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RESUMEN

Rhodotorula pertenece al grupo de las levaduras productoras de pigmentos, tales como B-caroteno,
y-caroteno, toruleno y torularhodina. Los carotenoides tienen grandes aplicaciones en la industria de los
alimentos y piensos, asi como en los productos para la salud y los cosméticos, estos han generado un valor
en el mercado que se espera que alcance mas de 2 mil millones para 2022. Debido a la creciente demanda
y a la preocupacion por la seguridad alimentaria, se ha incrementado la busqueda de estrategias de produc-
cion de carotenoides de origen natural, favoreciendo la fermentacion microbiana. Esta revision resume las
propiedades bioldgicas de los carotenoides y los diferentes métodos de ingenieria metabdlica aplicados para
mejorar la produccion de estos pigmentos a partir de Rhodotorula. Los enfoques practicos para mejorar los
rendimientos de carotenoides han sido facilitados por los avances en el trabajo de mejoramiento genético de
las cepas, asi como en la optimizacion de medios y condiciones de fermentacion
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ABSTRACT

Rhodotorula is a group of pigment-producing yeasts well known for its intracellular biosynthesis of carote-
noids such as B-carotene, y-carotene, torulene and torularhodin. The great potential of carotenoids in appli-
cations in food and feed as well as in health products and cosmetics has generated a market value expected
to reach over $2.0 billion by 2022. Due to growing public concern over food safety, the demand for natural
carotenoids is rising, and this trend significantly encourages the use of microbial fermentation for natural ca-
rotenoid production. This review covers the biological properties of carotenoids and the most recent findings
on the carotenoid biosynthetic pathway, as well as strategies for the metabolic engineering methods for the
enhancement of carotenoid production by Rhodotorula. The practical approaches to improving carotenoid
yields, which have been facilitated by advancements in strain work as well as the optimization of media and
fermentation conditions, were summarized respectively.
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INTRODUCCION

Rhodotorula es un género de levadura unicelular pigmentada, que pertenece al phylum Basi-
diomycota, familia Cryptococcaceae, subfamilia Rhodotorulodae (1). Se han informado 164 especies
del género Rhodotorula, incluidas R. glutinis, R. toruloides, R. mucilaginosa, R. graminis, entre otras
variedades. Son levaduras saprofitas ubicuas y pueden encontrarse en diferentes habitats, tales
como aire, tierra y estiércol, asi como en los cuerpos de animales, plantas y algunos organismos in-
feriores. Las células de Rhodotorula son polifiléticas, con apariencia subglobosa, ovoide, elipsoidal y
alargadas. La reproduccion es asexual y, generalmente, ocurre a través de brotes multilaterales (2).
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Una de las caracteristicas mas notables de Rhodotorula es la biosintesis de carotenoides de
forma natural. El 90 % de los carotenoides producidos son torularhodina, toruleno, v-caroteno y
B-caroteno (3). En la tabla 1 se muestran algunos ejemplos. Este género tiene la capacidad de
producir altas concentraciones de lipidos (que se acumulan en condiciones limitantes de nutrientes,
como un mecanismo de almacenamiento de carbono) y de enzimas importantes. Estos productos
son fundamentales para la industria: los lipidos y compuestos derivados de lipidos, que son buenos
sustitutos del petréleo en la produccién de combustibles y productos quimicos, las altas actividades
enzimaticas de la L-fenilalanina amoniaco-liasa y la D-aminoacido oxidasa hacen a esta levadura
necesaria para la industria quimico-farmacéutica (4).

Los carotenoides han sido reconocidos en todo el mundo como aditivos alimentarios y suplemen-
tos nutricionales, por sus funciones biologicas, tales como: el efecto antioxidante, la mejora de la
respuesta inmune, los efectos preventivos contra enfermedades cardiovasculares, enfermedades
oculares y cancer, respectivamente (5,6).

Hoy en dia, los carotenoides son usados como aditivo alimentario en EE.UU, Australia y Nueva
Zelandia. Estadisticamente, el mercado global de carotenoides alcanzé los 1.5 mil millones en el
2017 y deberé incrementarse hasta los 2.0 mil millones para el 2022, con un aumento de 5.7 % du-
rante este periodo (7). Actualmente, mas del 90 % de los carotenoides comerciales son producidos
por sintesis quimica; sin embargo, la produccion a partir de levadura es natural y organica, ademas
de las ventajas adicionales como el tiempo de produccién mas corto, amigable con el medioambiente
y facil escalado en los procesos de fermentacion.

Tabla 1. Comparacion de la capacidad de diferentes microorganismos para producir carotenos

CEIIEHTIL Carotenoides
Microorganismo Sustrato mg/g peso ma/L Ref.
seco celular 9
Rhodotorula glutinis Glucosa 0.11 0.63 (3)
Rhodotorula graminis Glucosa 0.16 1.47 (3)
Rhodotorula toruloides Glucosa 0.12 1.31 (3)
Rhodotorula toruloides Glucosa 0.28 27.5 (48)
Suspension celular | Rhodotorula paludigenum | Glucosa 0.40 2.99 (47)
de R. toruloides, el
color naranja-rosa Rhodotorula roseus Glucosa 0.08 0.63 (3)
esta asociado con :
los carotenoides Rhodotorula salmonicolor Glucosa 0.35 0.61 (3)
producidos. Rhodotorula rhodozyma Glucosa 0.21 1.48 (46)

La biomasa de Rhodotorula puede ser usada como fuente proteica de alta calidad y como un
valioso aditivo para piensos animales. Este género tiene la capacidad de crecer a diferentes tem-
peraturas y pH (8). Utiliza diversas fuentes de carbono y energia, por ejemplo, monosacaridos que
incluyen hexosas y pentosas; oligosacaridos tales como sacarosa, maltosa, celobiosa, trehalosa,
rafinosa y melezitosa; alcoholes como etanol, glicerol, manitol y sorbitol; acidos organicos como
acetato, lactato, succinato, citrato y acidos grasos de cadena larga, asi como acido D-galacturdnico
(9). Se han demostrado la robustez de Rhodotorula en términos de resistencia contra inhibidores
derivados de la biomasa lignocelulosica (10,11) y la efectividad con varias fuentes de nitrogeno tales
como el amonio, nitrato, cadaverina, aminoacidos y péptidos pequefios (12).
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A pesar que las potencialidades biotecnologicas de este microorganismo fueron descubiertas
desde la década de 1950, la mayoria de los trabajos para el desarrollo de bioprocesos y aplica-
ciones se han llevado a cabo en la ultima década, que coincide con la primera publicacién de su
secuencia genémica, seguida de la generacion de herramientas genéticas.

Esta revision presenta el Rhodotorula como un microorganismo industrial emergente, empleado
para la producciéon de una gran variedad de productos relevantes para la industria, entre los cuales
se encuentran los carotenoides, por lo que en este estudio se revisaron las vias de biosintesis de
los carotenoides por Rhodotorula y las estrategias para su produccion.

Via de biosintesis de los carotenoides en Rhodotorula

Se han estudiado las vias biosintéticas de los carotenoides en un grupo de especies del Rhodotor-
ula, se ha demostrado que R. minuta, R. glutinis, R. graminis, R. mucilaginosa y Rhodotorulasp po-
seen perfiles de carotenoides analdgicos con los -caroteno, y-caroteno, toruleno y torularhodina,
gue representan los principales carotenoides en todas estas especies. Estos enfoques permitieron
llegar a la conclusion de que el género Rhodotorula posee una via biosintética de carotenoides idén-
tica o conservada (figura 1) (13).
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Se ha descrito que esta ruta metabdlica sigue una cascada de condensaciones consecutivas de
unidades isoprenoides en fitoeno, el primer carotenoide incoloro de la via. El fitoeno se deshidroge-
na continuamente y el doble enlace conjugado se extiende hasta la formacién en licopeno.

Existen dos rutas de ciclacion independientes que conducen a dos vias, una los y-caroteno o toruleno como
producto intermedio, que puede convertirse, ademas, en 3-caroteno y torularhodina, respectivamente.

Principales carotenoides y su fisiologia en Rhodotorula

B-caroteno y y-caroteno
El B-caroteno es uno de los pigmentos mas conocidos, por haber sido ampliamente utilizado en
medicamentos, productos para la salud, aditivos alimentarios, cosméticos, aditivos para piensos y
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otros productos en otras industrias. También ha sido aprobado como aditivo alimentario y alimenticio
por sus funciones duales como colorante y por su uso nutritivo, en mas de 50 paises.

Estructuralmente, el -caroteno es un caroteno liposoluble de color amarillo-anaranjado, con 11
dobles enlaces conjugados y 2 grupos retinilos (anillo de B-ionona). Es este gran numero de dobles
enlaces lo que se une a su cadena y anillos de polieno, que lo hace propenso a ser oxidado por los
radicales libres. Y esta propiedad le otorga una alta actividad antioxidante y permite sus amplias
aplicaciones como alimentos y piensos (13). Para fines médicos y en la salud, el B-caroteno se ha
prescrito por via oral para la prevenciéon de cancer, tumores y enfermedades cardiovasculares. Den-
tro de los pigmentos de las cepas del Rhodotorula, el B-caroteno representa, aproximadamente, el
70 % de los carotenoides totales (14).

El y-caroteno es el isobmero del 3-caroteno, estructuralmente contiene 11 dobles enlaces conjuga-
dos, un doble enlace no conjugado y un grupo retinilo. Funcionalmente, y-caroteno tiene actividad
de vitamina A (aunque menos que [B-caroteno), gracias a su unico grupo retinilo (15). Se forma por
ciclacion de licopeno, a través de la reaccion enzimatica catalizada por licopeno ¢-ciclasa.

Toruleno y Torularhodina

El torularhodina se aislé por primera vez en la década de 1930, a partir del Rhodotorula (16).
Bonner et al. informaron el descubrimiento de toruleno de R. rubray, lograron la sobreproduccién de
este metabolito (equivalente al 76 % de los carotenoides totales) aplicando un mutante de R. rubra
(17). No fue hasta la década de 1990 que el toruleno y torularhodina fueron considerados como
sustancias potencialmente valiosas (18).

El toruleno se deriva de la sustraccién de 2H de y-caroteno, con la formacion de un doble enlace
extra en el carbono 13C; es decir, 13 dobles enlaces, mientras que se forma la torularhodina del
toruleno, mediante la sustitucion de un grupo metilo con un grupo carboxilo (14 dobles enlaces). Am-
bos carotenoides contienen anillos con la estructura de $-ionona, que es el esqueleto de la vitamina,
ambos pueden ser posibles precursores de la vitamina A. En comparacion con el B-caroteno, el tor-
uleno y la torularhodina han demostrado mayor actividad antioxidante, gracias a la existencia de un
doble enlace conjugado en el carbono 13C (19). Este doble enlace extra dotd a la torularhodina de
una mayor capacidad para eliminar los radicales de perdxido de hidrégeno y una mayor resistencia
a la degradacion del sustrato, en comparacion con el de 3-caroteno (20).

Ademas de la actividad antioxidante, se han demostrado propiedades anticancerigenas in vivo de
dos carotenoides. En los experimentos de actividad anticancerigena en comparacion con el licope-
no, tanto el toruleno como la torularhodina inhibieron el crecimiento del cancer de préstata de forma
mas significativa, por la induccion de la apoptosis en células tumorales (21). Ademas, se confirmo
gue ambos incrementaron la actividad protectora en las células del estroma prostatico, por dafio por
estrés oxidativo (22). La actividad antimicrobiana de estos dos carotenoides también ha sido infor-
mada. Se ha demostrado su empleo en la prevencion de infecciones, particularmente en implantes,
productos y preparaciones médicas que requieren productos naturales antimicrobianos. Ademas, la
torularhodina es uno de los pocos carotenoides con funcién de acido carboxilico.

Estrategias para mejorar la produccion de carotenoides por Rhodotorula

BlUsqueda de cepas nativas productoras de carotenoides

Varios grupos de investigadores se han enfocado en la busqueda para satisfacer la creciente
demanda de carotenoides naturales, el desarrollo y la utilizacion de cepas carotenoides de alto ren-
dimiento. Hasta ahora Phaffiarhodozymaes, la levadura pigmentada mas utilizada para la produc-
cion de carotenos a gran escala, por ejemplo, astaxantina.
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El Rhodotorula se ha evaluado para la produccion de carotenoides, particularmente para la pro-
duccién de mezclas de carotenoides en mayores cantidades. Por ejemplo, una cepa nativa de R.
mucilaginosa CRUB 0138, fue aislada en el lago patagénico de gran altitud Toncek, la cual produce
carotenoides a una concentracion de 234 + 7 ug/g, después de 4 dias de incubacion, cuando la
concentracion inicial de glucosa se ajusté al 1 % (23). Se logré un rendimiento de carotenoides de
33.2 mg/g, a partir de R. glutinis, cepa aislada de las aguas residuales de refineria, cuando se cultivo
en un medio que contenia lactosa de suero como fuente de carbono y nitrogeno (24). La levadura
Rhodotorula sp cepa KF-104 aislada a partir de residuo vegetal, produce una mezcla de carotenoi-
des, tales como los B-caroteno, y-caroteno, toruleno y torularhodina, respectivamente (25).

Evaluacion de las condiciones de cultivo para la produccion de carotenoides

Varios estudios han tratado de mejorar la produccion de carotenoides en Rhodotorula mediante
la optimizacion de condiciones de cultivo. Se ha evaluado el efecto del pH del medio de cultivo so-
bre la produccion de carotenoides y lipidos por R. toruloides, con uso de citometria de flujo. Se ha
demostrado que el pH 6ptimo para la produccién de biomasa y lipidos es de 4, mientras que el pH
Optimo para los carotenoides es de 5 (26).

Dias et al. (27) informaron que el cultivo por lotes con alimentacion controlada por pH era una
estrategia para aumentar la produccion de carotenoides (0.29 g/Lh) (27). Otro trabajo analizé la im-
portancia de los componentes del medio de cultivo sobre la produccion de lipidos y caroteno, por la
metodologia de superficie de respuestas y observé un aumento del 10 % (p/v) en la produccion de
carotenoides (28).

La biosintesis y la acumulacion de carotenoides también pueden ser regulados por la incidencia
de la luz, mas especificamente por la fotoinduccion, que puede mejorar los rendimientos de carot-
enoides al promover el crecimiento y la densidad celular, asi como elevar la actividad de las en-
zimas involucradas en la biosintesis de carotenoides. Zhang et al. (29) informaron que la irradiacion
causaba mejoras significativas de la biomasa y produccion de carotenoides de R. glutinis (29). En
general, la oxidacién inducida por la luz o los dafios por la radiacion, puede limitar el crecimiento
de algunas especies, particularmente aquellos microorganismos que carecen de una adecuada
produccion de las sustancias fotoprotectoras intracelulares. Sakaki et al. (30) demostraron la mejora
del rendimiento de carotenoides facilitada por la luz blanca débil, ya que se produjo un aumento de
180 % de torularhodina y 14 % de B-caroteno, a partir de R. glutinis (30).

La temperatura es otro factor importante que afecta la biosintesis de carotenoides, puede afectar
la propagacion de cepas productoras de carotenoides e influye en su proporcion. Se ha descrito
gue las concentraciones relativas de carotenoides producidos por R. glutinis son diferentes cuando
se han cultivado a 4 °C y a 25 °C (31). Se encontré que a 25 °C, toruleno y torularhodina repre-
sentaron aproximadamente, el 30 % de los carotenoides totales respectivamente, mientras que a
5 °C, la proporcion de B-caroteno aumentd a un 64 %, en contraste con el contenido de los otros
dos carotenoides disminuyo significativamente (31). Buzzini y Martini destacaron que en R. glutinis,
a temperatura mas baja (25 °C), se favorecio la sintesis de p-caroteno y toruleno, mientras que a
mayores temperaturas (30 ~ 35°) se incrementd la produccién de torularhodina (32).

Se ha demostrado que muchos iones metalicos (Ba,*, Fe,*, Mg,*, Ca,*, Zn,* y Co,*) son capaces
de afectar la carotenogénesis del Rhodotorula, posiblemente porque la actividad de las enzimas
en las vias de biosintesis es regulada por estos cationes. Buzzini et al. sefialaron que los iones
metalicos podrian afectar selectivamente el perfil de carotenoides de R. graminis DBVPG 7021, y
se demostré que Al,* y el Zn,* promovieron la produccion de B-caroteno y y-caroteno, mientras que
Zn," y Mn,* inhibieron la produccion de toruleno y torularhodina (33).

Ademas, la composicion de solventes exdgenos, quimicos 0 agentes naturales pueden afectar
los carotenoides de diversas maneras. Kim et al. informaron que el contenido de B-caroteno en
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R. glutinis aumentd en un 35 % cuando se afiadié fenol a los medios de cultivo y, en contraste,
se observé una disminucién en torularhodina cuando la concentracion de fenol fue elevada (34).
Squina y Mercadante evaluaron la adicion de 5 ymol de difenilamina en el cultivo de R. rubray R.
glutinis, logrando un incremento de los carotenoides, sin embrago provoco disminucién significativa
de la relacion de torularhodina/ toruleno. Es de destacar que para ambas cepas, la acumulacion de
B-caroteno se favorecié al aumentar la suplementacion de difenilamina (a una concentracién mayor
de 10 umol). La biosintesis de carotenoides se inicia en la fase de logaritmo tardio y en la fase de
estacionaria, tipico del metabolismo de los metabolitos secundarios (35).

Mejora de la sintesis de carotenoides por mutagénesis

La mutagénesis fisico-quimica o de insercion para mejorar la produccion de carotenoides ha sido
menos estudiada. Las mutagénesis fisico-quimica, tal como la mutagénesis por plasma a tempera-
tura ambiente (ARTP) y nitrosoguanidina (NTG), se han aplicado para seleccionar la cepa mutante,
basada en el color de la colonia; por ejemplo, se logré producir 0.75 mg de carotenoides/g en condi-
ciones de limitacion de nitrégeno (36). Lin et al. modificaron el perfil de produccion de carotenoides,
al crear una biblioteca de mutantes de insercion por trasformacién mediada por Agrobacterium tu-
mefaciens (ATMT). Los tres mutantes seleccionados por cambio de color mostraron un aumento de
2.4 veces los carotenos, un aumento de nueve veces en toruleno, y un aumento de 1.7 veces en
B-caroteno (37).

Tabla 2. Produccién de carotenoides por diferentes cepas de Rhodotorula, tratadas por varios métodos
de mutagénesis

Microorganismo Mutagénesis Carotenoides Control Tratamiento Ref.
mg/g | mg/Limg/g| mg/L
R. glutinis NCIM 3353 Radiacién UV Total 012 | 22 | 29| 33 | (43)
de carotenos
R. rubra GED8 NTG Total 0.187 | 2.67|0.64| 812 | (46)
o . de carotenos
R. glutinis RG6 Alta pres('a';hl':?r‘ma“ca B-caroteno | - |6.34| - | 10.01 | (44)
R. glutinis NR-98 Ultra alta presion /baja | o oieng | - |6.03| - | 17.36 | s
energia del ion nitrégeno
. UV, etil metano sulfonato
R. acheniorum (EMS), y NTG B-caroteno 2.31 | 40.6 (10.69| 262.12 | (47)

Bhosale et al. obtuvieron un mutante de R. glutinis NCIM3353 mediante radiacion UV, con el cual
se incrementd el rendimiento de produccion de B-caroteno en 120 veces en comparacion con el de
la cepa nativa (38). Del mismo modo, Wang et al. lograron aumentar el rendimiento en un 57.89 %
de B-caroteno en R. glutinis cepa mutante RG6p, mediante el uso de cinco ciclos repetidos de alta
presion hidrostatica (39). Se mejoré significativamente el rendimiento de carotenoides en R. muci-
laginosa cepa RM-1, mediante la mutagénesis, utilizando la implantacion del ion N*con 10 keVy 2,0
x 10 ion*%/cm? (40). Se logré aumentar en 3 veces la biosintesis de carotenoides por la combinacion
de diferentes estrategias de mutagénesis, a través de UV, EMS y NTG (41). Se evalu6 en R. glutinis
el efecto de diversos métodos de mutagénesis, y se evidencié que la irradiacion de UV mejoro la
produccion de pigmentos en comparacion con la mutagénesis con azida de sodio (42).

La ingenieria metabdlica se ha utilizado para cultivar y separar carotenoides, normalmente acu-
mulados dentro de las células de cultivos de R. toruloides. Lee et al. declararon que el transportador
de membrana de resistencia a farmacos pleiotrépicos PDR10 de Saccharomyces cerevisiae, permi-
tio la exportacion de carotenoides al medio de cultivo y la separacién de lipidos intracelulares (43).
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La aplicacion de nuevas herramientas bioldgicas para modificar las rutas de los carotenoides de R.
toruloides pudieran aumentar la produccion de este metabolito.

Empleo de sustratos de bajo costo para la produccién de carotenoides

El costo de los componentes de los medios es un tema crucial en cualquier proceso biotecno-
l6gico. El precio de las fuentes de carbono y nitrégeno pueden representar hasta el 70-85 % del
costo total del bioproceso. Por lo tanto, el empleo de fuentes de carbonos baratas pudieran hacer,
en principio, un proceso econémicamente factible (44).

La levadura R. toruloides puede crecer, naturalmente, en una amplia gama de fuentes de carbono
y presenta una buena tolerancia a compuestos inhibidores encontrados en sustratos no refinados,
tales como los materiales lignoceluldsicos y los residuales de destileria del alcohol (45). Para la pro-
duccidn de carotenoides por fermentacion de Rhodotorula, la forma mas econdmica de la reduccion
de costos es utilizar materias primas agroindustriales y subproductos, en lugar de usar componen-
tes definidos como se encuentran en medios comerciales (46). La tabla 3 resume los ejemplos de
produccion de carotenoides con materias primas de bajo costo. Como se muestra, la produccion de
carotenoides depende de los componentes de medios, tales como las fuentes de carbono y nitroge-
noy la proporcién de minerales y otros componentes. Un aumento en el rendimiento puede lograrse,
simplemente, mediante la optimizacion de los medios de cultivo.

Tabla 3. Produccion de carotenoides por diferentes cepas de Rhodotorula,
cultivada en sustratos de bajo costo

Control Tratamiento
Microorganismo Sustratos Carotenoides Ref.

mg/g | mg/L|mg/g| mg/L
R. glutinis CCY20-2-26 Suero B-caroteno 0.48 [17.93| 1.03 | 45.68 | (48)
R. glutinis ATCC 4054 Salvado de arroz [-caroteno 1.23 - 3.2 - (49)
R. glutinis MT-5 Residuales de plumas| — Carotenos | 5 76 | 69 | 647 | 92 | (50)

de pollo totales
R. mucilaginosa CCY20-7-31 Papa [-caroteno 0.16 | 4.31 | 1.86 | 55.91 | (51)
R. mucilaginosa NRRL-2502 | Aceite de algodon c?(;?;?ensos - | 395| - | 576 | (52
R. aurantiaca Residuales de glicerol| [-caroteno 0.34 - 1.08 - (53)
. Carotenos

R. glutinis Melazas totales 4.5 - - - (54)

Existe un interés, tanto académico como industrial, en las investigaciones relacionadas con las
levaduras Rhodotorula, esta combinacion puede brindarnos un salto importante en las aplicaciones
biotecnoldgicas. El desarrollo de herramientas para su ingenieria, esta generando una gran expan-
sion del numero de laboratorios, en todo el mundo, que usan Rhodotorula.

CONCLUSIONES

Rhodotorula es bien conocido por sus potencialidades, en la produccion de carotenoides, estos
compuestos no solo sirven como excelentes colorantes, sino también se presentan como un grupo
de productos naturales utilizados en multiples aplicaciones. Estos han sido empleados en alimentos,
medicinas, productos de salud, cosméticos y aditivos para piensos. El crecimiento poblacional y la
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preocupacion por la seguridad alimentaria instan al suministro de carotenoides de origen natural, y
la produccion de carotenos por fermentacién microbiana sobre otras opciones, a pesar de que no
es aun la via mas rentable.

Elaborar estrategias para la produccion de carotenoides, a partir de Rhodotorula, es una realidad,
debido a la disponibilidad y potencialidad de las herramientas de ingenieria genética y metabdlica.
Ademas de la experiencia y el desarrollo industrial, a base de los sistemas con levaduras.
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