PRODUCCION DE PIGMENTOS A PARTIR DE LA LEVADURA
Rhodotorula mucilaginosa USANDO DESECHOS AGROINDUSTRIALES

Presentado por:
Marilyn Vanessa Herrera Jiménez
Angie Camila Jiménez Sarmiento

Asesoras:
Ana Graciela Lancheros Diaz - UCMC
Liceth Alejandra Cabrejo Cardenas - Tecnoparque

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Bogota - Colombia
2020




INTRODUCCION

Problematica ambiental debido al Iincremento de los desechos
agroindustriales y el uso de pigmentos quimicos.

Procesos Dbiotecnoldgicos para la obtencion de pigmentos
naturales de interés industrial a partir de fermentacion microbiana.

http://nuevasfuentespara
tualimentacion.blogspot.com/

Falta de aprovechamiento, recuperacion y disposicion final de los
residuos es impedimento para la economia de cada sector.

Imagenes: Fuente propia
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MARCO TEORICO

DESECHOS AGROINDUSTRIALES

La mazorca del cacao representa un 90% del fruto no aprovechado, el
bagazo de la cana representa un 25% de residualidad y el lactosuero
representa el 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera.

PROCESOS BIOTECNOLOGICOS

La posibilidad de producir pigmentos naturales a partir de procesos
biotecnoldgicos empleando microorganismos es industrialmente factible.

Rhodotorula mucilaginosa

Levadura pigmentada, perteneciente a la division Basidiomycota,
reproduccion por gemacion y capacidad de crecimiento de 25 a 30°C.

Imagenes: Fuente propia



PIGMENTOS NATURALES

Un colorante extraido de una sustancia vegetal, animal o mineral.

CAROTENOS
(Carbono e hudrogeno)

CAROTENOIDES

e E-H.‘:ﬂ.l:l. Lanahoria, melon,
C | frambuesa,

Tomate, papaya,

Licopeno
Pe guayaba

Naranja

Rojo

Zanahoria,
b-caroteno | Calabaza, papaya,

| espinaca, verdolaga

Naranja

Y ema de huevo,

Torleno
| plantas, algas

Amarillo -

Rojo

AANTOFILAS
(Carbono, hidrogeno ¥
OXigeno)

Verduras, frutas,
ortigas, petalos y
hortalizas

Luteina

Amarillo

Algas, bactenas,
maiz y yema de
huevo

Zeaxanting

Capsantina Pimenton

Astaxantina

Trucha, salmon

Amarillo

Rojo

Amarillo

Tabla 1. Clasificacion de carotenoides, procedencia y color caracteristico. Fuente: Propia.
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From NEUROtiker - Own work, Public domain,
https:/ /commons.wikimedia.org/w/index. php?curid=2330317

Imagen: Fuente propia



BIOSINTESIS CAROTENOIDES

Acetoacetyl-CoA + Acetyl-CoA

l hydroxymethyvigiutarvi-CoAd synithase

3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA)
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Esquema: https://www.alanrevista.org/ediciones/2007/2/art-2/6




OBJETIVO GENERAL

Obtener pigmentos naturales de tipo [3- caroteno de interés industrial
a partir de la levadura Rhodotorula mucilaginosa mediante proceso
biotecnologico usando desechos agroindustriales.




OBJETIVOS

ESPECIFICOS

Formular tres medios de cultivo a partir de desechos agroindustriales
(lactosuero, bagazo de cafa de azGcar y mazorca de cacao) como fuente de
carbono para la fermentacidon de la levadura.

Determinar Ila metodologia que permita |la obtencidon y cuantificacion del
metabolito secundario responsable de la produccidon del pigmento natural.

ldentificar el medio de cultivo formulado en el que la levadura crece vy
produce mayor concentracion de B- caroteno.

Redlizar pruebas cualitativas que evaltan la aplicabilidad del pigmento en
dlgun/sector industrial.



METODOLOGIA

Recuento en placa Densidad Optica Indculo

Imagenes: Fuente propia



Lisis celular Extraccion Purificacion

Aplicacion Analisis estadistico Cuantificacion
Imagenes: Fuente propia



RESULTADOS Y. DISCUSION

CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS

Colonias puntiformes de color naranja, Se observan blastoconidias ovales y
suaves, lisas y hUmedas. elongadas.

Imagenes: Fuente propia



Finalizados los experimentos preliminares se obtuvo estandarizacion de |os parametros
tenidos en cuenta para el optimo crecimiento de la levadura y el desarrollo de la
fermentacion dando lugar a la produccion de carotenoides.

Parametro Observacion

Temperatura 282C
pH 6,5-7
Sustrato Fase liquida
Peptona Fuente de nitrégeno
Cloranfenicol Antibiotico
[néculo 1*10 4
Luz Proteccion permanente

Tabla 2. Condiciones y parametros de crecimiento y fermentacion para Rhodotorula Figura 12.Control de exposicion a la luz.

mucilaginosa.

Protocolos elaborados por Noel. J, et al. y Costa J, et al.,, con algunas modificaciones



Recuento en placa (UFC)
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Figura 9. Gratico de barras de Recuento de UFC de Rhodotorula mucilaginosa. en

diferentes medios de cultivo utilizando desechos agroindustriales.

En estudios de Valduga E, et al. utilizaron cafa de azdcar y lactosuero.



CURSO TEMPORAL DE PRODUCCION

Curva de crecimiento Rhodotorula muctlaginosa

w Nl Culleive Chic s
Wledin Cultive Lactisuer
Mealio Coltive Cudia de e dco
N GO HTRTR

A bsorbancia de la muestra

Buzzini Pietro y Martini
Alessandro en el ano
2000.

Tiempo (horas)

Figura 10. Curva de crecimiento de Rhodotorula mucilaginosa en diferentes medios de

cultivo utilizando desechos agroindustriales.

, Fase adapatativa Fase exponencial Fase estacionaria  Fase muerte
Sustrato
(horas) (horas) (horas) (horas)
Mazorca de cacao 0-8 8-30 30-48 48-
Lactosuero 0-10 10-28 28-46 46-

Bagazo caia de azicar 0-9 9-28 28-40 40-

Tabla 3. Fases de crecimiento de Rhodotorula mucilaginosa en diferentes medios de cultivo

utilizando desechos agroindustriales.




. ., Pesoseco . . . .y . -
I I Temperatura fmal Colonmetria Concentracion de  Total carotenmdes
Sustrato pH final LI Blomasa , :
°C) (Abs) carotenoides totales (mg/500ml)
(mg/500ml) (g/ml)

Mazorca de cacao 6,73 1,765 205

Lactosuero LY 1,283

Bagazo caila de amicar ] 0.631

Tabla 4. Resultados obtenidos de la produccion total de biomasa y pigmentos en los

diferentes medios de cultivo utilizando desechos agroindustriales.

Concentracion de p-carotenos totales

Estudio realizado / Estudio realizado por
por Ruhman, et al. B Valduga, et al.
obtuvieron oA obtuvieron 4.165
3.81mg/L de - mg/L de
carotenoides. Bl o carotenoides.

F—

Figura 11. Concentracion total de beta carotenos respecto a curva patron.




ANALISIS ESTADISTICO

Analisis de varianza de un [actor

RESUMEN

Grrupos (hservaciones Numa Promedio Farianza
Sustrato M. Cacao 5 26,92 5,384 0. 19363
sustrato Lactosuero . 16.66 3,331 0.10102

Sustrato B, Cana aznear . 12.77 554 0 14388

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor crifice

variaciones cnadrados libertad cugdrados : e para F HO: la produccion de -

Dentro de los grupos 1,75412 12 0146176667

tres sustratos es igual
Total 23,12893333 14

Tabla 5. Analisis estadistico ANOVA

Bagazo cana j
Mazorca de cacao Lactosuero 8 ) Prueba de hiimmﬂi
azdcar

(mg/500ml) (mg/500ml) HO: Todas las medias son iguales
(mg/500ml) :
HI: al menos una diferente

WO

2
2,24

---\_f|

Condiciones de rechazo
F= Veritico Rechazo HO
F< Veritico No rechazo HO

fard P ad Rl T

" - xr " L]
W 0R S
a.

s
=]

Tabla 6. Referencias del analisis estadistico ANOVA




APLICACION

Caracteristica Observacion

Tono Naran)a
Poder colorante Alto
Recubrimiento Completo

Bajo costo Si
No contaminante Si
Facil aplicacion Si
Color perdurable Si

Opacidad Baja

Tabla 7. Caracteristicas del pigmento obtenido

Propiedades generales de |los pigmentos citadas en el articulo de |a
Universidad Politécnica de Madrid en el afio 2013.




CONCLUSIONES

La formulacion de medios de cultivo se hizo a partir de Ia
metodologia empleada por Noel J, et al. y la formulacion de Costa
J, et al. con algunas modificaciones estandarizadas para
Rhodotorula mucilaginosa, condiciones de crecimiento temperatura, pH,
exposicion a luz, adicion de sustrato, peptona e indbculo de levaduras.
En estos tres medios de cultivo se obtuvo una produccion de
metabolito secundario, es por esta razdn que se confirma que los
subproductos industriales utilizados como fuente de carbohidratos
en los medios de cultivo son propicios por su alto contenido
nutricional.

Imagen: Fuente propia




CONCLUSIONES

El pigmento obtenido fue el - caroteno identificado por el color naranja
y las caracteristicas de produccion registradas en la literatura por parte
de la levadura Rhodotorula mucilaginosa, la metodologia que se
estandarizd fue la aplicada por Noel J, et al. con algunas modificaciones
y Landolfo, et al. para la extraccion y cuantificacion del pigmento
iIntracelular considerando la complejidad de lisis celular de las levaduras
al presentar una pared celular compuesta de polimeros de
betaglucanos, alfomananos, manoproteinas y quitina, esta metodologia
permitid la obtencion total del pigmento intracelular al lisar por completo

las células mediante procesos fisicos y quimicos.

Imagen: Fuente propia




CONCLUSIONES

El medio de cultivo formulado con mayor crecimiento de Ia
levadura  Rhodotorula  mucilaginosa y  produccion de
carotenoides fue el que contenia el sustrato mazorca de cacao,
con una produccion total 5.384mg/500ml de B-carotenos vy
obtencion total de biomasa 6.73mg/500ml; el andlisis
estadistico demostré la diferencia significativa de los tres
medios de cultivo formulodos en cuanto a Ila variable
produccion de pigmento.

Imagen: Fuente propia




CONCLUSIONES

Se realizaron pruebas cualitativas que determinaron que el
pigmento obtenido cumplia con las condiciones para ser
aplicado como pigmento de pintura pldstica por su poder
colorante, recubrimiento completo, bajo costo, facil aplicacion,
color perdurable y ademdas no es contaminante. Ademds se
obtiene de una produccion natural y tiene buen rendimiento.

Imagen: Fuente propia




RECOMENDACIONES

USO DE LEVADURAS

Compite con las sustancias sintetizadas
guimicamente y disminuye la
contaminacion ambiental.

PRODUCCION DE CACAO

Gran tendencia en el mercado en
produccion de cacao, exceso de
mazorca que debe ser eliminada
causando contaminacion.

MUNDO ACTUAL

Uso de fuentes de carbohidratos se
debe extender, mds investigaciones vy
aplicaciones que favorezcan Yy
minimicen el impacto ambiental.

MAS ESTUDIOS

Futuras  investigaciones con  oftros
Microorganismos y/o desechos
agroindustriales para determinar su
capacidad de produccion.
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