, las mezclas glucosa-ciclohexlmida y DOG-ctclohe.ximtda 
permitirían observar, de existir, el efecto de i11hibici6n de la 
actividad de lu enzillas existentes que participan ea la síntesis 
de carotenoides. 

Los perfilP.s de producción específica de carotenoides resultantes 
de las diferentes adiciones al día tres de la. fermentación 
(Gt'áf, 24) mostraron el efecto negativo de la alta concentración 
(SX) de glucosa sobre la síntesis de corotenoides después de la 
adición, en comparación con la condición no supresora observada 
cuando se utilizó glucosa en una concentración baja (IX) sin 
adición posterior. 

En las •iaa11.1.s cinéticas de producción se observó que las 
producciones resultantes a la adición de glucosa y de su análogo 
siguieron un comportasliento semejante en los días siguientes a la 
adición, lo cual indica qu·e el efector es glucosa ~ .!!.: y no un 
producto de su metabolismo 1 ya que el 2-DOG no es •etabolizable. 
Adl!Oás es de notarse que la supresión total de la síntesis de 
carotenoides dur6 solo dos días restableciendose ligeramente a 
partir del día S en el caso de edición .de glucosa y tue 
permanente en el caso del DOG donde el efecto supresivo fue da 
intenso. El hecho de que la sinteaip de carotenoidea se inicie 
nueva.mente sugirió que el efector se consume generando nuevamente 
una condición de no supresión,• lo cual se confiraa con la 
disminución en el pH (Gráf. 25 Ic), un auaento en el consu.> de 
glucosa (Gráf, 2S IIc), y el auaento en la biOt1Ssa (Gráf. 26). &l 
efecto supresivo de glucosa disminuye por debajo de lQs 38 .. de 
glucosa por 11:1. 

Ahora bien, la ciclohexi.atda inhibió coapletaaente la síntesis de 
protein.os de novo y esto incluyó la síntesis de enzimas 
carotenosén1C48 ya-que no se observó aum.ento en la producción 
especifica y volumétrica (Gri.f. 24 y 27 respectivamente) de los 
carotenoides, del creciaiento (Gráf. 26), y del •etabolisso de 
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Grl\f.24. Efecto de la adlclon de glucosa sobre la producción 
especifica de carotenoldes por Oacrymyces dellquescens 
(ATCC-13292). A, glucosa (g) 1" (Control sin adición); B, 
glucosa {g) al S"- (control supruivo). Adiciones: C, g S'J.; 

6 

O, 2-deoxiglucosa (OOG) 5"'; E, clclohexlmlda CCHM) 100t.tg/ml 
• DOG 5!.: F. CHM • g S"i y G, CHM (control positivo de repre­
alOn). La flecha ("\) Indica el tiempo de la adición. 
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Grif.25. Etecto de la adición de glucosa sobre el: 
J) pH y IU consumo de glucos.a por Dacrymyces deliquHcens 
(ATCC· 13292). A, glucosa (g) '" (control sin adición) : 8, 
g sir. (control sucuesivo) . Adiciones: C, g 51': o. 2-deoxl· 
glucosa (OOGJ 5'\ ; E, clclohe:dmid11 (CHMJ 1 OOug/ml • DOG 5'\; 
F, CHM .. g 5!. y G, CHM (control positivo de represión). La 
flecha t'\1 Indica· el tiempo de la adición. 
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Grlll.26. Electo de la adición de glucosa aobre el crecimien­
to de Dacrymyces del/quescens (ATCC-13292). A, glucosa (g) 
1'Ao (control sin adición); B, g 6'Ao (control de aupreslónl. 
Adiciones: C, g 5%: O, 2-deoxlglucoaa (DOG) 5'Ao: E, clclo­
he>tlmlda (CHM) (100 pg/mO • DOG 6°'; F, CHM • g 5%; y G, 
CHM (control poaltlvo de represión). La !lecha \ll Indica el 
tiempo de la adición. · 
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glucosa (Gráf. 25 I.I). En consecuencia, se liAitó la. Producción 
de ácidos orgánicos por lo que se conservó el pU al nivel en que 
ae encontraba en el momento de la adición (Gráf. 25 J.). 

Por su parte loa perfiles obtenidos, de todos los parámetros 
medidos, para las condiciones en laa que se adicionó la 
ciclohexi.llida mezclada con la glucosa o con su análogo, fueron 
semejantes a los resultantes con la adición de ciclohexiaida sola 
(control represor), lo que indicó que no existe efecto de 
inhibici6n por glucoaa E!! !! o un producto del •etabolismo de la 
glucosa, puesto que ni la glucosa, ni el 2-DOG tuvieron efecto 
sobre la actividad de las enziaas carotenogénicas presentes. 

El análisis estadístico de la producción específica al sexto día 
de la fermentación e anexo, p. 90) 1 indicó la existencia de 
diferencias significativas en este parámetro entre el control, 
con baja concentración de glucosa y todas las otras condiciones 
en lQ que se muestra cierta semejanza entre si. En este análisis 
se formaron 4 grupos entre los que no existen diféreocias y que 
fueron : i) glucosa en concentracion no supresiva, ii) glucosa en 
concentración supresivo, lli) adici6n de glucosa y DOG, y iv) el 
grupo de ciclohexi.lllida sola, con glucosa y con DOG. Esto 
coufinnó lo mencionado arriba, 

En cuanto al crecimiento 1 se formaron dos grupos entre los que se 
observaron diferencias significativas en biomasa e anexo, p. 90); 
tales srupos fueron : i) control no supresivo (glucosa 1%), el 
control supreslvo (slucosa SS) y la condición supresiva de 
adición ·de glucosa (SS) al día tres de la fermentación, y H) 
condición supresiva de adición de DOG al. SS, control de 
repressi6n por la adición de ciclohexi.mida y sus variantes con 
glucosa y OOG en concentración supresiva de la carotenogénesis. 
Finalmente en cuanto a la producción volumétrica se refiere, se 
formaron 3 grupos i) aquél formado por la condición de 
concentración de glucosa no supresiva, ii) el foraado por el 
control de la condición eu.presiva y aquella supresiva por la 
adlci6n de glucosa, y iU) formada por las condiciones de 
represión con cicloheximida y eupresiva por 1$ adición de DOG. 
Cabe resal.car que el análisis estadístico se realizó para el día 
6 de la fer11entación 1 es decir después de que para el control de 
glucosa ai SS, de adición de glucosa y de adición del análogo 
se habia reasumido en alguna medMla la síntesis de proteínas. 

Debido a que el c.omportamiento que guardaron los diferentes 
perfiles que resultaron de la adición de glucosa, 2-DOG y 
ciclohexillida fue semejante (ver análisis estádistico), el efecto 
de supresión de la glucosa ~ se sobre la carotenegénesis puede 
ser explicado en términos de un efecto de represi6n por carbono, 
evidencitmdose 111 necesidad de síntesis de novo para la 
producción de caroteooides, mismo efecto queba ii'ido observado 
para la síntesis de B-caroteno en !:.. trispc>ra por Dandekar and 
llodi (1980) . 
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Fina.l.mente el hecho de que el efecto observado fue evidente por 
tm. tieapo, restableciéndose posteriomente la síntesis de 
carotenoid.ea (Gráf. 27) indica una represión transitoria. Este 
tipo de represión ha sido reportado para otros metabolitoa 
secundarios. c090 lo es la síntesis de eritromicina por 
Escalan te, et al. (1982) y de B-galactosidasa Por Tyler, et a1. 
(1967). - -

Por otra parte. los efectos que sobre loa diferentes parámetros 
causo.ron la adición de glucosa, DOG y cicloheximida fueron 
también observados para adiciones al día O y 2 de la fermentación 
(datos no sostrados). 

6,6.2 NIVEL DE ACCION. 

Fara determinar a que nivel o niveles de la vía de biosíntesis de 
los carotenoides tiene su efecto la glucosa, se realizaron 
análisis por cromatografía de HPLC y TLC. Las cromatografías 
(Gráf. 28 y foto 3) mostraron que la cantidad de carotenoides 
totales producidos disminuyó bajo concentraciones represivas de 
glucosa, y sin embargo la composición y proporción de los 
diferentes carotenos y xantofilas fue semejante al control de 
no represión. En base a esto, podemos afirmar que la represión de 
glucosa se ejerció en los primeros pasos de la vía de síntesis de 
carotenoides. Estos resultados fueron reproducibles para las 
condiciones de represi6n ejercidas o los tiempos O, 2 y 3 días de 
la fermentación. Sin embargo, el efecto por cicloheximida fue más 
intenso cuando se adiciona al día O y en consecuencia no se pued6 
detectar la presencia de xantofilas por TLC, mientras que si se 
detectaron xantofilas para las adiciones en los días 2 y 3. Las 
diferencias observadas entre la cantidad de pigmentos registrados 
en condiciones de represi6n por glucosa y/o DOG con respecto a 
cicloheximida se pueden explicar como resultado de transici6n del 
efecto rngulatorio, ya que las muestras corresponden al día 6 
de la feraentación 1 tiempo en el que la síntesis de carotenoides 
se había. reasum.ido en alguna •edida en aquellas condiciones que 
no incluían a la cicloheximida. 

Similarmente, Dandekar and Modi (1980) reportan para la síntesis 
de 8-caroteno que lo enzima mevalonato kinasa 1 en Blakeslea 
trispora, está sujeta a represión. catabólica a~ 
derrepri.mida a través de la acci6n del ácido trisp6rico. De tal 
suerte que se podría suponer tallbién que en D. deliquescens la 
acción regulatoria de: glucosa se podría ej'Orcer a travás de 
't'eprt•ir la síntesis de la •evalonato kino.sa. 
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COHCLUSIONES, 

CONCLUSIOMES FISIOLOOICAS 

* D-xilosa í'ue la mejor fuente carotenoQénica en 
coo.r::entraciooes del SS, quiza por ser scnerador de poder 
reductor, 

* »-glucosa en una coocentracióo del lS permitió los aás altos 
rendimientos de carotcnoides, seguido. por cclobiosa y xilosa. 

* La g.lucooa en concentraci6ncs de SS o 114yores ejerció un 
efecto negativo regulatorio sobre la producción de carotenoides 
que oc explicó como represi6n de la. síntesis. 

JU onálogo de glucosa, 2-deoxiglucosa (DOG) no fue 
metaboliz.ado por D. deliq11esccns y presentó el •1890 efecto de 
repceoi6n sobre lQ carotenogéncsis que glucosa. · 
Este resultado apoyo la bipotesie de que el efector es la 
glucosa ~ se y no un producto de su metabolismo, explicando su 
acción como un-fen6meno de repreoi6n transitoria. 

Para la carotecwgenésis se requiere de síntesis de novo, 

La lenta liberaci6n de glucosa como resultado de la 
hidrólisis de celobiosa, aln1idón, maltosa y sacarosa en 
concentrai::ioncs de SS, no permltiron observar el efecto represivo 
de la sluCosn sobre la corotenogéneeis 1 manifeetandose en cambio, 
un efecto positivo de la concentración de estos azúcares sobre la 
síntesis de carotenoides. 

* El perfil de curotenoidcs producido por !:, deliqucscens es 
muy scaejante desde el punto de vista cualitativo, sin Cllbargo 
la cantidad de coda corotenoide deperiden de la fuente de carbono 
y de la coo.centraclón de la •isas.. Dentro del perfil predomina 
B-caroteno scgu:ldo de \Il1a xsntofila con Rt de 6.98 •io. (pico 
"A") dcnoalnada xantofila "A", 

* El efecto de represi6n por glucosa altera solo 
cuantita.tivaaente ln producci6n de carotenoidea, respetando la 
proporciéu entre l.os cc:wpoaeotes, lo cuol indica que el efector 
actua Bobre los pri.rAcros pasos de la biosintesío de carotenoidcs. 
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COHCLUSIOHl!S TBCllICAS. 

• El t.a:w.ño del in6culo tuvo un efecto directo sobre la 
productividad de carotenoides. 

• No se observa diferencia entre las cinéticas de crecimiento 
y producción de co.rotenoides por !!.:_ deliquescens en los medios 
HMdb, MMs r MM. 

*' El pHi y las variaciones en el pll entre 1. 7 y 7 no generaron 
ningún efecto sobre el crecimiento y la producción de 
co.rotenoides. 

• El ácido 2,2-dimetil succínico diaminozido, análogo del 
ácido succínico, no fue metabollzado por este microorganismo 
y actu6 como un amortiguador en el HMdb, 

• El consumo de glucosa se vió afectado ligereamente por la 
presencia jel ácido 2 1 2- dlmettl auccínico, sin embargo su efecto 
no alteró ni el crecimiento ni la producción de carotenoides. 

• Los azúcares fueron las fuentes de carbono con mejores 
rendimientos en crecimiento y producción de co.rotenoides. 
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8 llBCOllEllDA~lORS. 

·Bajo coadlcioo.ea de repreai6n por alucoaa se auat.ere medir 
la actividad de la enzt.a meval.oaat.o kinua para CQllProbar Si· la 
glucosa ejerce su efecto sobre esta enzt.ea. 

Verificar las actividades de los sistema& de transporte y de 
las enziaaa que permitan el aetaboliSllO de las fuentes de carbono 
utilizadas. 

* Realizar un. análisis de cepectrométria de aaaa para definir 
que xantofila es el pico 11A"· con Rt de 6.98 min. y en su caso 
evaluar su interés industrial. 

* , Realizar HPLC a las 12 horas después de la adici6n de 
efectores, esto con el fin de observar el perfil y proporci6n de 
loa carotenoides en el moaento en el que se ejerce la represi6n y 
coaparar .con aquellas croeatografías obtenidas despues de que se 
i:easwne la producci6n de carotenoidea. 
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10 ANEXO 

1) C01TParacioón entre las cepas de Oacrvmvces del iquescens 
para la selección de una de ellas. 

SIMBOLOGIA, 

CEPAS: 1. ATCC-13292. 
2, FSC-307, 
3. BM, 

PE1. PRCOUCCICt< ESPECIFICA DE CAROTENOIDES (~g/g) 

CREC 1. CRECIMIENTO (m;i/ml). 

a:v CHA :n:: 

' .. :,. j, 1~ 
'. .. : 

: . ·~ 
' .. :·· !.l! 
1 '· ;;;. !.75 
l ' ;:t. :. ~:· 
! ' ::;. s.:: 

~lt&.: ¡:t: 

level cedes: C!P! 

Ucqe test: LSO 

Analyus of 'IUUDCt 

Ei!Vtet ~:ci:ps 34UU.33 172222.i' 37.SS3 .o~~l 
Vl~bi!I q:oups !362C.!C UtD.17 
····························-·········-··················-······················ 
r~ul tc:.:irrected¡ 

o 11u1~; valulsl tan btea ucluded. 
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;enE f~r H~1:qei:e:tr cf vua~:es 

co:hrn'• e :est: c.u:m P ' u1:111 
~artl1::t 1 ! test: i.CtlU P = =.ssun 
Hartley 11 tut: :.0:515 

Ka:up!e ra:~f: a::a!¡su for _fil by C!PA 

~e:h~d: 55 fercent L~¡, !cte:n:i 
:n·c: Cc1:11t J.¡·e:a;1: Ho1oge11H~5 Grcups 

·aan;¡e :en: tst 

Si:x:;: ;:-:q.; 
V~::.:~ ;:;·~p.= 

C!.H:Ct • 
uc.:c~~: 

c.:e:~:~l 
.;~:soc~ 

C:chrn1 1! : tu:: ~.:7:C!: f : :.J5iSC3 
E1:t:ett'1 :ut: j.SHH f: LZJB6il 
Bartltf's tut: t25 

~.1329167 n.is: 
.llCUl~ 

Kult1p:e unge analy1!s f;r cu:c¡ by C!U 

!!e:hcJ: 95 Per:ut LS~ ¡ntunls 
Leve: Cc1bt Avera;t Hotogenec!l.E/;r:llips 

l.l~rc:c~ 1 

l .J750C~~ • 
5, l25~D~G 
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2) CorTlla1·ación ent1·e diferentes medios minimos. 

SIMBOLOOIA 

TX: TRATl>MIENTO, MEDIO MINIMO: 1, MM. 
2. MMS. 
3. MMdb. 
4. MMs-sin glucosa. 
S. HMdb-sin glucosa. 

PE. PRCOUCCION ESPCIFICA OE CAROTENOIOES (~9/9). 

C. CRECIMIENTO (mg/ml). 

' .. ¡ .. 
! ' ¡ .. 

" ! ¡, 
; ' 
' .. 

!t:\'Ut. ;::.:rs. 
•~::l: ;::·~~! 

.11 •• 

:::~. 
• tt~ 

:;¡;, 
:m. 
:~:;. 

~:;. 
H:. 
:;:. 
!!:. 

;,¡¡ 
1.:: 
:.;5 
~.!t 
:. ::~ 
~ .. 
: .. ¡: 
~.:e ..... 
~ . : 

HS~~~,.E 

::u::.c 

:Jt~:an'! ~te!:: O.HUH P; S.e:t'6E·3 
sa::1:::·5 :es:: 13.En9 P = o.t15~050t 

· Harth:J'f ·tt!t-."·E96~iS~ 
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1'1ttplt ru¡e 11111111 lor !I bf n 

lt~:d: 95 Ptrctllt i.5~ Intern!I 
tett1 Cct1t lnr11e !0109neou Grcups .............................................................................................. ;. ............ :. ... · 

u:e.:: 

lCO;OOOO ' 
m.o:cc • 

i6C·!.5C~C 
¡~:c.~o:~ 

1m.:m 

c11e-~1y A11tlysu e! 'H::a~:1 

!:C.Hi!. ~::t;l :¿.JHS~: !.!H!:~~ :;,¡;_, .~:e: 
il:.:::: ;::~;; 1.Bi!~: ,:;!::~:: 

·······································-··-····································· 

:c:!.::t:.'!: :u:: ~.72US P: ~.!5!251 
:::::!::·¡ :es:: é.JH~: f : t.l!;ti: 
!:!:::t(!:ff!:SS:· 

IC!!l:1p:e n11;e 1:ai.ysi! !:re by u 

~::::.:~. ;: Pc:a::. :s: ?11:e:¡·a!1 
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3) Conparación del efecto df::l pHi (4.S y· 6.0) sobre la 
producción especHica de carotenoides y el crecimiento. 

SIMBOLOGIA 

T: TRATAMIENTO, MEDIO V pHi : 1. MM pH! 4.5. 
2. MM pH! 6.D. 
3. HMdb pHi 4.5, 
4, MMdb pHi 6,0. 

PE: PROOUCCION ESPECIFICA DE CAROTENOIDF.S (µg/g) 

c: CRECIMIENTO (mg/ml). 

?.:.v ': n 

! !. H7:. l.JC 
155~. L~t .. HH . !.H 

¡ .. m: . l.:C ,, :~&:. 2.75 
¡ ' ::~:. ,,:·t 
: .. ¡~H . :.s: 
¡ .. H5!. 1.n 

Au:ysh o! varu::c 

~UVU:l ;::::p~ 

i:t~:: ;:-.'.q5 
.Hi331~ 

:.&SH5CC 

\:ic!:ran's e test: 0.!'15il P: 0.6SU77 
Eirtittt'1 tut: t.3648' f : O.UU62 
i.:tl•r'• tut: 11.m~ · 

-e3-

.;!2HH 
.1:;j&:s 

.m .i:ts 



th.11 :1ple rn~.~e a:ialyli!! far t by t ...................................................................................................... 
Me~ho3: ~5 rerce11t LSO tnternls 
~tvti ccuct Anugt 1101ogeneous Gro1:p1 ................................................................................................... 

s.1o~~~i:· • 
i.mccc: • 
;.mcm • 
l.&O~GJ~t 1 

............................................................................................... 

:~:¡: n: 

Lntl CO~t&: ¡: 

St:~a¡¡ ;::JF5 
i1!.lan ;:~:;~1 

::u::.st 
:;::~~.o: 

~uu far R~1ogenut1 of vuut:u 

cccbrn: 1s e tes:: Lt16Il3 r = G.1&UDi 
S!:!~ett!1 tut: 1.98025 P = C.5!7fü 
1!1tt~e1 1 s tut: 15.1235 

~&:7: .EH 
5lC43.l5: 

Multiple rn::ge analy1is for PI by '1' 

!e:hod: S5hrcet:tLStitternls 
Ltttl Coan! A\'e:lge HOEOgHECli~ Groups 

au.mo 
1582.SOCC 
me.mi 
111:.mo 
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t.) Efecto de la concentración de glucosa sobre la producción 
especifica y el crecimiento. 

SIMBOLOOIA 

ce: COOCENTRACIOO OE GLUCOSA: 1. 1'4 
2. 5'4 
3. 10 .. 

PE: PROOUCCIOO ESPECIFICA OE CAROTENOIOES (µg/g) 

e: CRECIMIENTO (m;¡/ml). 

~cw e: ?! 

: .. 
l .. 
1 .. 

' 
! .. 

:::·w:::. ;:::.:;:¡ 
i!::::;:::.:;:; 

:at 
!!S:. 
-~"-' :n. 
:is. 
s:e. 

: '! ~ 

:.lt 
~. s: 
; .~; 
: ·i 

~. :: 

:c:bun's e :ut: ~.s r : V~B7B5! 
Ea::h~:'s :u:: l P: 1 
Ear:ley•s:es::l 

-es-

.CStUf; 
. ::::~te 

.as 



!t.:t!P:e ran;e il:alysu. for e ty ce 

!t~hc~: '~ Pncett L!::l I!lte!'Vl!S 
Lntl Cc'Jtt 1.\'ua;t F.or.~;ett~US: G:oup1 

Detntt ;r:~ps 
i: ::::: ;r~'J~E 

J:.S:H::~ • 
:.J~SJC:~ ' 

:u-it1 Aulysil of VUUtCE 

~5l6tLS1 
t:;1:.:c 

:::~r&::'s e tu:: ~.¡;;sas r : :.i53H~ 
51rt:~::·1 :es:: ,_5¡~;; P : ~.JH3Sl 
Ern!ty"s :est: jO.:i;: 

KetbJ~: SS rer;cr.: ~s: ::;tcr\'ill! 
:enl :tun~ An:a;e H•i~;~:;ccu! Grc&p! 

~u.::~: 
9:5.CO,G 
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5) Cooparaci6n del efecto de diferentes fuentes de carbono 
sobre la producción espec1fica de ca1·otenoides. 

SIMBOLOGIA 

PEC: PROOUCCICX'l ESPECIFICA DE CAROTENOIDES (µg/g} 

FCTX: FUENTE DE CARBCX'lO (TRATAMIENTO} 

1. GLUCOSA I" 
3. FRUCTOSA 1" 
5 • SACAROSA I % 
7. MALTOSA I" 
9. CELOBIOSA 1" 

11. ALMIDCN I" 
13. ARABINOSA I" 
15. XILOSA l ... 
17. AC. SUCCINICO 1" 
19. AC. ACETICO I" 
21. AC. CITRICO 1" 
23. GLICEROL "' 
25. AC. OLEICO 1% 
27. AC. BUTIRICO 1% 

ltow FCTX P[C 

1 '· 957.tlO 

' l. 'Jll.00 
J '· 624.00 . '· 501,.00 

' '· 282.00 . J. 20?.00 
1 .. 361.00 

' .. "ªª·ºº . .. J0.00 
10 .. "'º'·ºº 11 .. 8)7.00 
12 .. 660.00 ,_ 1. 186.00 

" 1. :lJJ.00 

" .. 651.00 
16 .. 081.00 
11 .. 111.00 
11 9. 659.00 

•19 10. oss.oo 
20 10. llJ0.00 
nu. 2{j').00 
22 u. J.)5.00 
2112. 1')6.00 
21o )2. 804.00 
JSIJ, 288.00 
1' u. 264.00 
2714. JJ'o,00 
2814. 387,00 
2915. 540.00 
JOIS. 6b).00 

2. GLUCOSA 5" 
4 • FRUCTOSA 5" 
6. SACAROSA 5" 
B. MAL TOSA 5" 

10. CELOBIOSA 5" 
12. ALMIDCX'l 5% 
14. ARABINOSA 5" 
16. XI LOSA 5" 
16. AC. SUCCINICO S'JI. 
20. AC. ACETICO 5" 
22. AC. CITRICO 5% 
24. GLICEROL 5'1. 
26. AC. OLEICO 5% 
28. AC. BUTIRICO 5% 

Row FCTX 
--1-1-ii.---------- ·1oao:oo·----

1216. 120'1.00 
ll 17. Jl,00 
JI, u. 
3518. 128.00 
36111. 126.00 
l7 J'J, 8,JO 
31119. 10.00 
3920. 6,25 
4020 • 1.so 
4121. ua.oo 
021. 
o 22. 101.00 
l,l, 22, lr.J.00 
u 21. 36.00 
46 23. 
"724. J7.00 
4824. 
4'>25. o.oo. 
sozs. o.oo 
5126. o.oo 
52 :u •. o.oo 
SJ27, º·ºº Sti21. o.oo 
SS 28, o.oo 
5628. o.oo 
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J11e·V1y Aulysls of vartnce 

om:m 

z.evd codu: rcu 

Labds: 

RanQe test: ISD Coofidem !mi: !l 

A111lysis of nriance 

source of urttuon Su11 of Squares d.f. Mean square f·ntlo Slq. leul 

Setvetn qroups 
llithio qroups 

Total lcorretttdl 

mms.o 
lll!OO.l 

IUlSll.l 

11isslaQ uluelll bm beu mluded. 

?uu for eo109contf of Vuhncu 

21 
lt 

51 

cocbraa'1 e tm: o.mm 1 ' o.IJ6561 
¡artlett'• tm: 1.mu 1 ' o.mm 
Buth!'I tut: 11100 

-os-

mm. ll 11.m 
5608.ll ·ºººº 



Hulttple raaqt aaalyu; for PIC by lCTI 

Kubod: 95 Perceot LSD llltervah 
Levd count Average Ho109e11eous üroups 

:s ·ºººº :1 ·ºººº :1 ·ºººº . :! .iooo 
z~ 1.mo 
1! !.1500 
11 lZ.0000 
::i ll.0000 
:t 37.0000 
¡; lll.0000 

" 
IJj,0000 
216.5000 

:1 ¡19,0000 
m.soco 

13 m.oooo 
11 lOUOOO 
¡¡ m.mo 

371.0000 
ta.saco 
m.oooo 

¡5 101.5000 
¡ 'ilti.0000 
¡ 10.5000 
1 169.0000 

1l 110.0000 
1 m.oooo 

¡; m.sooo 
11 lltUOOO 
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6) Efecto entre la adición de glucosa, 2-deoxiglucosa v 
cicloheximida sobre la producción espec1 fica de 
carotenoides, producción volumétrica de carotenoides v 
el cr·ecimiento. 

SIMBOLOGIA 

ADO. TRATAMIENTO OE ADICION: 

1. SIN ADICION (CONTROL). 
2. ADICION DE GLUCOSA 5,_ AL DIA O. 
3. ADICION DE GLUCOSA 5,_ AL DIA 3. 
4, ADICION DE 2-DEOXIGLUCOSA 5,_ AL DIA 3. 
5. ADICION DE CICLOHEXIMIDA. 
6. ADICictl DE CICLOHEXIMIDA Y GLUCOSA 5,. AL DIA 3. 
1. ADICictl DE CICLOHEXIMIDA Y 2-DEOXIGLUCOSA AL DIA 3. 

PE: P~OOUCCictl ESPECIFICA DE CAROTENOIDES (µg/g). 

PV: PROOUCCION VOLUMETRICA DE CAROTENOIDES (µg/ml). 

e: CRECIMIENTO (mg/ml). 

¡¡ 

~ ! 21. 1.:: l.i: 
:::s. 5.;: !.SS 

' .. iHL LSC l.~s 

1 .. UH. 1 t~ ;,;,,. .. llli. ~. ;: ;,¡[ 

.. ll~S. ~ ·t z.ss 
; l. ¡:¡, i.:: 1_¡5 
¡ l. :ou. L?: 2.0; 
1 ' m. :.E; 1.11 .. ' HS. :.s: LES 

.. f. 5:L t.5' i.;! 

.. !. S~4. :.n 1. ll . , 
" &;~ • :.r: l.~5 

¡¡ .. 7J:. :.!) 
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