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RESUMEN

A nivel mundial, se ha incrementado el interés hacia ]a btsqueda de fuentes naturales de betacaroteno
debido a su amplio uso como agente colorante y antioxidante en las industrias farmacéutica, alimentaria y
cosmética. Con la finalidad de aislar arqueas haldfilas productoras de betacaroteno se tomaron muestras de sales
de las salinas solares de Huacho y se sembraron en agar sea water (SWA) suplementado con NaCl al 20% y
extracto de levadura al 0.5%. De los 25 microorganismos aislad os se seleccionaron 12 por presentar tonos rojizos
de pigmentacidn celular. Los aislad os seleccionad os fueron analizados para determinar su crecimiento celular y
su capacidad de producir betacaroteno, siendo el aislado denominado W2 el que produjo el mayor indice de
pigmentacidn celular; adicionalmente, se determiné la concentracion éptima de NaCl y extracto de levadura para
incrementar la produccidon de betacaroteno. El aislado W2 fue identificad o por amplificacién y secuenciacién de
la regién variable de los genes ribosémicos 165 como Haloferax gibbonsii perteneciente al dominio Archaea, éste
llegd a producir 0.6042 mg de betacaroteno/ml de cultivo a 25% de NaCl y 0.5% de extracto de levadura.

Palabras claves: arqueas, haléfilas, salinas solares, Haloferax gibbonsii, betacaroteno, genes ribosérnicos 16S.

ABSTRACT

Throughout the world, interest toward the search of natural sources of betacarotene has been increased due
to its wide use as a colorant and antioxidant agent in pharmaceutical, cosmetic and food industries. In order to
1solate Archaea halophilics betacarotene producers, salt samples from solar salterns located in Huacho were taken
and cultured in sea water agar (SWA} supplemented with 20% NaCl and 0.5% yeast extract. From the 25
microorgarusms isolated, 12 which presented different reddish cellular pigmentation were chosen. Selected isolates
were analyzed to determine their cellular growth and ability to produce betacarotene, being the isolate W2 which
obtained the highest cellular pigmentation index. Besides, optimal concentration of NaCl and yeast extract to
increase the production of betacarotene was determined. Isolate W2 was identified as Haloferax gibbonsii of the
Archaea domain by amplification and parcial sequencing of the 16S ribosomal genes. This strain produced 0.6042
mg of betacarotene/ ml of culture with 25% NaCl and 0.5% yeast extract.

Key words: halophilic archaea, solar salterns, Haloferax gibbonsii, betacarotene, 165 ribosomal genes.

INTRODUCCION dad, 15 géneros: Halobacterium, Halococcus,

Haloarcula, Haloferax, Halorubrum, Halobaculum,

Los ambientes hipersalinos, como las salinas Natrialba, Natronorubrum, Natronobacterium,
solares, albergan organismos vivientes pertenecien- Natronococcus, Halogeometricum, Haloterrigena, «

tes a los tres dominios: Eucarya, Bacteriay Archaea. - Natrinema, Natronomonas y Halorhabdus. Estos

En muchos de estos ambientes predominan las ar- MiCroorganismos requieren para sobrevivir como

queas halé6filas pertenecientes a la familia minimo 1.5 M de NaCl y en la mayoria de los casos

Halobacteriaceae que comprende, hasta la actuali- de 3 a4 M deNaCl para crecer 6ptimamente (1 y 2).
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Las arqueas haldfilas son productoras de
betacaroteno y otros compuestos de gran potencial
biotecnoldgico como exopolisacaridos, enzimas,
polihidroxialcanoatos, bacteriorodopsina utilizada
en holografia y memoria Optica, entre otros (1-6 ).

El betacaroteno es un colorante natural perte-
neciente a la familia de los carotenoides, esta cons-
tituido por un esqueleto hidrocarbonado de cuarenta
atomos de carbono que incluye una cadena princi-
pal de once enlaces dobles conjugados, responsa-
ble de su coloracién amarilla caracteristica (7-9). El
betacaroteno es convertido en vitamina A y dcido
retinoico, en sumayor parte en los intestinos y en el
higado. Cada molécula de acido retinoico origina
dos de retinol por lo que se le conoce como pro vita-
mina A. El betacaroteno protege a las
macromoléculas celulares contra el dafio oxidativo
extinguiendo y depurando especies de oxigeno al-
tamente reactivas, estimula la respuesta inmunitaria,
incrementa la comunicacién y diferenciacion celu-
lar, previene desdrdenes de fotosensibilidad (10-13),
y es utilizado ampliamente en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética como colo-
rante y antioxidante (7, 8,9 y 13).

Las fuentes tradicionales de betacaroteno son
de origen vegetal por lo que presentan problemas
de disponibilidad, suministro, uniformidad y va-
riabilidad estacional (9). En cambio los microorga-
nismos producen betacaroteno en forma controla-
da; las arqueas haldfilas presentan caracteristicas
ventajosas en la produccidon de estos interesantes
compuestos, comao crecer rapido, ser inocuos, tener
la capacidad de utilizar fuentes simples de carbono
y requerir condiciones no estériles durante el culti-
vo (4-6). En la presente investigacion se presenta ia
obtencidn de carotenoides totales a partir de arqueas
haldfilas aisladas de las salinas solares de Huacho-
Lima y se identifica al aislado W2 mediante técni-

cas moleculares por ser el mayor productor de
betacaroteno.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de microorganismos. Se recolectaron
muestras de sales en las salinas solares de Huacho
de diferentes zonas donde habia ocurride la crista-
lizacién en febrero del 2002. Se pesaron aproxima-
damente 5 g de cada muestra y se sembraronen4>
ml de caldo agua de sales (5W) al 20% de NaCl
suplementado con 0.5% de extracto de levadura
(YE) (14). Los matraces fueron incubados a 90 rpm

y 37 °C durante 7 dias. Después de verificar el creci-
miento microbiano, se sembraron por extension 50
ul de estos cultivos en placas de agar SW al 20% de
NaCly 0.2 % de Agar y fueron incubadas a 37 °C
durante 7 dias.

Seleccion de microorganismos productores de
carotenoides. Con esa finalidad se seleccionaron
microorganismos teniendo en cuenta la pigmenta-
cién de las colonias en medio sélido. Para verificar
la pureza de los cultivos se realizaron 3 siembras
sucesivas de cada colonia en agar SW. Se prepara-
ron preindculos de cada aislado, sembrandose por
separado en 5 ml de caldo SW al 20% de NaCly
0.5% de YE durante 4 dias. Se afiadieron por sepa-
rado 5 ml de cada preinéculo a 45 ml de caldo SW al
20% de NaCl y 0.5% de YE, los cultivos fueron incu-
badosa 90 rpm y 37 °C durante 7 dias. Transcurri-
do este tiempo, se determind el crecimiento celular
por espectrofotometria segtin la metodologia des-
crita por Asker y Ohta (5).

Extraccion de carotenoides totales. Se utiliz6 la me-
todologia descrita por Oren (1) con las siguientes
modificaciones: se tomaron alicuotas de 10 mi culti-
vo de cada matraz, se centrifugaron a 6000 rpm du-
rante 20 minutos y se agregé 1 ml de solucion acetona:
metanol (1:1) dejdndose reposar durante 3 horas. Se
midié la densidad ¢ptica (DO) a 490 nm. Los resulta-
dos fueron expresados como DO por ml de cultivo.

Cuantificacion de betacaroteno. Para frazar una
curva de calibracién se prepararon soluciones
estdndares de betacaroteno (Sigma) en el rango de
concentraciones desde 0.00625 a 0.1 mg/ml, midién-
dose la DO a 497nm. Los extractos del aislado W2
en metanol: acetona fueron trasferidos a 3 ml de
cloroformo y se midié la DO a 497 nm de cada uno.
Los resultados fueron expresados como mg de
betacaroteno/ml de cultivo.

Determinacion del peso celular seco. Se utilizo la
metodologia descrita por Frengova y col. (15), se to-
maron muestras de 5 ml de cultivo de W2 y se colo-
caron en unaestufaa 100 °C hasta que conserva-
ronun peso constante. Los valores de peso seco fue-

ron expresados como mg de células secas/ ml de
cultivo.

Determinacion de la concentracién 6ptima de
NaCl y extracto de levadura (YE) para la produc-
cién de betacaroteno y biomasa celular. Se prepa-
raron los siguientes caldos SW con diferentes con-

b
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centraciones de NaCl y extracto de levadura (YE):
los caldos A y B contenfan YE al 0.2 % y NaCl al
25% v 20% respectivamente; los caldos Cy D conte-
nian YEal 0.5 %y NaClal25%y 20% respectiva-
mente. Se prepararon cultivos de 50 ml del aislado
W2 con indculos al 5% (v/v), los cultivos fueron
incubados a 90 rpm y 37 °C durante 10 dias. A los 4,
7 y 10 dias se colectaron alicuotas de 10 y 5ml de los
cultivos para la cuantificacion de betacaroteno y de
la biomasa celular respectivamente, segtin la meto-
dologia anteriormente descrita.

Extraccién de ADN genémico. Se realizé la extrac-
cion del ADN del aislado W2 segtin el método des-
crito por Benlloch y col. (16) con algunas modifica-
ciones. La biomasa celular fue cosechada por
centrifugacion, se resuspendid en 1 ml de SW, sele
afiadié 10 pl de SDS al 10% y proteinasa K a una
concentracion final de20mg/ply seincub6ad5 °C
durante 1 hora. Los dcidos nucleicos se purificaron
con voliimenes iguales de fenol-cloroformo-
ispamilalcohol y se concentraron con 3 volimenes

de etanol absoluto. Finalmente, se resuspendié en
Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.

Amplificacion de los genes ribosémicos 165. Se uli-
lizaron los métodos descritos por Zavaleta y col.
(17) con las siguientes modificaciones: aproxima-
damente 10ng de ADN gendémico fueron amplifica-
dos mediante PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) en un volumen final de 25 pl, La
mezcla de reaccidon contenia: KC150 mM, Tris/HCI
(pH9a 25 °C) 10mM, triton X-1000,1% (v/v), MgCl,
1,5 mM, desoxirribonucledtidos (AATE, dCTT, dGTT?
y dTTP) 200 pM de cada uno, 25 pmoles de cada
cebador y 1,5 U de Taq ADN polimerasa (Gibco
Life Technologies). Se utilizaron cebadores unver-
sales para los dominios Archaeay Bacteria descri-
tos por Benlloch y col (16), las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un termociclador (Perkin Elmer
2400) con las siguientes condiciones de amplifica-
cion: un ciclo a 94 °C durante 3 minutos; 35 ciclos
de: 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 1 minutoy 72
°C por 2 minutos. Al finalizar se efectiio una tiltima
polimerizaciona 72 °C durante 7 minutos. Se anali-
zaron 2 pul del producto de PCR mediante
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electroforesis en geles de agarosa al 1% con tampén
TAE 1X.

Purificacion de los productos de PCR y
secuenciacion de los genes ribosémicos 165. Los
productos de PCR fueron purificados con el kit
CONCERT™rapid PCR Purification System (Gibco
Life Technologies), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La secuenciacién se realizd con el kit ABI
PRISM BigDye™ Terminators v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems). La secuenciacién de la zona
variable de los genes ribosdmicos 165 fue realizada

utilizando los cebadores 21f y 958r; descritos por
Benlloch y col. (16).

Analisis de las secuencias e identificacién de
microorganismos. Las secuencias obtenidas a par-
tir del aislado W2 fueron comparadas con las se-
cuencias disponibles en la base de datos del
GenBank (www.ncbinlm.nih.gov), mediante la bs-
queda avanzada del BLAST. Asimismo, para deter-
minar la posicidon filogenética del aislado W2 se
construyo un dendrograma de similitud con el pro-
grama CLUSTAL W del Instituto de Bioinformatica
Europea.

RESULTADOS

Se aislaron 25 microorganismos de los cuales
se seleccionaron 12 que presentaron diferentes to-
nos rojizos de pigmentacién celular. Se evalud el
orado de pigmentacién de los aislados selecciona-
dos relacionando la produccién de carotenoides
totales y el crecimiento celular, En la Tabla N.° 1 se
presentan los resultados del crecimiento, produc-
cién de carotenoides totales y grado de pigmenta-
cién celular de los microorganismos seleccionados
obtenidos en el caldo SW al 20% de NaCl y 0.5% de
YE que fueron cultivadosa 90rpm y 37 °C durante
7 dias. Los aislados W2 y H14 mostraron €l mayor
y el menor crecimiento respectivamente. El aislado
W2 obtuvo la mayor produccién de carotenoides to-
tales y el mayor grado de pigmentacion celular, por
lo que fue considerado el mejor productor de
carotenoides y seleccionado para ensayos posteriores.
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Tabla N.° 1. Crecimiento y produccién de carotenoides de los microorganismos seleccionados
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La mayor concentracidn de biomasa fue de
5.624 mg células secas/ml de cultivo, ésta se obtuvo
en el caldo D que contenia NaCl al 20% y YE al
0.5% a los 10 dias de incubacién a 90 rpm y 37 °C,
en cambio las menores concentraciones de biomasa
fueron 1.224 y 1.824 mg células secas/ml de cultivo
y se obtuvieron a los 4 dias de incubacidén en los
caldos A y Brespectivamente, ambos caldos conte-
nian YE al 0.2% (Fig. 1). La mayor concentracién de
betacaroteno fue 0.6042 mg /ml de cultivo y fue ob-
tenida en el caldo C que contenia NaCl al 25% vy
YE al 0.5% a los 7 dias de incubacién a 90 rpm y 37
°C (Fig.2).
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Figura 1. Produccion de biomasa celular del aisla-
do W2 en diferentes medios de cultivo.
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Figura 2. Produccion de betacaroteno del aislado
W2 en diferentes caldos de cultivo y tiempos de
incubacién

En la amplificacién de los genes ribosémicos
165 se utilizaron cebadores para los dominios
Archaea y Bacteria, pero solamente se obtuvieron
productos de amplificacidn de aproximadamente
1500 pb para el dominio Archaea. Seguin el analisis
de la secuencia obtenida de las regiones variables
de los genes ribosémicos 165, el aislado W2 mostrd
un 99% de similitud con la especie Haloferax
gibbonsii, una arquea haléfila adaptada a vivir en
ambientes extremos con alto contenido de sales, que
ha sido aislada en diferentes ambientes hipersalinos
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y que comparte el mismo habitat con otras especies
de arqueas hal6filas (Fig. 3). Todas las secuencias
de las especies de arqueas fueron tomadas de la
base de datos del NCBI, Methanobrevibacter smithii
es una arquea metandgena que fue considerada
una especie fuera de la familia Halobacteriaceae
para valorar la consistencia del dendrograma de
similitud.

0.01

Figura 3. Dendrograma de similitud que muestrala
posicién filogenética del aislado W2 en base a las
secuencias de los genes ribosémicos 165

DISCUSION

Con la finalidad de aislar arqueas haléfilas
productoras de betacaroteno se tomaron muestras
de sales de las salinas solares de Huacho {(Norte de
Lima), un ambiente hipersalino artificial en donde
se produce con fines comerciales NaCl por evapo-
raciébn del agua de mar. Se aislaron 25
microor ganismos, de los cuales 12 fueron seleccio-
nados por presentar diferentes tonos rojizos de pig-
mentacién celular, el aislado W2 fue identificado
como Haloferax gibbonsii, este microorganismo fue
capaz de producir 0.6042 mg de betacaroteno/ml
de cultivo en caldo SW con alto contenido de sales,
esta produccién supera en forma notable a las des-
critas para Rhodotorula glutinis 0.0915mg/ g (15) y
Haloferax alexandrinus0.06 mg/g (5v 6). Estas di-
ferencias podrian deberse a la variabilidad genética
intraespecifica de las especies productoras de
betacaroteno, la diferente composicién de sales uti-
lizada en el medio de cultivo, y/o a los métodos de
extraccién y cuantificacién utilizados. No obstante,
cabe la posibilidad de que W2 sea una cepa de la
especie Haloferax gibbonsii productora de las ma-
yores cantidades de betacaroteno con respecto a las
descritas hasta la fecha (1, 3, 5y 6).
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La concentraciéon de biomasa de arqueas
haléfilas suele ser directamente proporcional a la
concentracién de metabolitos producidos como
exopolisacaridos {4), sin embargo, en el presente tra-
bajo no se encontré dicha relacién, obteniéndose la
mayor produccion de biomasa celular 5.624 mg cé-
lulas secas/ml en el medio de cultivo D que conte-
nia NaCl al 20% y YE al 0.5% a los 10 dfas de

Halobacterium salinarum

Haloarcula spp.

— Haloferax gibbonsii
W2

Hualoferax volcanii

Haloferax mediterranei

b Halorubrum distributum

— Methanobrevibacter smithii

incubacién y la mayor produccién de betacaroteno
en el medio de cultivo C que contenfa NaClal25%y
YE al 0.5% a los 7 dias de incubacién, dichas obser-
vaciones estarian relacionadas a las concentracio-
nes exiremadamente altas de NaCl (25%) que po-
drian ejercer un efecto inhibitorio del crecimiento
celular y/o estimulante de la produccién de
betacaroteno. Askery Ohta (5 y 6) reportaron que la
maxima concentracién de biomasa se obtuvo en
medios que contenfan concentraciones en el rango
del 15 al 20% de NaCly YE al 0.5%. Ademads obser-
vamos que los mayores valores de biomasa se obtu-
vieron en los medios de cultivo que contenfan YE al
0.5% independientemente del tiempo de incubacién,
esta observacién concuerda con las afirmaciones
hechas por Asker y Ohta (5), quienes sostienen que
el extracto de levadura estimula el crecimiento ce-
lular de arqueas.

La mayor produccién de betacaroteno fue de
0.6042 mg/ml de cultivo en el medio C que contenia
NaClal 25% y YE al 0.5% a los 7 dias de incubacién
y 90 rpm de agitacion, Asker y Ohta (5 y 6) reporta-
ron en Haloferax alexandrinus la mayor produc-
cidn de carotenoides totales y cantaxantina en con-
diciones de cultivo similares.

El aislado W2 constituye un recurso naturat
que presenta mayores ventajas en la obtencién de
betacaroteno que los vegetales, debido a las caracte-
risticas especiales de las arqueas haléfilas que faci-
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litan muchos procesos biotecnoldgicos tales como:
la capacidad de utilizar para su crecimiento fuen-
tes de carbono simples como aziicares, succinatos
y acetatos, no requerir condiciones estériles en
procesos fermentativos debido a que la alta con-
centracidn de cloruro de sodio usada en el medio
de cultivo previene la contaminacién por otros
microorganismos (3 y 5) y la facilidad de la recupe-
racion de productos intracelulares por lisis celular
en agua destilada (3-6).
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