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1 ResmMIN,

nncrn*cu deltquescens [ATCC-13292) ea capar da crecer y
produclr curoteacides oo ws medfo quisicanente definido a partic
del segundo dfs de facabaciés a 26°C, 2321 laxy 200 rpa. 1l
perfll de carotenoides que se obtiens incluye: al K-carotemo como
el priscipal compeneste {663}, seguide por las mantofiles: *A*
(2.8}, latefor (3.2%), caotamantim {2.M), criptoxantima
{8.3%); 7 epdridos de carotesoldes {1.1%),

o el presente trabijo e estudlo e efecto que tlenen diversas
fuentes de carbono sobre 1a producciln da carotencider en B,
deliguescens, DCe eatre las [fuestes probadis los ardeards
prosorferon los aajores vendimlentos de plomentos, destacando e
orden decrecieste 1a B-glucosa, celeblosa y D-xllosa, cuando se
utilizan & ccrcentraciones de 1 X. Una mayor concentracién e la
fueate de carbemo (5 t) resulta en uma estimelacién de I
produccién de 1os carotenoides; distinguléndose en esta accidn i
p-xiloma, Ia zelobiosa § 1 alzidén; siu embargo, Ia D-glucosa ¥
el dcldo cfrzizo, gor  su parts, tiene un efecto negativo sobre
14 carotenogdresis,

Bl efecto pequzave de 1a D-glucosa se explica como udid reprasiéo
transitoria 4z este azdcar per e con base en las siguieates
evidencias etperinestales: & D-QTucosa suprine la sfntesis
siefnas carotenogénicas al lgual que el andlego DOG

IR0 lclnhu'lldl, b} La sintesis dv carotenoides se reasuse
dupuh de 53 periodo de represldn fuerte, con wuma pendiente
parecida 3 1q zondicida mo suprasiva del azdear.

por otra parse, el efecto estimulatorlo de los atdcares que
incluyen e 33 aplfcula a 1a D-glucosa te expllca por 1a lesta
1tberacién ¢ dste dltimo, lo cual fapife que se acomcle y
eferza su efecto. Y 2fecto estinmalatorio de 9-Yilosa puede ser
debido ¢ qua e3te ardesr es una foeate generadora de poder
reductor {xperzamte oo I produccidn de carotensddes.

finalaents, oi aadlisis cromatogrifico {RPLC ¥ TLC) msestra que
en gemeral, el bongo produce los wsismos carotenoides ¥ la
cantidad de estox  depende de 1o fuente de cathono yde la
concentracida wtiliruda,

32 supome que el efecto de la glacoss se realira sobre los
prizeros pasos de 1a via da blosfztesis de carotenoides, y& que
20 ¢ altera cualitativaneate ol pertil de los miemos,



2 INTRODUCCION

Los consumidores juzgan la calidad de un alimento por su color,
asocidndolo con otras propiedades sensoriales, como el sabor
(Newsome, 1986; Newsome, 1969) y olor.

Actualmente existe uns marcada tendencia a nivel mundial por el
uso de colorantes unaturales en lugar de los sintéticos, como
consecuencia de las restricclones cada vez mayores, por parte de
organismos como la Food and Drug Administration (FDA), para el
uso de pigmentog sintéticos debido a sus efectos nocivos schre
la salud. En este contexto la demanda de pigmentos del grupo de
los carotenoides de origen natural también se ha visto
inerementada en los ltimos niios debido, ademis de su origen, a
su capacidad pigumentante.

Por otra perte, el interés sobre los carotencides es cada vez
mayor a consecuencia de las actuales evidencias de su efecto
anticarcinogdénico (Mihir, 1987; Stich, et a1.,1987; Bianchi,et
al., 1987; Santamaria and Bianchi, 1987; Barua and Olson, 19875
Krinsky, 1987: Kornhauser, 1987)), de su accién en la activacién
del sistema inmune (Krinsky, 1987% Bendich, 1987), asi cowo del
efecto sobre 1a longevidad en mamiferos (Cluter, 1984) y de la
actividad de provitamina A (Erdap, et al., 1988) que presentan
algunos de estos compuestos. Finalmente los carotenoides son més
atractivos por su aceptacién generalizeda y sin restricciones
{por purte de la FDA) para su uso en alimentos. forraies,
medicamentos y cosméticos (Stern, 1988; Gordon,1977),

Baste un ejemplo: sélo para el B8-caroteno el mercado mundial en
1987 se estimé en 19 millones de délares. Dc tal produccidn

total de B-cacroteno, el 70X se destind a la Industria
aljmentaria, el 5.3% a la de cosméticos, el 21% a la medicina, ¥y
el 3.7% sge distribuyé para diversos fines. El incremento anual

de la demanda para este pigmento es del 6% y se predice que de
ger aceptadas las propiedades anticarcinogénicas, fotoprotectivas
y activadoras del sistema inmune por parte de la FDA, 1a tasa de
crecimiente del mercado mundiel para el B-caroteno se
incrementard en un 50% anual (Taylor, R.F.,1987).

Asi las cosas, el aumento en la demanda de carotenoides de origen
natural y su potencial econdémico, ha resultado en estimulo y
presién para 1la realizacién de desarrollos biotecnolégicos
basados en fuentes microbianas que permitan wuna mayor
produccién de egtos compuestos a nivel industrial
(Cerdd-Olmedo, 1989, Nonomura, 1987)., Una consecueacia son los
procescs de produccidén a gran escala de B-caroteno y de luteina
a partir de hongos y algas, desarrollados en loa 60s y que se
abandonaron por no ser competitivos con los fabricados
sintéticamente (Nelis and De Leenheer, 1989)..

A pesar de que la .alternativa més atractiva de produccidn de

carotenoides son los aicroorganismos, poco se conoce gobre el
manejo de éstos para una explotacién comercial, El 8-caroteno es
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el ddnico carotenoide producide a nivel industrial de fuentes
microbianas, estos es, a partir del hongo Blakeslea trispora,
(Cerdd-0lmedo,1989; Hanson,1977) y del alga Dunaliella salina
{Hanson, 1977; Nomomura, 1987), sin embargo 1a escala ea autn
limicada y el costo alto (Nelis and De Leenheer, 1991). Las
fermentacionss industriales de zeaxantina con FPlavobucterium sp.
y de astaxantina con Phaffia rhodozyma se encuentran en etapas
finales da desarrollo (Nelis and De Leenheer, 1991).

Por otra parte no existe un proceso de fermentacidén a escala
industrial, ni en deserrollo, para la produceidn de luteina,
debido a que la fuente alternativa, las flores de cempasichil, es
actualmente exploteda. La produccién mnicrobiana a nivel
industrial de cantaxantina se encuentra por shora en desventaja,
ya que actualmente el precio del pigmeato de origen microbiano
¢s mayor al de origen sintético. No obstante la tendencia, hacia
la utilizacién de cetocarotenoides de color rojo, estimulard el
desarrollo de biotecnologias para la produccién de cantaxantina
de origen natural {Nelis, and De Leenheer, 1991; Nelis, and De
Leenheer, 1989; Nonomura, 1987).

En este sentido, los hongos pueden considerarse como una fuente
potencial importante de colorantes para la industria por su
cultivo relativamente facil y sus posibilidades fisiolégicas,
genécicas, y de manipulacidn industrial (Cerdd-0lmedo,1969).

Por lo tanto, para nejorar los rendimientos de la produccidén de
carotenoidas en fuentes microbianas y que estos proceses scan
factibles a escala industrial, un primer paso es la optimizacidn
tanto de las condiciones smbientales de crecimiento como las del
medis de cultivo, en este dltimo caso por la identificacidén de
factores regulatorios de la preduccidn; el segundo paso incluye
la aplicacién de técnicas de wejoramiento genético y manipulacién
de genes (Nelis and De leenher, 1991).

e



3 GENERALIDADES DE CAROTENOIDES.

3.1 ﬁEPlNICION. CLASIPICACLION, ESTRUCTURA Y FUNCION.

DEFINICION Y RESTRUCTURA.

Los carotenoides representan uno de los grupos més importantes de
pigmentos naturales (Britton and Goodwin, 1971) con colores que
van del amarillo al naranja-rojizo (Nelis and De Leenheer, 1991).
Una definicidén completa de los carotepoides requiere detallar la
estructura molecular de estos compuestos.

Estructuralsente, y de manera general, los carotenoides tienen
un esqueleto tetraterpenoide de 40 carbonos. El polieno consiste
de 8 unidades isoprenoides arregladas de tal forma que 1los dos
metilos centrales (20 y 20') estdn en la posicidén 1, 6 mientras
que todos los restantes estdn condensados en posicidén 1,5 uno con
respecto al otro (Cerdi~Olmedo, 1989)(Fig. la). Existen también
algunos pigmentos de 30 carbonos llamados apocarotencides, gue
son triterpenos constituidos por un polieno de 6 unidades
isoprenile. Otros carotenoides de 50 carbonos son denominados
howocarotennides (originados de estructuras de &0 carbonos
substituidas). E1 esqueleto polieno puede ser modificado por
desaturacida, ciclizacidn, e introduccidn de funciones oxigeno
{Britton and Goodwin, 1971).

Existen algunos carotenoides aciclicos, como el licopeno, pero
més cominmente ocurren los compuestos monociclicos, como el
1-carotenc ¥ biciclicos, - como el B-carotens. La ciclizacidn en
los carotenoides estd restringida a la formacién de un anillo
de seis carbonos (ocasionalmente: cinco) en uno o ambos extremos
de la molécula. La ciclizacidn extensiva tal y como se ha visto
en triterpenmoides no se ha encontrado en 1los tetraterpenos
(Britton,1985), En el anillo formado por los carbonos 1 al 6
pueden existir dobles enlaces en posicidn C-4,5 (c), como ocurre
en el e-carotenn; en posicién C-5,6 (B), como se muestra en el
B-caroteno; o una combinacién de varios dobles enlaces en
posicidén ©-1,2, C-3,4 y C-S5.6 como ocurre en el ¢/ xX-leproteno
(Britton and Goodwin, 1971),

En general existen dos tipos de carotenoides, por un lado estén
los carotenos que son tetraterpenos hidrocarbonados y sus
derivados y un gegundo grupo’ que s¢ refiere a aquellos
denominados  xaatofilas que {ncluye derivados substituidos
conteniendo grupos hidroxi-, ceto-, metoxi-, epoxi- o carbonilos
(Nelis and De Leenheer, 1991). Dichas funciones oxigeno,
especialmente los grupos hidroxi-, oxo- y epoxi- estdn presentes
normslmente en los carbonos 1 al 6 (Britton end Goodwin, 1971).

Tradicionalmente, la distribucién natural de los carotenoides ha
permitido darles nombres ' triviales, dependiendo de la fuente
bioldgica de la cual fueron aislados .por primera vez. Sin
embargoe, en afps recientes ha sido desarrollada.por la IUPAC una
nomenclatura senisietemdtica para los carotendsides. (Cerdd-0lmedo,
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1989), en la que el nombre incluye informacidn de su estructura;
de acuerdo a este esquems, la molécula de los carotenoides esta
compuésta por dos mitades, ¥ 1« naturaleza del grupo terminal de
cada mitad es indicado mediante letras griegas (t,¢,c,8,% ,7y
X){fig.1b). Cada carotencide se considera formalmente derivado de
un caroteno precursor el cual es especificado por dos letras
griegas que describen los grupos terminales (fig 1), e indicando
cotl el uso de prefijos y sufijos los cambios en el esqueleto

de corbdno {nor-, BECo~, apo-, homo-), los niveles de
hidrogenacién (hidro-, dehidro-, retro~) y la presencia de grupos
sustituyentes (metoxy-, epoxi- ol-, -dcido oico, hidroxi~) o

paxa denotar la configuracién (cis-, trans-, Ry S) (Bramley,
1985). Asi por ejemplo el B-caroteno que tiene dos grupos
terminales 8 debe ser llamado B8,8-caroteno, el fitoeno es
llamado 7.8.11,12,7',8',11',12'-octahidro~ ¥, ¥ -caroteno, la
luteina es B,&-caroteno-3,3'~diol (Britton, 1985),

9 0 o
790 NN B W R W o
Ry S 12 % B @ 7
207 19

Fig,1a. Estructura general de los carotenoldes y humera-
cién de atomos de carbeno en la molécula.

8 v
k4

fa K
B3 16
H 7 1t
k] 3 16 2 - a
i 18
° X v

Flg.1b. Esquema de los dlierentes grupos terminales que
se preneantan an los carotenoldes (Britton, 1885).
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FUNCION.

Quizd la funcidén mds conocida de los carotenoides tales como
a-caroteno, A-caroteno y B-criptoxantina es la de provitamina A,
Huganos y animales convierten estos derivades a retinal y
posteriormente a retinol (vitemina A). Similarmente, la luteina
es un precurser del 3-dehidroretinol (vitamine A2) en log peces y
de J;hidmxitetinol en ciertos insectos (Nelis and De Leenheer,
1991).

Algunos carotenoldes participan como pigmentos secundarios
cosechadores de 1luz en 1la fotosintesis, ejercen efectos
fotoprotectivos contra los efectos letales de la combinacién luz
y oxigeno (Ruddat and Gaber, 1983) y posiblesiente medien el
fototropismo y la £Eototaxis. Los carotencides son cfectivos
antioxidantes y atrepadores de oxigeno libre. En consecuencia, a
los carotenoides se les ha sugerido un papel fotoprotectivo en
bacterias no fotosintéticas y crustdceos. Asi estos pigmentos
fotosensitivos se comportan come una pantalla, protegiendo
woléculas vitales y elementos celulates de los efectos letales de
1a luz ulctravioletra y luz visible (Cerdd-Olmedo,1989; Nelis and
De Leenheer, 1991),. Otra funcidén biocldgica que cumplen los
carotencides es 1la de ser precursores de otros compuestos, por
ejemplo el B-caroteno es precursor del dcido trispdrico, una
hormona sexual en los honges Mucorales, 1lo cual ademds habla del
papel de log carotenoides en la reproduccidén de estos
microorganismos (Bramley, 1985; Ruddat and Geber, 1983). Las
xaatofilas y el @-caroteno son precursores de sporopolenina, un
polimero de xantofilas altamente estrecruzadas que ge encuentra
en gemetanglos y esporas de algunos hongos; el B-caroteno es,
también, precursor del retinol gque controla el desarrollo de
esporanglSforos en B. blakesleeanus (Ruddat and Gaber, 1983).

Pinalmente, dado que la sintesis intracelular de carotenoides en
los hongos estd parcislmente asociada al crecimfento, cstos
compuestos  debido a  sgu incierta funcién bioldgica en
microorganismos no fotosintéticos no pueden ser coansiderados de
igual forma que otros metabolitos secundarios, como meros
productos de desecho que remueven un exceso de carbén y/o
nltrégeno metabélico. (Nelis and De Leenheer, 1991).

-6~



3.2 IMPORTANCIA INDUSTRIAL Y CLINICA.

APLICACION DE LOS GAROTEWOIDES.

Los carotepoides son ampliamente aplicados en las industrias de
alimentos, forrajes, cosméticos y fammacéutica; recientemente
tawbién en medicina han adquiride un lugar isportante como
agentes terapeuticos contra ciertos tipos de cdacer (Schwartz, R.
et al., 1989; Cerds-Olmedo,1989).

Los colorantes reconocidosa y aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) como aditivos para alimentos, drogas y
cosméticos, estdn actualmente listados en tres tablas diferentes.
Cada listado incluye a aquellos colorantes que requieren
certificacién y aquelles establecidos como  exentos de
certificacidn, entre los que se ubican a.los colorantes naturales
o sus duplicados sintéticos (Newsome, 1989): el status de cada
colorante se designa por una letra "L" cuando esta
definitivamente 1listado © no requiere de certificacién y una
letra *P" cuando esta provisionalmente listado., Los colorantes
con status "P" requieren ser sometidos a estudio para establecer
su seguridad en un nivel al cual puedan ser elegibles para el
status "L" o en el caso de hallazgeos insatisfactorios permitir su
uso bajo ciertas restricciones o perder su aprobacidn para ser
usados (Stern, 1988).

8) ALIMENTOS,

El hombre al igual que otros animales, mnecesita carotenoides
ya que no es capaz de sintetizarlos. Nuestra principal fuente de
estos principios son las frutas y los vegetales; en menor grado ¥y
de monera indirecta los hongos  las algas y las bacterias.
(Nelis and De Leenheer, 1989). Los carotenoides permitidos como
colorantes por la Food and Drug Admimistration (FDA) para su
utilizacién en alimentos son: el B-caxoteno (Amarillo natural
26), B-apo-8'~carotenal (Naranja para alimentos 6) Yy le
cantsxantina (Nacrsnja para alimentos 8). Estos pigmentos estén
excentos de certificacién es decir tienen un status "L" (Sterm,
1988; Food Technology, 1986).

Las razones por las cuales se adicionan corotenoides a los
alimentos son las sigulentes:

a) Restauracién de la apariencia original del alimento cuando:
" el colox originel ba eido destruido por su procegemiento o

almacenamiento.

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

¢) Intensificacién del color natural cuando éste es débil.

d) Proteccidn de agentes sshorizantes y vitaminas fotosengibles
durante el almacepamiento. :

-7



En la Tubla 1 se citen algunos ejemplos de alimentos donde se
emplean carotenoides como colorantes.

Existen algunas ventajas y desventajas en el uso de carotenoides
como colorantes. Dentro de las ventajss de su utilizacién estan
su alta capacidad tintérea, su rango de color al utilizarse en
diferentes combinaciones y la actividad de provitamina A que
presentan algunos de ellos (Erdmsn, et al., 1988). Entre las
desventajas de su uso se mencions su baja solubilidad, su
inestabilidad y su alte costo actusl en el mercado, en
comparacida con los colorantes artificisles {Schwartz,1989;
Gordon, 1977).

b) FORRAJES.

Debido a la importancia econdmica y comercial del color en el
huevo de gallina, muchos investigsdores han estudindo el uso de
carotenoides naturales y sintéticos para pigmentar la yema del
huevo. Ya que las aves convierten los carotenos en vitamina A
que es incolora es necesario alimentarlas con xsntofilas o
‘apocarotenoides para obtener un adecuade color de la yema.
(Johnson, et al. 1980).

Los forrajes para granja b dos en prod de d ho agricola
son cominmente suplementados con carotenoides dihidroxi y

diceto-xantofilas (Johnson, et al. 1980)(Tabla 2) o bien el

alimento para aves es complementado con pétalos secos de la

flor de cempastichil para impartirle un color naranja & la yema

del huevo o a la piel del pollo (Cerd§-Olmedo, 1989; Nelis and De

Leenhecr, 1991).

Los cetocarotenoides son adicionados a los forrajes destinados a
los peces para intensificar el color rosado de la carne de salmén
y  trucha (Nelis, and De Leenheer, 1991). Ademds, los
carotenoides en los forrajes cumplen la funcién de sger
provitemina A, comto es el caso de la zemxantina, la cantaxantina
y le asstaxantina (Schiedt, et al. 1985). Finalmente la
acumuylacién de carotenoides en animales depende de la
disponibilidad del pigmento (Jechnson, et al. 1980a) y de la
capacidad de asimilacién del animal (Torrisen, 1986).
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Tabla 1. Aplicacién de algunos carotenoides en
alimentos (Schwartz, 8t a/. 1989)

B8-CAROTENO B~-APO-8"-CAROTENAL CANTAXANTINA
Bebldas Babidas Bebidas
Repostaria Rsposteria Caonfiteria
Contiteria Contiteria Laocteas
Pastas Pastas Jugos
Saisas Salsas Productos con tomate
Lacteos L&cteos Helados
Jugas Jugos
Aceliee Acaites
Postres Postres
Helados Conservas

Botanas

8aichichas



Tehls 2. PEINCIFALYS CAROTEMOIDES
POXRASES

PERMIYIDOS OOMD ADITIVOS DE ALIMYNTOS Y

FUENTE

COMPUESTO NO-MICROBTANA

HICROBIANA uso

B-carateco
Zagahoria
Sintesis

Ltcopeno
Tomates

Luteins
Alfalls, maiz,
Plantas verdes,
Flor de cempasichil
(Tageces)

Zeaxantina
cf. luteina

Centaxantina
Crustdceos
Plumas de aves
sintesis

Astexantioa
Crustdceos,
Pluzas de aves,
Fleres de
Adonis annua .
Sineesis

Rhodoxant tna
Hojns de Autumn
Pez Jilopla)

Capxantina
Cepsicum annuum
(Paprika)
Bixina
8ixa orellana
TAnnatto}
Crocetina
Azelrin
{Crocus sacivus)
A=Apo=8*-carotenal
Sintes{s

B-Apo-8+-dcido etil dster-carotensico

Sintenis

Citranaxant ins .
Sintesis

Alimentos para

Blakeslea el hoohre.

cri e
Duhalfells saliia
Alimentos para
Blakesles krispora el hombre.

Strepltomyces chresmzc!t{t\l!
Subsp. rubeicéns

Spongiococcum excentricus
Gulorells Toreite prrencidosa
Dacrywyces deliquescens

Forraje para
aves de corral

Forraje para
aves de corral
Y peces.

Flavobiacterius #p,

Forraje para

Cancazellus . innsbarinus aves de corral
Brevibacterica KY-4313 ¥ peces.
Rhiod maris
Ty iUa brevicale)
T eFTis aichiginense
(Huctante

Alisento para
Mycobacteriuvm laticola peces,
Brevibacterlum 103
Fhaffis rhodozyma
Pentopitora sp.

Protomonas extorquens

Alisentos pars
el hosbre y
aves de correl

Alisentos para
el hombre y
aves de corral

Alimentos para
el hombre.

Aligentos para
ei hombre y
aves de corral

Alimentos paca
€l hombre y
aves de corral

Aliwento pars
aves de corral

in. 1980, 1984; Kldui & Bauvernfeind, 1981; Maruaich & Bsuernfeind, 1981.

Goody!
Nelis sod De Lcemher, 1989 ;Hanson,

1977).



) HEDICINA.
Fotoproteccida,

Los carotenoides poseen funciones bioldgicas fotoprotectoras.
Parece ser que dicha capaciddad se debe a su capacidad para
secuestrar radicales libres. La fotoproteccidn ocurre a muchos
niveleg, desde molécylas y organelos hasta organismos coapletos.
Los carotenoides’ se utilizan para sainorar los sintomas
presentados por pacilentes hipersensibles a ls luz que sufren de
porfiria eritropoyética (Will III and Scovel, 1987; Krinsky,
1987, Schwarte, 1989).

Avticapcerigenos.

Se ha obgdrvado que los carotenoides gon capaces de suprimir los -
efectos mutagénicos y las aberraciones cromosomales causadas pox
agentes quimicos (Mihir, 1987; Scich, et al., 1987; Schwartz,
1987) o por la 1luz (Bianchi, et al.. ~1987). Por ello los
carotenoides se emplean ncl:ualnenta para el tratamiento con
radlaciones en caso de cdncer de mama, puladén, piel, colon,
recto y vejiga entre otros. Asi mismo, los carotenoides son
indicados para fremar el desarrollo de cdncer y evitar posibles
recurrencias, (Santaaaria, and Blanchi, 1987; Barus, and Olson,
1987, Kriunsky, 1987: Kornhauser, et al., 1987).

Activacién de la respucsts fnmme.

Los carotenoides son capaces de activar la respuesta inmune. Se
ha observado que tanto la proliferacidn de linfocitos T y B, como
la actividad de macréfagos y neutrdfilos es qusentads al tratsr
pacientes con carotenoides. Altos niveles de carotencides han
sido asociados con un incremsento en la resistencia a la infeccidn
en nifios. (Krinsky, 1987; Bendich, 1987).

Longevidad.

Se ha encontrado una relacién positiva entre la coacentracién de
carotenoides y de retinol (vitamina A) en suero y tejido
-cerebral, com un incremento en 1a longevidad de mamiferos.
{Cutler, 1984).

-11=



JHDUSTRIA FARMACEUTICA.

Los carotenofdes son utiiizados en la industria farmacéutica con
el fin de coloresr los productos y que el color sirva como
igdicedor ea difereantes pastillas. Asi tembién, se utilizan en
la fabricacién de tabletas, supositorios, jarabes y suspensiones
{Schwartz, 1989). El @-carotenc y la cantaxantine son los
carotenoides aprobados por 1la FDA para su uso en firmacos,
dichos colorantes no requieren de certificacién (Stern, 1968).

IKDUSTRIA DE COSMRTICOS.

Dentro de la i{ndustria de cosméricos el B-caroteno, es utilizado
con el fin de dar color a jabones, talcos, lociones, ldpices
iabiales y polvos entre otros (Schwartz, 198%). El 8-caroteno es -
el carotenoide mds utilizado en este rubro. El B-caroteno es un
colorante exento de certificacidn en la Iista de cosméticos de la
FDA. (Sterm, 1988).
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3.3 BIOSINTESIS

Los carotenoides, como todos los terpenoides, son sintetizados
a partir de la unidn de tres unidades de acetil-CoA (Pig. 2),
para formar el 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMGGoA). E1 HMGCoA
también puede ser sintetizado a partir de los aminodcidos leucinn
y valina en Phycomyces blakesleeanus. EL HHMGCoA es comvertido a
dcido mevalénico (MVA) por una reaccidén irreversible. EL MVA es
convertido a 5-fosfomevalonato (MVAP) y mevalonil pirofosfate
(4VAPP), y posteriormente a isopentenil pirofosfato (IPP),
considerado como el precursor fundamental de los carotenoides y
cuya estructursa es de 5 carbonos. El IPP es convertido a
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) por medio de una isomerasa que
posee radicales SH. La condenzacidén cabeza-cola de los isomeros
isoprenoides forma el geranil-pirofosfato (GPP), con 10 carbonos;
1a reaceidn es catalizada por la prenil ctransferasa,.
Posteriormente se transfiere uns molécula de IPP al GPP
resultando el farnesil pirofosfato (FPP), constituido de 15
carbonos, La formacién del geranil geranil pirofosfato resulta de
1a condensacidén del cuarto IPP. La dimerizacidn cola-cola de los
dos pirofosfatos resulta en el fitoeno (octahidro-¥,¥-caroteno),
que es el primer tetratexpeno (C40) formado. La deshidrogenacién
de fitoeno para formar dobles enlaces ronjugades invelucra la 8
eliminacién de dos hidrogenos alilicos vecinos. Cuatro pasos
sucesivos de deshidrogenacién dan lugar en ordem progresivo al
fitoflueno, zetacaroteno, neurosporeno y licopeno
respectivamente. Estas deshidrogenaciones son catallzadas por un
complejo multienzimdtico de cuatro unidades de la fitoeno
deshidrogenasa, codificada por el Rgene carB en P.
blakesleeanus.

La ciclizacidn de les carotenos aciclicos insaturados resulta en
la formacidén de los anillos ¢ & B, Asi el . licopeno produce
T-caroteno y O-caroteno , mientras que ¢l neurosporeno forma
a-zeacaroteno ¥ B~zeacaroteno; los cusles pueden transformarse
por deshidrogenacion en v-caroteno o O0-caroteno respectivamente.
Existen evidencias de que la cielizacidn puede ocurrir un paso
antes de la formdacion del neurosporemo, esto fue ohservado
con la formacién de 7',8',11',12'-tetrahidro-r~caroteno en
P. blakesleeanus. El B-caroteno es formado a partir de la
ciclizacién del t-caroteno. En  resumen, f-caroteno es
sintetizado a partir del fitoeno mediante un complejo
multienzimdtico que incluye cuatro deshidrogenssas y dos
ciclasas (producto del gen carR en P. blakesleeanus). *

La incorporacién de oxigeno ocurre en varios estados de
desaturacidn yfo ciclizacidn de los carotenoides hidrocarbonados,
resultsndo en una gran variedad de xantofilas (Ruddat and Garbes,
1983 y Schwartz, et asl., 1989; Bramley, 1985; Goodwin, 1971).
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ACETIL-CoA
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FITOENO
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-
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ABTAXANTINA

Fig.2. Algunos carolenoides fungales de Interés y su posi-
ble blesintesls {Cerda-Olmede, 198%; Helis and De leenheer,

1989; Goodwin, 1971).




3.4 ANTECEDENTES DE REGULACION EN HOKGOS,

La regulacién de la carotenogénesis en hongos esta dada por
diversos mecanismos, como som:

a) Retroregulacién por producto fimal.

b) - Fotoregulacién.

c) Efecto del oxigeno.

d) Temperatura.

pH,
£E) Inhu;icién quimica artificiasl (difenilamina, antibioticos,
etc,
8) Estimulacién quimica (B-ionona y la vitamina A ).
h) Factores de crecimiento (Vitaminas).
i) Hormonas o interaccidn gexua) (dcido trispdrico).
#)  Nutrientes en el medio de cultivo (carbono, nitrégeno,
fosfato, lonea etc.).
K) Efecto del AMP ciclico.
(Bramley, 1985; Goodwin, 1959; Cerdi-Olmedo, 1989; Schwartz,
1989; Cerd4-0lmedo, 1985; Govin, et al.,1981; Thomss, 1967; Rau,
1985; Kritsky, 1982; Dholakia and Modi,1984; Govin, et al,, 1982;
Dandekar and Modi, 1980; Okagbue and Lewis, 1984, 1984a, Avalos,
1967; Cerdd-Olmedo, 1985).

Los estudios acerca de la regulacidn que tienen los nutrientes
del medio de cultivo sobre 1la produccidén de carotencides, se ha
restringido a 1a observacién del efecto de su adicién sobre el
nivel de produccidén., (Schwartz, 1989). En este sentido, pocos son
los trabajos que han caracterizado el efecto de los nutrientes
sobre la sintesfs de carotenocides, como se puede advertir en los
giguientes parrafos ( tabla 3).

Efecto del carbono y del nitrdgeno.

Se han utilizado una gran variedad de fuentes de carbono para 1la
produccién de carotenoides por hongos, incluyendo desde
compuestos simples, tales como monosacaridos y glicerol, hasta.
mezclas complejas comunmente utilizedas en la industria, tales
como aceites animales y vegetales, keroseno, melazas, licor de
maiz, etc, (Ninet and Renaut, 1979).

En el hongo Blakeslea trispora se ha caracterizado cl efecto de
represién catabdlica ejercido por glucosa a concentraciones de
3.6 y 5.4 % (Dandekar and Hodi, 1580)., En este nismo
micoorganismo la produccién de B-caroteno con celobiosa como
tnica fuente de carbono es mayor a la obtenida al utilizar
glucosa, seguramente por la lenta liberacién de glucosa en el
medio (Dholakiu and Modi, 1982).

En la levadura FPhaffia rhodozyma, Johmson, ‘et al. (1979),
encontraron un efecto mnegativo de 1a  glucosa a concentracidnes
mayores de 4%, sobre los rendimientos de astaxantina.
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oy - Johneod and Lewis, 1979.
Represidn . Dandekar und Hodi, 1920.

Estimalecisn Rutdst ead Garber, 1983,

. Dholakis and Modi, 1982,
() + Haar, 19088,

F. blakesleeanvs - Goodwla, 1259,

P. blakesleeagus - Goodwin, 1959,

sliceral

R + - Dandekar snd Nodi, 1980.
Estimalacton Goodwin, 1959.
. Schuart, 1989,

b3 FUENTE DE WLTROGENO
1.0rgdaica,
1cocine
P. blakesleessus Estisylacidn  Chichester 2t al,, 1959,

£. blakesleeanus Estimclucién Chichester et al.. 1959.

L. michotis d
slicine
8. teispure + Nelis and De Leenheer, 1989,
. deliquracens + Orwuge and Hontclair, 1961.
ic. glatimics
D. deliquencens . Orsnge snd Montelstr. 1961,

2.lnorgdnica.

altrsts de smonio
F. biakeslesmnus - Goodwin. 1939.
DacTymycetacesn . Orange sud Montelstr, 1961.

c) EFECTO SINERGICO

L-triptolaon-éc. glutdmico
D. deliguesuens Lad Orange aud Montclsire 1961,

scelato—entracto de Levadarn
R, sanntei Estimulacidn  Vuorl and Gyllenberg.1974.

I Elaleslesanus £otiwulacicn Friend et al.. 1953,

.
Estimulecién  Ruddat and Garber.

d) PROPGRCION CARBGNG NEYROCENQ {C:N)

©N & fu)ikurel + Rudddat aod Carber. 1983,
€N G Pujikurel (ee) - Rudddat snd Cacber. 158,

e) EFECTO DE FOSFATO

1.0x 8. redspora Estimlacién Dholakia and Nodi. 1984,
esleeanus  Entimulacidn Dholukis aod Modd, 1984,

(20

T, %obre ascaxsacina.

4#, gobre f-caroteno; se acuculs fitoeno.
+, efecto positivo mobre la carotenogén:
++, mayor efecto positivo scbre Ia carate
-y efecta megativa scbre la carotenogéns
conc,, concentracidn del nutriente.




Mientras que en cultivos mixtes de P. rhodozyma y Bacillus

circulans WL1Z y en pmonocultives de 1la levadura con

concentraciones de la fuente de carbono de 1.5 X, 1la arabinosa

seguida de la sacarosa y la glucosa preasenta los mayores

rendimientos, en ese orden; en tanto que celobiosa presenté losg '
valores mds bajos (Okagbue and Lewis, 1983).

En cambio, las melazas B y C promueven se produzcan 2 y 3 veces
mis astaxaantina en P. rhodozyma que cuaslquier otro de los
azlicares mencionados arriba y la supresidm sobre 1la sintesis de
astaxantins obsgervada con glucosa (al 4 %) no se registra para
sacareosa o para las melazas (Hear, 1988).

En P. blakeslecanus se ha observado que la maltosa y la glucosa
son fuentes de carbono igualmeénte carotenogénicas. La xilosa y la
fructosa, por su parte, permiten buen crecimiento pero son poco
eficientes para legrar una buena produccidén de pigmentos
(Goodwin, 1959). El acetato, cuando su utiliza como Gnica fuente
de carbono, estimula el c¢recimiento ¥ la carotenogénesis, siendo
la produccidn de carotenoides mayor que la obtenida al utilizar
lactato o piruvato (Ruddat and Garber, 1983).

Por su parte el efecto 1negativo de la glucosa sobre la
carotenogénesis en Blakeslea trispora no se observa al utilizar
glicerol como Gnice fuente de carbono (Dandekar and Modi, 1980).

El glicerol, en cambio, estimula 1la carotenogénesis en
Rhodotorula sanniei (Goodwin, (959) y el acetato en presendia de
altag concentraciones de nitrdgeno ejerce un efecto similar al
observado en P. blakesleeanus (Ruddat and Garber, 1983).

En la levadura R. rubrum el glicerol como (nica fuente de
carbono a una concencracian de 0.5% incrementa ls produccién de
carotenoides, resultando ser 1a fuente de carbono mds eficiente
ea este gentido {Schwartz, 1989).

Para la familia Dacrymycetaceae carbohidratos tales como: la
glucosa, gacarosa, azucar invertido, maltosa, galactosa,
glicerol, melazas, melazas invertidas, manitol, sorbosa,
lactosa, celulesa, almiddn, amilosa y dextrinas, todos promueven
el crecimiento y produccidn de carotenoides, La glucosa, la
gacarosa, ¥y el aztecar invertido son los carbohidrates con los que
se obtienen los mejores rendimjentos, aunque otras fuentes de
carbono pueden ser utilizadss, tales como proteinas, proteinas
hidrolizades, 1lipidos, etc. La adicién de pequeilas cantidades de
proteina o hidrolizado de proteina es estimulatorio en la
.carotenogénesis, por ejesplo en Dacrymyces deliquescens la
adieién de 0,05 a 1% de albimina de leche, s6lidos de leche
descremada, proteina de semillas de algoddn, caseina, levadura,
agua de licor de maiz, proteina de goya de haba, proteina de
trigo, fragmento de carme, harina de pescado, etc. pueden
estimular el crecimiento y la produccidn de carotenoides {(Orange
and Monclair, 1961).
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El extracto de levadura, comc fuente de nitrdgeno, estimula la
produccién de carotencides en P, blakesleeanus crecido en
presencia de acetato; este efecto no se observa al utilizar
glucosa., A diferenciam de lo que ocurre en este microorganismo,
en el lLongo Y. violacea el extracto de levadura es estimulatorio
en presencia de glucosa. La estimulacidn se puede explicar ea
términos de los componentes efectivos del extracto de levadura
son uno o una combinacién de las siguientes vitaminas: tiamina,
dcido nicotinico, riboflavina, vitamina A y/o vitaminas del
complejo B (Ruddat and Garber, 1983).

Fl efecto de los asinodcidos sobre la carotenogénesis es variado,
asi se¢ ha visto que los amincdcidos leucina y valina, ademds de
gser fuente de nitrdgeno funcionan como precursores de
8~hidroxi-B-uetilglutaril-CoA, un importante intermediario en la
sintesis de isoprenoides en P. blakesleeanus, estimulando la

sintesig de B-caroteno.(Chichester et al., 1959) Sin embargo, el
cfecto de 1a leucina m®wo se ha obgservado en otros
ulcroorganiswos.

Fn la familia Dacrym: cetaceae los aminodcidos son la fuente
preferente de niuog%no orgdnico, siendo el dcido glutdmico o la
glicina los amincdcidos en donde se obtienen los mejores
resultados en la produccidén de carotenoides. Se ha visto que la
incorporacidn de L-triptéfano en el medio conteniendo glutdmico
es particulsrmente efectivo (Orange and Moneluir, 1961).

For su parte, el ampinodcido glicina es incorporado hasta
8-caroteno en P. blakeslecanus presumiblemente por la via
glicina-serinn-piruvato-acetii-coA, resultando en un incremento
en 1la produccidn de carotencides (Goodwin, 1959). De igual forma
¢n Blukeslea trispora 1la glicina inerementa la produccidn de

carotenoides (Schwartz, 1989; Nelis and De Leenheer, 1989).

En cuante a ls fuente de nitrdgeno inorgénica, el nitraco de
emonio reduce la sintesls de carotenoldes en P, blakesleeanus
(Goodwin, 1959); mientras que asta sal es la fuente preferente de
nitrégeno icorgdénice para la carotenogénesis en la familia
Dacrymycetacene (Orange and Moneclair, 1961).

Finslmente se ha cbservado que la proporcidn de carbono:nitrdgeno
en el medio de Jfermentecidn es un factor importante en la
expresiéa  dal efecto sinergico de¢ estos autrientes sobre la
sintesis de carotenoides, Asi, en Giberella fijikuroi una baja
telacién entre carbonornitrégens favorece la produccién de
carotenos sintetizados a partir de fitoeno, si por el contrario
la relacidén de carbono nitrégeno es alta, se produce mds fitoeno
(Ruddat and Garber, 1983).

Una opropisda proporcidn de carbono:nitrégeno llevn a Neurospora

crassa o producir 2.5 mg de carotenoldes por gramo peso seco de
bicrosa (Cerda-Oimedo, 1989).
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Efecto de fosfato.

En B, trispora una concentracién del 1% (peso/volumen) de fosfato
inorgénico en el medio estimula en cinco veces la produccién de
B-caroteno comparada con la produccidén obtenida cuando se utiliza
una concentracidén de 0.01X. En este misso hongo y en B,
blakesleeanus se ha encontrade una relacidén inversa entre la
carotenogénesis y 1a actividad de fosfatasas intracelulares, por
lo que se ha sugerido que el fosfato {inorgdnico regula los
niveles de estas fosfatesas con el consecuente sumento de
carotenoides (Dholakia and Hodi, 198B4).

Efecto del pH.

El estudio del efecto del pH sobre la carotenogéncsis en hongos
tienen una importancia relevante ¢n eate tipo de astudios
fisiolégicos, ya que mediante el control de esta variable se
puede caracterizar el efecto de los nutrientes del medio de
cultivo sobre la sintesis de estos pigmentos, por tal motivo se
mencionan a continuacién los datos reportados en este rubro.

Son escasos los trabajos que en este sentido se hen realizado,
Jhonson and Lewis (1979) reportaron que el pH del medio afecta
los rendimientos y la produccidn de carotenoides en Phaffia
rhodozyma, ellos encontraron que el pH éptimo para la produccidn
de astaxantina es 5.0, y que cambios en el pH resultan en una
moyor acusulacidn de B- oteno sobrer do los niveles de
8-caroteno, el cual es el principal caroteno a pH &ptimo. El
cultivo de esta levadura a un pH diferente del Sptimo permite la
aacumulacidn de carotenos con 1a concomitante disalaucién de los
rendimientos de astaxantina,

En Phycomyces blakeslecanus el pH del medio de cultivo también
tiene un efecto sobre la carotenogénesis. Se ha observado que la
acidificacidn del medic de cultive de 6,2 a 2.6-3,0 no afectan
el crecimiento ni la produccién de pigmentos en el hongo, sin
embargo, cuando se omortigiian estos camblos el crecimiento no se
ulta)m pero la carotenogénesis se inhibe completamente (Goodwin,
1959). .

A diferencia de lo wencipsdo en los parrafos anteriores, Orange
and Hontclair (1961) afirmaron que varisciones en el pH del medioc
de cultivo en un intervalo entre valores de 2.1 a 8.5 no alteran
de manera importante &1 crecimiento ni la formacién de pigmento
en los hongos pertenecientea a la familia Dacrymycetaceae.

Como se puede apreciar los conocimienros que se tienen hasta
ahora gobre los mecenismos de regulacién por nutrientes tales
como el carbono, el nitrfgeno y el fosfato, asi como el efecto
del pH del medio de cultivo sobre la sintesis de carotencides
son escasos y aislados lo que resulta en una limitacién para la
produceién fermentativa de estos terpenocides a escala industrisl.
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Ya se ha mencionado que los hongos son una fuente importante de
carotenoldes, 1o solo de B-carotens sine también de xantofilss
como la luteina, zeaxantina, cryptoxantina y caataxantina, todas
ellas de interés indugtrial actual, ¥ de xantofilas tales como
el toruleno, la torularhodina, el esferoideno y 1la
esferoidenona, que por su color adquieren cada vez mayor
importancia (Nelis and De Leenheer, 1989).

Enmarcado en este contexto surge Ccomo una respuests el estudio de
la regulacién de 1a carotenogénesis en el hongo Dacrymyces
deliquescens. Este wicroorganismo fue seleccionado por su perfil
de carotenoides que imcluye a le luteina, cantaxantina,
zeaxantina, criptoxantima, violaxantina, toruleno, torularhodina
y el B8-caroteno, todos éstos de interés industrial actual y
potencial a corto plazo, entre otros carotenoides; ademds de que
su blomssa puede ser utilizada como forraje para aves de corral
dadas sus caracteristicas de organismo tipo GRAS (Orange and
Monclair, 1961). Finalmente porque el dnico estudio realizado en
este hongo resulté ea una patente para la produccién de
carotenoldes, 1o cual habla de su potencial. Dacz ces
deliquescens es un hongo Basidiomyceto, con fructificacicnes
enrolladas sobre si mismas de 1 a 4 mm de didmetro, de
consistencia gelatinosa-firme, de color anaranjado amarillento
ceando  escan frescas y café-rojizo al secarse; hifas
con pinzas de coneccidn; probasidios hasta de 50 X 6 u,
metabasidios asepatados, bifurcados, esterigmas cilindricos,
hasta de 15 X 3 u; basidiosporas septadas en 3 partes, de 11,5~15
X 4-6 p. La germinacién es a traves de tubos de germinacidn o
conidios, Su distribucién se limita a los bosques de pino de
México, Panami, Argentina y Brazil. Crece sobre la corteza de los
troncos caidos de pino (Bernard, 1971 y 1980).

Finalmente. en el entendido de que toda’ investigacidn que se
desarrolle para evidenciar los mecanismos que regulan la
sintesis de carotenoides es relevante, la presente investigacidn
se enfocd al efecto de la fuente de carbono sobre 1la
carotenogénesis ¢n consideracién a 1la existencia de mayor
informacién sobre el efecto glucosa en  la carotenogénesis en
particular y sobre otros metabolitos secundarios ea lo general.

=20+



4  OBJETIVO.

Con el fin de
nutricionales
trabajo se

evaluar la influencia de
sobre la produccidon de carotenoides, en este
planteé como objetivo: E1 conocer y caracterizar el’
efecto de diversas fuentes de carbono sobre la produccidn de
carotencides en el hongo Dacrymyces deliquescens.

diversos principios
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S  HMETODOS.

5.1 MIGROORGANISMO.

Las cepas utilizadas fueron:
Dacrymyces de ens ATCC~13232.
Daczymyces deliquesceas FSC-307.
Dacrymyces deliquescens BM.

La cepa ATCC-13292 8e adquirid de la American Type Culture
Collection: la cepa FSC-302 fue proporcionada por la coleccidn de
cepas del Servicio Maritimo y Forestal del Canadd; la cepa BM se
colectd y aislé de troncos caidos de pino del Desierto de los
Leones México, D.F.

La cecpa BM fué identificada, en el Laboratorio de Micologia del
Instituto de Biologia de 1la UNAM, con base en las claves de
identificacién para especies de la familia Dacrymycetaceae
(Bernard, 1971 y 1980). Su aislamiento se realizé por propagacion
y transferencia en cajas de petri con media YM-agar conteniendo 3
ng de penicilina y 3 mg de cloranfenicol. La <epa, una vez
nislada se activé mediante cultivo a tiempo fijo de 6 dias en
matraces de 500 ml conteniendo 100 ml de medio YM-caldo a 200
rpmy 269C y 2921 lux de iluminacidn constante.

5.2 FUENTES DE CARBONO PROBADAS.

Las fuentes de carbono probadas para observar su efecto sobre la
carotenogénesis fueron: D-glucosa (G), D-~fructosa (F), sacarosa
(S), maltosa (M), celobiosa (C), L-arabinosa (R}, D-xilosa (X),
glicerol (g), dcido citrice (c¢), 4dcldo succinice (s), dcido
acético (a), dcido oleleo (o) y decido butirico (b).

5.3 MEDIOS DE CULTIVO.

El mantenimiento y propagacidén de las cepas, asi como el andlisis
del contenido de carotenoides en medio completo, se realizd en
medio YM-agar (Difco., 1966), de acuerdo a lo reportado para este
microorganismo por la ATCC (1982).

Fara el estudio del efecto de la fuente de carbono sobre la
carotenogénesis fue utilizado el medio minimo definido balanceado
{MMdb) reportado por Reid and Seifert (1982).

El1 HMdb fue modificado sustituyendo el deido 2,2-dimetil-
-succinico (Dieminozido, marca Sigma) por dcido succinico (MMs).
Este medio (MMs) fue utilizado en los experimentos de seleccidn
de la <cepa.
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Para algunos experimeéntos c¢omo 1la caracterizacién del efecto
regulatorio de la glucosa sobre la produccién de carotenoldes y
en experimentos preliminares sobre tamafio del indculo, tiempo de
fermentacién y el efecto de 1a concentracion de glucosa, se
utilizé un wedio denominado MM en el cual se eliminé el dcido
succeinico.

Log medios MM y MMdb fueron utilizados para definir el efecto
del andloge del dcido succinico y del pH sobre la carotenogé-
nesis,

El pH inicisl en 1los medios fue ajustado por la adicidn de
hidréxido de sodio, antes de esterilizarse.

Los wmedios fueron esterilizados durante 20 minutos a 15
1b/pulgadad de presidn., La fuente de carbono, cusndo se maneid en
concentraciones del 5 y 10%, fue esterilizada por separado.

5.4 PREPARACION DEL INOCULO.

E) indculo se prepard por raspado de colonias de D. deliquescens
de una caja de petri, crecido entre 10 y 15 dias sobrc medio
YH-agar. El micelio fue disgregado en solucién salina (4 wml)
por agitacidén con perlas de vidrio (15) de 5 wmm de didmetro,
Con el micelio disgregado se inocularon dos matraces Erlenmeyer
de 500 ml coateniendo 100 ml de MM. Los matraces fueron
inicialmente incubados durante tres dias en condiciones estdticas
a 26°9C y 2921 lux de iluminacién (emitidos por una lémpara
incandecente de 100 W colocada a 3¢ cm de altura sobre el medio
de cultivo) (Ortiz y Gardufio, 1985). Posteriormente se sometieron
a una agitacién de 200 rpm durante otros tres dias (Orange and
Honclair, 1961).

5.5 FERMENTACION.

Las fermentaciones se desarrollardn en metraces Erlenmeyer de 250
ml con 50 ml de medic¢ minimo. Les matraces fueron inoculades con
0.10 nmg de ' biomasa (peso seco) por ml de medio de cultivo,
excepto los experimentos de seleccién de la cepa que Be
inocularon con 0.03 mg/ml ¥y los del efecto del toamaiio del
indeulo sobre la fermentacidn, que se inocularon con 0.03, 0.05 y
0,10 mg/ml.

Los matraces fueron colocados en una agitadora orbital Gallenmkamp

a 26°C, 2921 1lux y 200 rpm. El tiempo de fermentacidén varié entre
6 y 11 dias.
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Los perfiles de produccidn, crecimiento, azicar residual y pi# en
el ‘medio de cultive fueron obtenidos del anilisis de muestras de
2 mnl sustraidas de los matraces ceds 24 horas durante la
fermentacida. :

5.6 METODOS ANALITICOS.
5.6.1 CRECIMIENTO MICELIAL,

El crecimientc del microorganismo se expresa en nmg de biomasa
seca por unidad de volumen. La biomasas se secd en una estufa
clinica a8 609C durante 24 horas, tiempo en el que se alcanza el
peso constante. El micelio de coda muestra fue separado por
filtracién sobre papel Whatmasn (450) previamente secsde y pesado.
El cdlculo para la determinacién del crecimiento se basd en la
siguiente expresién:

Crecimiento (mg/ml)= (S5pB - Sp)jv

donde:

Sp= Peso seco del papel filtro en mg.

SpB=Peso seco del papel filltro con la biomasa expresado en mg.
V= Volunen filtrado (ml).

5.6.2 CAROTENOIDES.
3.6.2.1 EXTRACCION.

La extraccidn de los carotenoides se realizd de acuerdo con la
técnica, paro este efgcto, publicada por Britton (1985), y que
consiste en ¢l rompimiento mecdnico del micelio f£resco. La
cantidad de micello procesado fue hasta de 10 mg (peso seco) por
wuestra, El1 pellet fue obtenido por centrifugacién de las
muestras de 2 ml. Bl romplmiento del micelio se realizé por
maceracién  en un homogeneizador (Tri-R instruments R45).  Para
la completa extraccidén de carotencides se efectuaron entre dos y
cuatro pasos de extraccidn con acetons en promedio,
excepclonnimente 5 6 6, ¥ finalmente 13 2 con dter de petrdleo
hasta que no existiera mds remocidn de pigmentos. Cada extracclén
tuvo una duracién de 1 min. Todas los extractos de acetona 6e
combinaron y se mezelaron con igual volumen de éter de pétroleo,
para transferir los carotenoides al éter;  finalmente, se
adicionsron unas gotas de golucidn salina para la separacidn de
fages y un poco de alecchol para el rompimienté de la emulsidan
que se pudiera haber formado, asi como para Ia eliminacién del
agua existente en el dter. La fase etérea o epifase conteniendo
a los carotennides, se recuperd con una pipeta pasteur. E1
volumen total del extracto fue mnedido y se procedid a su
cuantificacién.
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Cabe ionar que o e la extraccidn 1os carotenoides se
protegierocn, en lo posible, de la luz directa del sol y la
artificial. ’

5.6.2.2 PURIFICACION E IDENTIFICACION

Fueron obtenidos los perfiles de abgorbancia de los extractos de
1as diferentes cepas en hexano (saponificados y no saponificados)
en un espectrofotdémetro iflewlett Packard.

Los extractos fueron saponificados para eliminar las grasas y
los éateres de carotenoides presentes en 1la muestra que
pudieran alterar los tiempos de retencién (Rt) en laa
cromatografias pox HPLC (High-Pexfo Liquid Ch ography)
o el frente de veferencis (RE) en las cromatografias por TLC
(Thin-Layer Chromatography, TLC) (Brittom, G.; 1985),

Los perfiles de carotenoides obtenidos mediante corridas por HPLC
y TLG, de nuestras saponificadas y no saponificadas fueron

d para rse de que la hidrélisfis alcalina no
afectara el contenido de carotencides.

La saponificacién se realizd de acuerdo con el método propuesto
por Sidaey (1984) y por Britton (1985). Por coda 30 ml del
extracto fueron agregados 2 ml de una solucién de KROH
metandlico al 40%, mezclando durante 1 min y dejando reposar por
12 horas a 4°C en condiciones de obscuridad. Posteriormente se
agregd igual volumen de é&ter de petréleo, o del solvente
utilizado para extraer los carotenoides, agitdndolo por 1 minuto
y finalmeate se aforé a 100 ml con una solucidn de sulfato de
sodio al 10%, volviéndose a agitar por 1 miouto, La mezcla se
dejé reposar por una hora en la cobscuridad a 4°C, antes de
recuperar la fase orgdnica com los carotenoides. Para evitar la
"dilucidn del extracto, cuando esto fuera necesario, no se agregd
nds fase orgénica durante la saponificacida.

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

Cromatografia en cupa fina (Thin-Layer Chromatography, TLC).

La técnica de cromatografia en capa Fina (TLC) se utilizé para
la separaciéa, purificacién e identificacién de carotenoides
mediante la compuracién de los Rf de los pigmentos en las
wuestras con respecto a aquellos utilizados como estdndares,

Los estdndares utilizados fueron  B-caroteno, cantaxantina
{proporcionados por Hoffman Le Roche), luteina, criptoxantiaa, y
zeoxsntina (proporcionedos por Bioquimex). Asi mismo se manejd la
oleoresina de flor se cempasichil (Tegetes erecta) como mezcla de
refercacia (proporcionados también por Biogquimex).
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Las cromatografias se realizaron sobre placas de silica gel 60
{Rieselgel DC-alufolien sin indicador fluorescente} de 20 X 20 cm
X 0.2 mm,

El desarrollo de las cromatografias se realizdé con wuna mezcla
de diclorosetano:acetato de etilo (80:20), en una cdmara
scbresaturada.

Las placas fueron anslizadas bajo 1luz ultravioleta y
posteriormente reveladas por aspersidn con una solucidn de dcido
sulfirico en metanol sl 10X y secsdas a 180°C durante 10 minutos.

Cromatografia liquida de alta resolucidn (High-Performence Liquid
Chromatography, HPLC).

La téepica de crommtografia de liquidos se utilizd con los
wismos Lines que la de TLG, mediante la comparacidén de los Rt de
los esténdares,

Para las corridss por HPLC se utilizé como fase advil
lexsno:acetato de eatilo (65:35) y como fase estacionaria una
columna de silica 60, 5 pm, Supelcosil TH-LC-SI 250 X 5 mm.

Las corridas se realizaron a un flujo de 1.5 ml/min., y a una
sbsorbancia a 447 na; el volumen de inyeccidn de las muestras
varié entre 10 y 100 pl.

El equipo utilizado consistid en un cromatogrdfo para liquidos
de alta resolucidn Millipore con un espectrofotémetro
Waters-Millipore Lembda-pax LC~481, un inyector Waters UGK, una
bomba Waters~590 y un integrador Varian modelo 4400.

95.6.2.3 CUANTIFICACGION.

Para la cuantificacidn ecpectrofotométrica de los carotenoides
se utilizd el coeficleate de absorbancia especifica (A cm)
[=coeficiente de extincidn especifico B ém] del B-caroteno y que
es de 2600 en éter de petrdleo (Britton, 1985). Las longitudes de
onda a las cuales se leyd la absorbancia fueron 448 y 478 nam, ya
que el B-caroteno es el principal componente de los carotenoides
en D. deliquescens, y en honges en general.

El cdlculo ge reslizé aplicande la siguiente [drmula propuesta
por Buitton (1985),
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. é ix
#g de carotesoides =[(A)(y)(10 }J/I(A lcw)(100)]

donde:

A, es la sbsorbancia abservada,
y. €8s el volumen del extracto en ml.
6

10 , ed una constante para expresar los carotenoides en ng.
1%
A lem, a3 el coeficiente de extincidn especifico para 8-carcteno
en €tex de petrdleq.
100, constante para eliminar el factor de porciento.

5.6,3 CUANTIFICACION DEL AZUCAR RESIDUAL

Para la cvantificacidn de la concentracidn de los diferentes
azdeares probados en este trabajo se manejé la técnica
colorimftrica de antrons (Loewus, 1952), Para la amezcla de
resccidn se utilizaron 400 pl de medio de cultive & dilucionss
del mismo con una concentracidn  tedrica watre 0 y 40 ng del
azicar, wis 100 ul de solucidn de antrona wis 1000 pl de dcido
sulfirico concentrado  (Craf. 1), Pars la cuancificacidn
especifice de glucosa se utilizd un paquete para el diagndstico
iuzimit:h;o de gluccss en suero GOD-PAD (marcas Lakeside y Erlick)
Grét, 2).

Para la cvuentificacidn de los diferentes azicares se construyeron
tres curvas patrén: la curve para D-xilosa, 1la curva para
L-srabinosa y la curva psra las hexosas. Esta dGltima curva
resulté de la integracidn por regresidn lineal de las curvas pars
almidén, celobiosa, maltosa, sacarosa, glucosa y fructosa; la
intregracidn pudo realizarse debido a que la difereancia eantre las
diferentes curvas de las hexosns no fueron significativas
estodisticamente, observéadose un coeficieste de variacién entre
tales curvas del 6% (Grdaf. 1),

Los datos de ebsorbsncia de cada muestza fueron aplicados en las
ecuaciones de les curvas respectivas y el cdlcole de la
concentracién del azicar em la mueatra se realizd considerando el
factor de dilucidéa. Las ecuaciones para los diferentes azucares
50m: :

HEX03AS {H)}s ©C=A-0,0047/0.031

XILOSA {X): €=A-0.037/0.0137

ARABINOSA (4): C=A-0.05/0.0073

Donde G = concentracién y A = sbsorbancie registrada s (§20nm).
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5.6.4 DETERMINACION DEL pH.

El pR del medio de cultivo fue medido con un potencidmetro
digitsl warca Beckman modelo 3500.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Bl anilisis estadistico de los diferentes tratsmientos se
realizd mediante la aplicacidén de la prusba de comparacidén
sultiple de medias LSD, con una gignificancia de 5%.

En esta prueba se forman grupos homogéneos, es decir grupos entre
los que no existe diferencia significativa. Tales grupos se
representan como una columna vertical de asteriscos (#), donde
cada elemento del grupo presenta un asterisco (#).

La diferencia significativa entre grupos se entiende por la
susencis de traslapamiento cntre los grupes homogeéneos,

Cuando existe traslapamiento por algunos de los miembros de los
grupos homogéneos, estos indicaren cierta semejanzs entre los
grupos y podran constituirse como ut grupe homogéneo intermedio.

Cada dato procesado graficamente o en tsblas es el resultado de 4
lecturas. El valor de coeficlente de varlacidn del 25% se
establecid como limite miximo para considerar que existia
reproducibilidad entre los resultados microbiolégicos.
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.6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 SELECCION DE LA CEPA.

El modelo biolégico para realizar la presente investigacidn fue
elegido de entre tres cepas de Dacrymyces deliquescens con las
cuales se contaba. Los criterios para la selecci%n de una de las
cepas incluyexon: 1) produccidn y productividad especifica mdxima
de carotenoides Yy iil) composicién de los carotenoides
sintetizados.

En el perfil de crecimiento de las diferentes cepas (Grif.
3) se aprecidé el establecimiento de la fase estacionaria a los
8 dias de la fermentacién. ElL anilisis estadistico del
cracimiento médximo {(anexo, p.79) indicd que el crecimiento entre
las cepas FSC-307 y BM es similar entre si, pero diferente si se
compara con la cepa ATCC-13292, siendo mayor para esta iltima
cepa.

La cinética de produccién de carotenoides por las diferentes
cepas (Grdf. 4) mostrd el méximo de produccidn a los 9 y 10
dias de la fermentacidn en medio MMs. Se destaca la produccidén de
carotenoides (986 pg/g de biomasa peso geco) por parte de la cepa
ATCC-13292, siendo dos veces mayor que el obtenido por las cepas
FSC-307 y BM (480 y 475 yupg/p respectivamente). A su vez, la
productividad especifica fue de 110, 48 y 53 ug/g peso seco/dia
para las cepas ATCG, FSC y BM respectivamente. El andlisis
estadistico (anexo, p.79) de los datos de produccidén mdxima
reveld que no existen diferencias significativas eatre Jlos
titulos de carotenoides de las cepas FSC y BM ¥ que éstos fueron
a su vez diferentes a los de la cepa ATCC-13292,

Para comparar el perfil de pigmentos presentado por 1las
diferentes cepas, se obtuvieron barridos espectrofotométricos
(Grdaf. 5) de extractos saponificados y no saponificados en
hexano. Los barridos presentaron picos de absorbancia igusles,
independientemente del tratamiento alcalino, lo cual indicé
una composicidn cualitativa de los pigmentos muy similar. Esto
se confimmé mediante el andlisis de los difexentes extractos
por HPLC (Gréf. 6), logrdndose identificar los siguientes
carotenoides: B-caroteno, como el principal carotenoide;
cantaxantina, criptoxantina, luteina, y un pigmento desconocido
al que se le llamo M"A", y que fue el mds importante de las
xantofilas por su cantidad en los extractos. Como se observa en
la Graf, 7 1la cosposicién y proporcidén de cada pigmento se
conservé para los diferentes medios minimos utilizados en este
trabajo,

Los resultados obtenidos del andlisis cualitative por HPLC

coinciden parcialmente con los publicados por Orange and Moncloir
(1961) para los miewbros de 1a familia Dacrymycetaceae, ya que
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Grat.7. Anillsis cualitativo por HPLC dsl pertil de carote-
noldes de diferentes cepas de Dacrymyces deliquescens,
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estos autores no contemplan la presencia de luteina reportada en
este trabajo y anteriormente por Nelis and De Leenheer (1969)
para Dacrymyces deliquescens; suvnque estos Gltimos autores,
mencionan la presencia de zeaxsntina, violaxaotina, toruleno y
torularhodina, pigmentos que no reveld el andlisis cromatogrifico
en finguno de los extractos de nuestra cepa., Cabe mencionar que
el barrido espectrofotométrico del pico A (Gridf, 6) mostrd
mAximos de absorbancia en 426, 450 y 480 nm en hexano, pudiendo
corr der a viol ina o un epdxido de luteina de acuerdo
con Britton (1985).

Las diferencias cualitativas y cuantitativas encontredas hasta
aqui con respecto a lo publicedo por Orange and Monciair (1961),
gon explicables desde el punto de vista de la composicién del (&
los) medio(s) que se utiliza(n) en este trabajo y los utilizados
por ellos. asi come por las condiciones de iluminacién y
sgitacién que también fueron diferentes, y que estos mismos
investigadores afirman que influyen directamente sobre la
sintesis de carotenoldes especificos.

De acuerds con estos resultados se sgelecciond a la cepa
ATCC-13292 para el desarrollo del presente trabajo.

6,2 TAMANO DEL INOCULO Y TIEMPO DE FERMENTACION

Para acortar los tiempos de produccidn mdxima de carotenoides
{(disminuyendo asi los riesgos de contaminacién), se probarom
diferentes camsiios de {ndculo.

Los perfiles de crecimiento con indculos de 0.03, 0.05 y 0.10
mg peso seco de biomasa/ml de medio (Grdf. B8), mostraron
diferencias en el tiempo en el que s5e alcanza la fase
estacionaria de crecimiento siendo de 7, 5 y 4 dias para cada
indcule respectivamente, No obstante el anterior resultado el
crecimiento wmdximo no se afecté de manera importaate.

En cuanto a la preduccidn de carotenoides (Grdf. 9) el miximo de
produccidén qus se alcanzé fue similar para los diferentes
indculos, sin exbargo el tiempo en el que se alcanzd dicho
miximo de produccidn disminuyé en relacidn inversa al tamafio del
indculo, lo cual se vid reflejado en las productividades
especificas (Gréf. 10)., Y esto es légico si se entiende que la
produccidn de 1os carotenoides estd parcislmente asociada al
crecimiento del hongo (Ruddat and Garber, 1983).

Con base en estos resultados se optd por el indculo de 0.10 mg/ml
para el desarrollo de las posteriores fermentaciones, ya que con
dicha biosasa inicial se alcanzeria el mdximo de crecimiento (3.3
mg peso geco/nl en promedio) a los 4 diss de fermentacién y la
produccion séxins de carotenoides (de 1396ug/g de peso seco en
pronedic) a los 6 dias (foto 1).
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Cabe mencionar que durante las fermentaciones siempre se observd
un solo pico de produccidn, ocurriendo la principal acumulacida
de pigmentos degpuds de que se alcanz$ la fase estaclonaria lo
cusl es congruente con lo reportado por Ruddat and Garber (1983)
y que habla de los carotenoides como metsbolitos secundarios.

6,3 MEDIO DE CULTIVO Y pH INICIAL

Para poder realizar un mejor estudio del efecto de la fuente de
caxbeno, se requiere trabajar con un medio quimicamente definido,
de tal modo que se evite la interferencis-de fuentes complejas de
carbono y aitrégeno.

El wedio minimo balanceado definido (MMbd) fue probado en su
capacidad para soportar el crecimlento y la produccidn de
carotenoides de D. deliquescens (cepa ATCC-13292). Este medio
tiene 1la particularidad de contener un andlogo del dcido
succinlco  (dcido  2,2-dimetil succinico dinminozido). Los
resultados a lo largo de este trabajo muestran que el MMdb
permite el crecimiento y la carotenogénesis, inclusive en la
misma coaposicidén cualitativa y cuantitativa a la obtenida en
medio completo.

Con el fin de observar el efects del andlogo sobre el
crecimjento, la carotenogénesis, el consumo de la fuente de
carbono y la evolucidn del pH del medio, el MHMdb se modificd
mediante la sustitucidn del andlogo por dcido succinico (MMs) en
su ceso y por la eliminacidén del andlogo (MM) en otro, Para este
estudio se utilizaron como controles los medios MMdb-sin glucosa
y el MMs-sin glucosa.

Los perfiles de creclmiento (Grdf. 11) indicaron que el andlogo

no es metsbolizable {(MMdb-sin glucosa); mientras que el
deido succinico, en el medic MMs-gin glucosa, es utilizado como
fuente de carbono, pero dada la concentracidn en la que sge

encontraba (0.034) el crecimiento fue limitado. En cuanto a los
medios MMdb, MMs y MM no se observS diferencia estadistica
{anexo, p.B8l) entre el crecimiente mdximo presentado por el
hongo, alcanzando en dichos medios, pricticamente, los mismos
niveles de biomasa y la fase estacionsria a tiempos similares de
4 dias de fermentacién.

'Ea cuanto a la produccidén especifica de carotenoides (Grdf, 12)
se observéd que el dcido 2,2-dimetil succinico y el dcido
suceinico no influyeron sobre la carotenogénesis en presencia de
glucosa (MMdb y MMs), ya que los niveles méximos de produccidn
especifica fueron semejantes y sin diferencia significativa
respecto al MM (anexo, p.81). Ahora bien, cowo se puede apreciar
en la cinética del control MMdb-gin glucoss, el andlogo del dcido
succinico no es metabolizeable y en consecuéncia tempoco es carote
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nogénico:; por otra parte, el dcido succinico es una fuente de
caxbono carctenogénica aunque la produccidén de carotemoides
soportada por éste es muy baja.

Con respecto a los perfiles de consumo de glucosa (Griaf. 13) se
obgervé que la presencia del andlogo de succinico retrasé el
consumo de glucosa y en un menor grado se observé también el
mismo efecto por parte del dcide succinico; sin embargo este
efecto sobre el consumo de 1a fuente de carbouo no alters de
wanera importante ni el crecimiento ni la produccidn especifica
de carotenoides como se menciond arriba., Una vez que se inicia el
consumo de glucosa este consumo presenté una pendiente semejante
en todos los medius probados.

EBa los perfiles de pH del medio (Grdf. 14) se puede apreciar que
el anilogo en presencia de glucosa, participa como un
amortiguador de los cambios de pH en el medio de cultive
mantenlendo este constante (4.5) y este mismo perfil se conservd
para el medio MMdb-sin glucosa. En el MMs-sin glucosa se
ohservd una tendencia hacia la alcalinidad a partir del 5% dia de
la fermentacidn; este aumento en el pH puede ser explicado por la
1isis celular que libera moléculas bdsicas y que afectan el pH &
también an terminos de algin cambio en el metabolismo por parte
del microorgAnismo, Este comportemiento en el cambio del pH
hacia valores alcalinos se ha observado en cultivos de Blukeslea
trispora con celobiosa como fuente de carbono (Dholakia and Modi,
1982;.

En los medios MM y MMs, los cuales contienen glucosa, el pH cayd
rdpidaneate durante los primeros dos dias a los valores més
bajos (sproximadamente 1.7), manteniéndose asi durante el resto
de la fermentacidn.

pado que los niveles de produccidn en los medios con glucosa como
fuente de carbono no se modificaron en presencia o en ausencla
del dcido, 2,2-dimecil succinico, se puede afirmar que el cambio
del pH, entre valores de 6.2 y 1.7, a lo largo de la fermentacidn
no afecta el crecimieato ni la carotenogénesis en el hongoe D.
deliquescens, lo cual coincide con los reportado por Orange and

Hontelair (1961).

£l andligis cualitativo por HPLC de los diferentes medios,
YM-1liquido, HMdb, MMs y MM (Grdf. 7) mostrd que la composicién y
la proporcién de los carotenoides presentes es muy semejante;
por lo que se puede decir que el medio minimo presenta los
nutrientes nccesarios para la carotencgénesis por el honge y que
en €1 la glucosys es el nutriente que soportas la produccidn de
carotenoides y el crecimiento del microorganismo.

Para analizar el efecto del pH inicfal (pHi) sobre 1la
carotenogénesis se manejaron los MMdb y MM a pHi de 4,5 y 6.0,
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Los perfiles de crecimiento (Grdf. 15) y valores mdximos
alcanzados en los mismos fueron semejantes (onexo, p.83) para los
medios conteniendo glucosa, en los cuales se lleg6 a la fage
estacionaria pricticamente el mismo dia (sto dia) de 1la
fermentacidn. El medio MMdb-sin glucosa fue utilizado como
control y en el no se presentd crecimiento,

Para los perfiles de produccidn especifica de carotenoides
(Gredf. 16) se observé un comportamiento similar en la
carotenogénesis para los diferentes medios a diferente pHi. Los
medios MHdb y MM presentaron cinéticas sesmejantes al alcanzar
ambos  los miximos niveles de produccién al 5° dia de
fermentacidn, independientemente del pHi. El andlisis estadistico
(anexo, p.83), no indicd diferencias significativas entre los
niveles siximos de produceién especifica de carotenoides
alcanzados por estos medios con un pHi de 4.5 y 6.0. Asi se
llega a la conclusién de que el pHi y 1la caida ea el pH
observada en lss fermentaciones no afectan al crecimiento ni e la
produccidén de carotenoides. Obsérvese que el medioc sin glucosa
(MHdb-sin glucosa) vo mostrd produccidén de carotenoides.

En cuonto al consumo de glucosa (Grdf. 17) se observé que el
patrén de consumo en los medios conteniendo este azicar como
Gnica fuente de carbono (MM y MHdb) no se slteré por efecto del
pHi, presentandose el mismo comportamiento para el MM y para el
MMdb a los dos pHL (4.5 y 6.0) respectivamente y que las
diferenclas eontre estos medios son explicables por efecto del
andlogo del dcido succinico, como se observa en la grifica 13,

Ahora biem, Jlos perfiles de pil (Grdf. 18) fueron similares para
el mismo medio independientemente del pHi; asi, los medios MM
presentaron una caida de pH a valores cercanos a 2.0 durante los
primeros dos diss de la fermentacidn y se mantuvieron en este
nivel sin cambiocs importantes durante el resto de 1la
fermentacidn., El medio MMdb se mantuvo a pHi 4.5 durante la
fermentacién. Y el MMdb con pHi de 6.0 presentdé una caida hasta
valores de 4.5 manteniéndose en este nivel por el resto de la
fersentacién. Finalmente 1los ‘medios MMdb-sin glucosa,
practicamente, po experimentaron cambio en los valores de pHi; la
tendencia hacia la alcalinidad mostrada por el MMdb-sin glucosa
con pHL de 6,0 ecn los dltimo dies de la fermentscién puede ser
explicada por la liberacién de metabolitos, que actdan como
bases, 8 consecuencia de la lisis celular, o también a un cambio
en el metabolismo, dado que esta tendencia em msyor o menor
medida también se observa en los otros zedios minimos utilizados.

De manera general se puede afirmar que en el hongo D.
deliqueacens, la glucosa soporta 1la carotenogénesis y el
crecimiento, osi misma, el cambio en el pll es zesultado del
metabolismo de esta fuente de carbono que trae como consecuencia
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la liberacién de dcidos orgdnicos al medio y consecuentemente
éate se acidifica, a menos que exista un amortiguador como el
dcido 2,2~dinetil succinico con la capacidad de neutralizar los
productos de la glucdlisis; asi cambién, se observé que en el
momento que la glucosa priacticamente se agota en ¢l medio de
cultivo, el microorganismo deja de crecer para entrar a la fase
estacionaria; finelmente, la produceién de carotenoides esta
parclalmente asociada al crecimiento y el mayor almacenamiento de
carotenoldes se observs cuando se alcanz$ la fase estacionaria
de crecimiento y la glucosa se agotd en el medio, viéndose
entonces limitada la carotenogénesis por la falta del azdcar.
Estas observaciones coinciden con los resultados publicados por
Johnson and Lewis (1979), Goodwin and Willmer (1952), Vencher snd
Kulikova (1968), Hsu at al. (1974), Hashimoto et al. (1978) y
Davies (1973).

Es de considerarse que los perfiles de variacidén del pH en los
medios sin smortiguador, obtenidos en este trabajo, asi como la
ausencia de efecto por parte del pHi y las variaciones mismas del
PE a lo largo de 1a fermentacién sobre el crecimiento y
carotenogénesis en el hongo D. deliquescens ha sido reportada
canbién por Orange and Monclair para el caso de 1a familia
Dacrymyceataceae (1961) para un rango de pH entre 2.1 y 8.5.

6.4 CONCENTRACION DE CARBONQ Y CAROTENOGENESIS

La fuente de carbono per se o algin producto del metabolismo de
ésta, pueden tener diferentes efectos regulatorios sobre la
produceién de metabolitos secundarios; los efectos pueden ser
divididos en dos grupos: a) efectos uegativos que incluyen a la
represidn catabdlica y la inhibicidn o inactivacién enzimitica;
¥ b) efectos positivos comoe la induccién y la activacidn, Estos
efectos pueden llevarse a cabo a través de diferentes mecanismos
regulatorios (Tabla 4) que inciden sobre la sintesis de enzimas o
sobr;a la actividad de las enzimas existentes .(Sdnchez y Farrés,
1987).

Por otra parte, es sabido que la concentracidn de un determinado
nutriente en el pedio es un factor importante para evidenciar
el efecto que éste puedas tener sobre la sintesis del metabolito
de interdés., En este caso, la sintesis de carotenoides no es la
excepcidn; por ejenplo, Johnson and Lewls (1979) reportan la
supresién en 1la sintegis de astaxantina en Phaffia rhodozyma
cuando 8e utiliza glucosa como tGnica fuente de carbono a
concentraciones iguales o mayores que 4%; por su parte Dandekar
and Hodl (1980) sugleren la existencia de represién catabdlica en
1a formacién de O-caroteno por Blakeslea trispora cuando se
dtilize gluecosa en concentraciones de 5.4%.
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Tabla 4. M Wlamos regul ios del metaboliamo
general (Sanchez y Farrés, 1987).

Activacion

inactivacién catabdlica
Inducclién

Inhlbiclén por producto
Modulaclén catabélica
Parmeabilldad

Regulaclén por carga energética
Regulaclén por enzimas
Reguiacién por vias cruzadas
Regulaclén de ta sintesls de RNA por aminodcidos
Represlén catabéllca

Represlén nitrogenade
Represién por producte
Represion transitorla



Debe considerarse sin embergo, gque el efecto de la fuente de
carbono sobre la produccidn de carotenoides, depende tanto de la
naturaleza de eata fuente y de su metsbolisme, come de la
sensibilidad particular de cada sistema a la misma, de tal forma
que un sustrato dado no siempre tendrd el mismo efecto sobre la
carotenogénesis en diferentes microorganismos.

Por la existencia de mayor informacién del efecto de 1la
concentracidn de glucosa gobre la carotenogénesis en particular y
sobre otros metsbolitos secundarios en lo general {Escalante et
al., 1982, Escalante, 1988), ademds de que glucosa es la dnica
Tfsente de carbono en 1los medics minimos utilizados en esta
investigacidn, se decididé prober si exiastia algin efecto de la
concentracidn de glucosa sobre la sintesis de carotenoides en el
honge D. deliquescens. De existlr algun efecto, se estableceria
la concentracidén a la cual se ejerce tal accidn como la
coneentracidn a ser probada para observer la existencia de
posibles efectos por parte de otras fuentes de carbono .

En cusnto 8l efecto de 1la concentracidn de glucosa sobre el
crecimiento del honge (Grdf. 19), se observé que la concentracidn
del azicar parece no haber tenido efecto sobre los niveles
miximos de crecimiento (enexo, p.85), alcanzando en tiempo
semejante la fase estacionaria, inclusive.

En cambio, la produccidn especifica de cavotenoides en diferentes
concentraciones de glucoss (Grdf. 20) como Unica fuente de
carbono se vid disminuida al aumentar la concentracidade 1 a §
y 10% (anexo, p.85). AL mismo tlempo fue evidente la existencia
de un retardo en el iniclo de 1la sintesis de carotenoides
conforme se incrementd la concentracida del azdcar, lo cual
repercutid en una disminucidn de la productividad especifica de
carotenoides en concentraciones altas del azdcar. Cabe destacar
que unn vez que se inicid la siutesis de carotenoides, désta se
mantuve con una pendiente scmejante independientemente de la
concentracién de nzicar empleado; esto puede explicarse como
consecuencia de la urilizacidn del carbohidrato que es la fuente
de carbeno para la sintesis de los carotenoides, ya que la
pendiente del conguwaro de la glucosa como fuente de carbono fue
muy gemejante a la condicidén de glucosa de baja concentracidn,
une vez que el efecto supresivo temming.

El andlisis cualitative del contenido de pigmentos {por TLC) para
las diferentes coundiciones de concentracidén del azicar (foto 2),
mostré que los carotenoides sintetizados son los mismos, y que se
mantiene la misms proporcidn entre los distintos carotenoides

presentes. En otxas palabras, 1la composicién s58lo se vid
alterada cunntit.ntivamente por efecto de la concentracién de
glucosa. En P r que el efecto negativo

de la concentrocién de glucosa sobre la sintesis de catotenoiden
se podria ejercer sobre los primeros pasos de la via de
sintesis. .
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Cabe mencionar que en los perfiles de produccidén especifica de
carotencides se’ observan las etapss de deseparicién gradual
iniciasl, sintesis y acumulacién, mantenimiento y por dGltimo,
diaminucidén de carotenoides reportada poxr Goodwin and Willmer
(1952), Hsu et al. (1974), van Eijk et al. (1979) para hongos y
levaduras. La etapa de desaparicién gredusl inicial, que se
observd en los primeros dias de fermentacidn, se debié a un
efecto de dilucién de carotenoides ya que, aun y cuando el
indcule presentsba una cantidad alta de carotenoides, el
microorgonismo se dedicé a crecer mds que ha sintetizar los
uismos. La sintesis de carotenoides se inicid al segundo dia de
la fermentacién, cuando el microorganismo esta en franco
crecimiento y fue en consecuencia, paralela al crecimiento;
posteriormente, cuando el crecimiento cesa por limitacién de la
fuente de carbono, se dié 1a etepa de acumvlacidén de
carotenoides, hasta que ge alcanzé un pico mdximo y finalmente
sobrevino la desaparicién de pigmentos por degradacidn.

6.5 EFEGTO DE LA FUENTE DE.CARBONO:
6.5.1 CRECIMIENTO.

De manera general los carbohidrates, de entre las fuentes de
carbono probadss, soportaron los mds altos niveles de crecimiento
por el Hongo Dscrymyces deliquescens (Grdf 21, I). Se observd,
también, que la concentracidén de la fuente de carbono tuvo efecto
sobre el crecimiento del hongo (Tabla 5). Agi, en
concentraciones de 5% de maltose, fructosa, almidén, arebinosa,
sacarosa, de. citrico, entre otras fuentes de carbono, se observé
un incremento en los niveles miximos de biomasa alcanzados por el
hongo, cosparativomente con los resultados obtenides en cstas
nismag fuentes de carbeno en concentraciones de 1%. En el caso de
celobiosa y glicerol el efecto sobre crecimiento fue el inverso
al descrito arriba, En cambio no se observé mningun efecto sobre
crec¢isiento, dindep de la tracién de la fuente
de carbono, cuando se crece sl hongo en xilosa, glucosa y dcido
succinico.

Bl dcido butirico y oleico no permitieron el crecimiento del
hongo independientemante de la concentracién utilizada, 1o cual
puede reflejar un problema de trasporte de tales fuentes de
carbono. Por otra yparte, entre los dcido orgdnicos el méximo
crecimiento se presentd en el dcido acético seguido por los
dcidos citrico y succinico en condiciones de 1% de la fuente de
carbono y 1u psacuencia se invierte para estos dtimos en
condiciones de 5% (Grdf. 21, I). Ahora bien, mientras que el
dcido succinicn es8 una fuente de carbono que permite un
creciniento moderado en la levadura  Phaffia, soporta um
creciniento pobre en el hongo D. deliquescens.
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£n términos de rendimiento relativo de biomasa, (mg peso seco de
biomasa | mg utilizados de la fuente de carbono) para cultivos en
coancentracion de 1% de la fuente de carbono, la glucosa registrd
los méa altos niveles, seguida de la celobiosa, la xilosa, la
fructoss y la maltosa en este orden (Tabla 5; Graf. 21, II).
Estos resultados concuerdan parcialmente con los reportados por
Jhonsion and Lewis para la levadura carotenogénica Phaffia
rhodozyma (1979), en el sentido de que glucosa, seguida
celobicsa son las fuentes de carboro que en una coocentracidén de
1%, soportan los mdximos rendimientos de biomasa,

Sacarosa y L-arabinosa fueron los azlcares que presentaron el
crecimiento mds bajo, aungque un incremento en la concentracidn de
tales azicar favorecid el creeimiento. Asi mismo, para estos
carbohidratos los titulos de azicar residual indicsn que la
ssimilacién de estos azucares, junto con fructosa, es también
baja en relacién 8 los otros sacdridos probados (Grdf, 21, Ty
iX; Tobla 35).

Mientros que en Phaffia rhodozyma L-arabinosa permite el doble
de crecimiento que D-xilosa, en Dacrymyces deliquescens
D~xilosa permitié 3 veces mayor crecimlento que L-arebinosa. Cabe
mencionar que D-xilosa soportd la tercera parte del crecimiento
de pPhaffia que sge obtiene en glucosa; mientras que para
Dacrymyces deliquescens el crecimiento alcsnzedo en D-xilosa y
D-~glucosa es sdgemejante, 1lo onterior permite suponer diferencias
regulatorins metabSlicas importantes entre dichos microorganismos
carotencgénicos.

Ahora bien, wmientras que Dacrymyces deliquescens alcanzé valores
similares de crecimiento cuando se cultiva en D-glucosa, D-xilosa
en ombas concentraciones manejadas y ~en mdltosa y fruetosa en

condiciones de alta concentrscidn (5%); otro hongo
carotencgénico llanado Phycomyces  blukesleeanus en dichos
azucares olcanza niveles semejantes de crecimiento en

condiciones de concentracidén de 1% (Goodwin, 1959}, De taeles
resultados podemos inferir que también existen diferencias
metabdlicas importantes para 1la utilizacidén ca de msltosa y
fructosa como fuentes carotenogénicaes entre tales hongos.

Finalmente el sumento en la concentracidn de glicerol en el
medio, parecid suprimir en cierto grado el crecimientode D,
deliquescens; a diferencia de lo que ocurre en Rhodotorula
rubra, donde ecste compuesto es la mejor fuente de carbono

TCoodwin, 1959).

En conclusidn los carbohidratos cuando se utilizan coao inlca
fuente de carbono soportsron los miximos crecimientos, a
diferencia de lo que ocurrid con los dcidos orgdnicos y el
glicerol, donde los valores de biomasa alcanzados fueron muy
bajos. Pox otra parte, ei consideramos que los carotenoides son
productos del metabolisac secundario que se gintetizan
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Tabla. 5. RENDIMIENTOS

FUENTE DE CONC. BIOMASA CONSUMO CDES  RENDIMIENTOS (%)

CARBONO (%) {mg/ml} {mg/ml) tug/g) CDES BIOMASA
GLUCOSA i 2.12 7.4 80s 2.2 28.§
GLUCOSA 5 2.36 11.0 564 6.1 21,6
FRUCTOSA 1 0.97 3.9 246 .6.8 24.9
FRUCTOSA 5 2.13 13.0 424 3.3 16.4
SACAROSA 1 0.43 2.8 77 13.4 18.3
SACAROSA & 0.88 16.0 748 4.7 6.1
MALTOSA 1 1.49 7.1 216 a.0 21,0
MALTOSA 5 2.75 20.0 7689 3.8 13.8
CELOBIOSA 1 2.30 8.1 718 8.8 28.8
CELOBIOSA 5 1.80 22.0 882 4.5 8.6
ALMIDON 1 0.88 5.3 302 5.7 168
ALMIDON & 2.20 22.0 770 3.6 10.0
ARABINOSA 1 0.36 2.8 276 8.9 12.9
ARABINOSA 5 0.585 11.0 350 3.2 5.0
XILOSA 1 2.02 8.0 601 7.5 25,8
XILOSA 5 1.99 320 1144 a.6 6.2

CONG., CONCENTRACION DEL AZUCAR.
CDES, CAROTENOIDES.



conjuntamente con el c:eci.iento del -icroo:gania-o productor,
enteadexeaos el p el crecimiento es bajo existe
tasbién una produccién baja de carotencides. Finalmente cabe
destacar que ninguma de las fuentes de carbono probadas tuve
ningiin efecto negativo por concentracidén sobre el crecimiento de
D. deliquescens, aunque los rendismiento dissinuyeron com el
Incremento de  la concentracién de 1la fuente de carbono, en el
caso de los azucares (Tobla 5).

6.5.2 CARDTENOGENESIS.

La produccién especifica de carotenoides por el hongo D.
deliquescens dependié de la fuente de cerbomoe y 1la
concentracidén utilizada de 1a misma {(Grdf. 22). Como puede
observarse en el andlisis estadistico de Ia produceién
especifica de carotenoides por D. delignuescens (anexo, p,87)
pocos son los grupos conformados por 2 o fuentes de carbono
entre los que no existen diferencias significatives; de manera
generalizada cada fuente de carbono probada y cada concentracidn
de dicha fuente de carbono (1 y 5%) presenta diferencias
significativas que las ubican como un grupo aparte.

Sélo existen 3 grupos de produccidn especifica cuyas fuentes de
carbono y conceantracién son perfectemente distinguibles e
independientes, dichos grupos son: 1) D-xilosa (5%), 1)
celobiosa (5%) y TIl) D-glucoea (1%X), en orden de mayor & menor
produccién, Adends de estos grupos de produccidn de carotenoidea
se forma, como consecuetcia del rango de produceidn especifica
soportade por cads fuente de carbono probada en 1las
concentracidnes esgtablecidas, un gradiente en el existe un
traslapamiento entre lss producciones. Dentro de este gradiente
de produccidén se encuentran otros 15 grupos, entre los que se
incluyen a los grupos conformados de la siguiente forma: a)
alniddn (5%) y maltosa (5%), h) arabinosa (5%) y almidén (1%), c)
de. citrico (5%) y dc. succinico (5%), d) glicerol (5 y 1%) y de.
succinico (1%), y e} dc. scético (1 y 5%), éc. butirico (1 y 5%)
y dc. oleico (1 y 5%) en orden de mayor a menor produccidn; el
resto de las fuentes de carbono en su respectiva concentracién
forman grupes independientes,

Si se establece arbltrariamente la  D-glucosa, en una
concentracion del 1%, como la fuente de carbomo con un
rendimiento de carctenoides del 100%, se observa que todos los
azicares probsdos, excepto la sacarosa, son menos eficientes que
la D-glucosa para promover la carotenogénesis {Tebla 5),
Oservéndose, tsmbién, que la glucosa e8 una de las fuentes de
carbono con los mejores rendimientos de carotenides (mg
produccidn especifica de carotenoides/mg de azicar).
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Qrat.22, Efecte do fa fuonte de carbono y su concentraclon
aobre la produccion eapecifica de cnrotenoldes por
Dacrymyces doligunscoens (ATCC-13202). Q, glucoas; £, lruc-~
tosa; S, ancarosa; M, maltoaa; €, ceolablosa; A, almldén; R,
arabkinosa; X, xllosa; s, acldo succinico; a, iAcido acatico;

¢, dcldo clitrico; g, glicorol; o, &cido olalce y b, acldo
butisico.



Cuando se utilizan los mismos azicares en una concentracién del
5%, Be observa que la D-xilosa y la celobiocsa resultan en uas
mayor  produccidn especifica (121 y 105% respectivamente) que la
D-glucosa al 1X -, mientras que con los demds azicares y fuentes
de carbono se cbtieuen produccicones inferiores.

En general se ocbservéd que la fuente de carbono en 1la cual se
obtuvo la mayor produccidn de carotenoides es la D~glucosa cuando
se utilizéd a baja concentracidén (1%), sin embargo este
monosacdrido en alta concentracidn (5%) ctuvé un efecto negativo
sobre la sintesis de pigmentos, disminuyendo su produccidén
especifica hasta en wun 40X. Efectos negativos por concentracidn
de glucosa sobre la produccién de carotenoides han sido
reportados por Dholakia and Modi (1980) y Johnson and Lewis (19
79).

Por su parte D-Fructosa resultd ser el monosacdrido del grupo de
las hexosas com la mds pobre produccidn de carotenoides (Graf.
22}, Tal resultado es equiparable con el publicado para
Phycomyces blakeslecanus, en el sentido de que esta fuente de
carbono permite menores producciones de carotenoides que la
glucosa (Goodwin, 1959).

La D-xilosa en alta coancentracién (5%} pernitié 1a mis alta
produceidn de carotenoides, si se compara con las otras fuentes
de carbono utilizadas en este trabajo. La produccidn especifica
obtenida cusndo se utilizd D-xilosa en una concentracién de 1% se
situa por debajo de la obtemida con  D-glucosa a 1X de
concentracidn.,  En tanto que un aumento en la concentracidn del
azlicar permitid un incremento ea la produccién de carotenocides,
tal efecto positivo de 1la concentracidn, puede ser explicado en
términos de produccidn de poder reductor (NADPH) generado por el
metabolismo de la D-xiloga a través de la via de las pentosas,
y que es importunte en la produccién de carotencides. Los
rendimientos de produccidn especifica para esta pentoss, sin
embargo, cayeron por debajo de los obtenidog para glucosa (Tabla

La D-xilose, en cambio, es una fuente que éoporr.s una mediana
produccidén en Phaffian (Jhonsen and Lewis, 1979) y en Phycomyces
blakesleeanus ~(Goodwin, 1959).

La L-arabinosa permitld en Dacrymyces deliqugscens una produccidn
especifica pobre dc entre las obtenidas para los azucares
probados, aunque se distingue un efecto positivo de la
concentrecidén de reate azicar sobre la carotenogénesis y el
crecimiento. Sin embargo los rendimiemtos de produccidn een
condiciones de baja concentracién de 1la fuente de carbono lo
ubican en tercers posicidén, siguiendo s la glucosa; es decir hay
una canalizacién importante del azucar consumido hacia 1la
sintesis de pigmentos. A diferencia de lo observado aqui este
agucar Phaffia permite una produccién equiparable a la de
glucosa (Jolnson and Lewis, 1979).
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D-Celobiosa con una concentracidn de 5% fue el disacdrido en el
que la produccidn de pigmentos se situd en lugar intermedio
entre la D-xilosa (5%) y lu D-gluccsa (1%) y cuya concentracida
tembién tiene un  efecto positivo eobre la carotenogénesis. En
rendimientos de produccién D-celobicsa supera a la D- xilosa
(Tabls 5). En casbio, para Fhaffia rhodogz, D-Celobiosa es la
nejor fuents de carbono para l1a produccidn de carotenocides
(Johnson and Lewis, 1979): y cusndo se utiliza en cultivos de
Blokeslea trispora resulta en un incremento de 10 veces la
produccida  de carotenoldes en comparacién com D-glucosa. En
general el efecto positivo de D-celobiosa sobre la sintesis de
carotenoidss se explica por la lenta libekYacidn de D-glucosa , lo
cual iopide que se obaerve el efecto negativo que 1la glucosa
tiene sobre ls carotenogénesis cn Phaffia rhodozyma, en Blakeslea
trispora (Dholakia and Modi ,1982) y en Dacr ces deliquescens.
Esta explicacidén también podria ser vali para el efecto
positivo de la concentracién sobre la carotenogénesis en
Dacrymyces deliquescens cuando se utilizé como dnice fuente de
carbono almiddn, D-maltosa y D-sacarosa.

La s+ @& una racidén de 1%, por su parte presents
los mis altos rendimientes en produccidén especifica sguperando a
la glucosa; y en condiclones de 5% el rendimjento es muy
semejante 8l de glucoss en la misms concentracidn.

Entze los dcidos orgdnicos probados, el dcido citrico soportd la
mayor produccidn de carotenoides. Mientras gque el acetato fue la
fuente de carbono que generd los mds bajos niveles de
carotenoldes, independientemente de la concentracidn utilizada,
El incremento en la concentracién de dcido citrico tuvo un efecto
negativo sobre la sintesis de carotenoides. Por su parte, el
incremento en la concentracidn de dcido succinico parece haber
tenido un efecto posttivo sobre 1la carotenogénesis en b,

deliquescens,

£l glicerol en sabas concentraciocnes probadas (1 y 5 X), rindié
producciones bajas de carotenoides, a diferencia de lo que ocurre
en Blakeslea trispora donde soporta una produccidn mayor que la
permitida por glucosa (Dondekar and Modi, 1980), o como en
Rhodotorula rubra donde es la mejor fuente de carbono
para la carotenogénesis (Schwartz, 1989).

Los dcidos oleico vy  butirico independientemente de 1la
concentracidn probada noe permitieron la  produccidn de
carotenoides. Esto puediera ser explicado en términos de un
problema de transporte. :

Con base en lo oanterior podemos afirmar que Dacrymyces
deliquescens es un microorganismo que f I3 & P
que las maximns producciones se obtuvieron cuando se utilizaron
azucares como ¢nica fuente de carbono. Asi también, este
tiene las enzimas para atacar enlaces tipo a y 8 y persitir la
hidrélisis de los diferentes disacdrides y polisacdridos
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probados. Aunque 1la diferencia en rendimientos de ﬁroducciéu
supone dificultades metabdlicas pars la utilizacién yfo
canalizacidn del azucar a la sintesis de carotenoides.

El andlisis por cromatografia de liquidos (EPLC) de la
composicién de los carotenoides producidos en 1las diferentes
fuentes de carbono y en las concentraciones establecidas
(Grdf. 23) muestra diferencias cuantitatives y cuslitativas ea el
contenido da cerotenos y xantofilas en las diferentes fuentes de
carbono y para las diferentes concentraciones probadas. De manera
general, en todas las fuentes de carbono se sintetizan los mismos
carotenoides sunque en algunas fuentes de carbono y bajo
determinada concentracién la cantidad es tal que aun
registrandoge (el pico) el earotenoide en el cromatograma el
cromatdgrafo no lo integra y en consecuencia no aparece en el
registro cuantitativo, Estos carotenoides son denotados por un
asterisco (*) en la gréfica 23,

Dentro de los monosacdridos utilizados, en b-glucosa ls
composicidn de carotenoides es la misma en ambas concentraciones,
siendo el f-caroteno el principal componente seguido de la
xantofila "A", la luteina y la cantaxentina, en igual cantidad y
finalmente la criptoxantina, En fructosa la composicidn es
semejante a la de gluccsa solo que la dnica xantofila integrada
es la xantofila "A". En L-arabinosa, el S-caroteno también es el
carotenolde predominate y a baja concentracidn del carbohidrato
solo se detecta como xantofila a la criptoxantina, mientras que a
5% del azicar no se detecta esta xantofila y en cambio se
registran luteinn y xantofila "A", en orden decreciente. Para
b-xilosa. el B-carotenc también es el carotenoide predominate y
el unico caroteno detectado; entre las xantofilas, cuande se
cultiva en una baja concentracidén de xilosa destaca la xantofila
"A", seguida de cantnxantinx, luteina y cryptoxantina. En alta
concentracién del azicar el orden es xantofila "A", luteina y
cantaxantina, no se integrS criptoxantina para esta condicidn,

Por lo que se refiere a los disacdridos, en sacarosa se logra
integrar bajas concentracidnes de cantaxantina y criptoxantina.
Fuera de estas xantofilas la composicién es semejante ala
D-glucosa, En maltosa el patrdn de pigmentos es semejante al de
D-glucosa, solo que criptogantina se integré en altas
concentraciones y luteina en bajas. Para celcbiosa, el patxdn es
similar al de glucosaz logréndose integrar a la xantofila "A" y la
luteina.

Para el almiddén el perfil es el mismo que en D-glucosa sdlo que
no se integrd cantexantina,

Dentro de los dcidos empleados, en el dcido guccinico en
concentraciones de 1X predomind de entre los carotenoides la
criptoxantina seguida por la cantaxantina y el B8-caroteno; en
esta condicién las santofilas son los principsles carotenoides.
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Graf.23. Efecto de la tuente de carbono sgbre sl perdit

y la produccidon eapacitica de carotencides per Dacrymyces
deliguascens (ATCC-13292). G, glucosa: F, fructosa; S,
sacarosa; M, maitosa; C, celobiosa; A, aimidén; R, arabl-
nosa; X, xiiosa; s, &cldo auccinico; a, &cldo acético; c,
dcido cltrico; g, glicersl; o, Acldo ofgico y b, 4clde
butlrico. La conceatracidn se indlea como 1, 1% y 5, 5%.
Los analisis de las muestras se reallzaron per HPLC.

() corotencides no Integrades que aparecen en el cromato- .
grama.



En altas coacentraciones la proporcién de carotenos:xantofilos se
invierte y predoaitia el B-cdroteno seguido de la xantofila "A" y
luteina; aun y cuando se registran cantaxantina y criptoxantina,
estas 1no se integran. Para el dcido acético predomina el
B-caroteno  seguido de la cantsxantina; 1la luteina,
criptoxantina y xantofila "A", se registraron en cantidades muy
bajos.

En el dc. citrico las xantofilas superan a los carotenos en la
coaposicidn de pigmentos. La cantaxantina predomins sobre el
B-caroteno en ambas concentraciones. Solo en la concentrscidn de
5% fue posile registrar la presencia de xantofila "A", sin
cmbargo su cantidad es menor que la de B-caroteno,

En glicerol sélo se detectaron carotenoides en alta concentracidén
de la fuente de carbono, Los componentes priuncipales fueron las
Xantofilas, destacando la luteina y la criptoxantina sobre el
B-caroteno; 1a xantofila "A" se registrd en una concentgacida por
abajo del glicerol.

No ge detectan cntocenoides en las condiciones de &c. oleico y
dc. butirico.

Estas diferencias en la composicién de carotenoides evidencian
efectos de regulacidn importantes que dichas fuentes de carbono
ejercen posiblemente sobre el metabolismo de los carotenoides en
el hongo D. deliquescens.

6.6 CARACTERIZACION DEL EFECTO REGULATORIO POR GLUCOSA.
6.6.1 EFECIOR Y EPECTO

Para caracterizar el efecto negativo sobre 12 preduccién de
carotenoides obsexrvado cuando se crece al microorganismo en
glucose comc Gnica fuente de carbono & concentraclones de 5 y
10%; se rellimron adiciones de glucosa sl 5% de concentracién,
a fermentaci o11dnd en condiciones no inhibitorias
para la carotenogénsais, es decir con una conceantracidén de 1% de
glucosa en el medlo de cultivo (MM) como unica fuente de carbono.
Les adiciones se efectuaron en los dias 0, 2 y 3 de la
fermentacidn; estos tiempos se establecieron considerando que el
rdiaparo”, es decir la mayor velocidad, de gsintesis de
carotenoides en el hongo Dacrymyces deliquescens, se inicia el




dia 2 de 1la fermentacidn bajo las condiciones de cultivoe
manejadas. Asi, 1a adicién al dia 0 se coosiderd como countrol
poaltivo del efecto.

Por otra parte ge adiciond el antibidtico cicloheximida en estos
mismos  tieapos, como un control positive de repxeei&n.
considerando que este compuesto inhibe la sintesis de proteinas
de novo y se wmanifestaria por la supresién de la sintesis de
carotenoides (Dandekar and Modi, 1980).

El 2-deoxiglucosa (2-DOG) um andlogo no metabolizable de la
Rlucosa, fue utilizado en este sistema para saber si el efector
era glucosa per se o un producto del metabolismo de la glucosa.
Este sndlogo de glucosa ha sido empleade por Escalante, L., et
al. (1982 y 1992); Demain, A., (1985) y Hodgson, D., (1982) con
el fin de identificar a la glucosa como el efector.

Finalmente, las megclas glucosa-clcloheximida y DOG-cicloheximida
permitirian observar, de existir, el efecto de inhibicidn de la
actividad de lus enzimas existentes que participan en la sintesis
de carotencides.

Los perfiles de produccidn especifica de carotenoides resultantes
de las diferentes adiciones al dia tres de la fermentacidn
(Grdf. 24) mostraron el efecto negativo de la alta concentracidén
(5X%) de glucosa sobre la sintesis de carotencides después de la
adicidn, en comparacidn con la condicidén no supresora cbservada
cuando se utilizd glucosa en una concentracién baja (1%) sin
adicidn posterior.

En las mismas cinéticas de produccidn se observd que las
producciones resultantes 8 la adicién de glucosa y de su andlogo
siguieron un comportamieato semejante en los dias giguientes a la
adicidn, lo cual indica que el efector es glucosa per se y no un
producto de su metabolismo, ya que el 2-DOG no es metabolizable,
Adends es de notarse que la supresidn total de la sintesis de
carotencides duré solo dos dias restableciendose ligeresente a
partir del dia 5 en el caso de adicién .de glucosa y fue
permanente en el caoso del DOG donde el efecto supresivo fue mds
intenso. EL hecho da que la sintesis de caroteneides se inicie
nuevamente sugirié que el efector se do nuev e
una condicidn de no supresidn, lo cual se confirsa con la
disminucida en el pH  (Grdf. 25 Ic), un aumento en el consumo de
glucosa {Graf. 25 IIc), y el sumento en la biomasa {Graf, 26). El
efecto supresivo de glucosa disminuye por debajo de los 38 mg de
glucosa por =l.

Abora bien, la ciclohexinida inhibié completsmente la sintesis de
proteinos de mnove y esto incluy§ la sintesis de enzimss
carotenogenicnn yn gue no se observd aumento en la produccidn
espacifica y volumétrica (Grdf.24 y 27 respectivamente) de los
carotenoides, del crecimiento {Grdf. 26), y del metabolismo de
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@raf.24. Efecto de la adicion de glucosa sobre la produccion
especliica de carotenoides por Dacrymyces deliquescens
(ATCC-13292). A, glucosa {g) 1% {Control sin adicién); B,
glucosa {g) al 5% (cantrol supresivo). Adiclones: G, g 5%;

D. 2-deoxiglucasa (DOG) 5%; E, cicioreximida (CHM) 100ug/ml

e DOG 5%: F, CHM « g 5% y G, CHM (cantrol positivo de repre-

aién). La flecha l'\) Indica ¢! tiempo de la adlcion.
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@raf.25. Etecte de I8 adicién de glucosa sobre e

N pH y I} consumo de glucasa per Bbacrymyces deliquescens
(ATCG-13202). A, glucosa (g) 1% (control sin adici¢n) : B,

g 5% [control supresivo) . Adiciones: C, g 5%: D. 2-deoxi-
glucosa (DOG) 5% E, cicloheximida (CHM} 100ug/mt < DOG 5%;
F. CHM » g 5% y G, CHM (control positive de reprasién). La
flecha () Indica- el tiempo de la adicion.
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Graf,26, Efecto de la adicidon de glucosa sobre el crecimien-
to de Dacrymyces deliguescens {(ATCG-13282). A, glucosa (g}
1% (control sin adicién); B, g 5% {control da supresién).
Adiciones: C, g 5%; D, 2-deoxiglucosa (DOG) 5%; E, ciclo-
heximida (CHM) (100 pg/ml) + DOG 6%; F, CHM + g 5%; y G,
CHM (control positivo de represion). La tlecha (J) indica el
tiempo de ta adicién. "



PRODUCCION VOLUMETRICGA (ug/ml)

3
BIOMASA (mg/ml)

Qrat.27, Biomass VS producclon - volumétrica de carotanaldea,
El vfocto da (a adicién do glucnsa sobro la sintesls do ca-
rolunnides an Dacrymyces deliquescona (ATCC- t3292). A, glu-
cosa (g} 1% {(control sin salclon); B, g 5% (control de au-
prasionl, Adiclonas: C, g 6%; D, 2-deoxlglucesa (DOG} 5%;

E. ciclohex!mida (CHM) 100 ptg/ml » DOG 6%; F, CHMsg 6%

y G. CGHM (control posltivo do rapresidn). La flocha (1)

indice o) tiampe de¢ 1a adicion,



glucosa (Gréf., 25 1II). En consecuencia, se limits ls.produccida
de ficidos orgdnicos por lo que se conservé el pH al nivel en que
6e encontraba en el momente de la adicién (Grdf, 25 1).

Por Bu porte los perfiles obtenidos, de todos los pardmetros
nedidos, para las condiciones en las que se adicioné 1la
ciclohexiwida mezclada con la glucosa o con su andlogo, fueron
semejantes a los resultantes con la adicidn de cicloheximida sola
(control represor), lo que indicé que no existe efecto de
inhibicién por glucoss pet g¢ o un producto del metabolismo de la
glucoss, puesto que ni la glucosa, ni el 2-DOG tuvieron efecto
sobre la actividad de las enzimas carotenogénicas presentes.

El andlisis estadistico de la produccidén especifica al sexto dia
de 1la fermentacidén (anexo, p.90), {ndicé 1la existencia de
diferencias significativas en este pardmetro entre el control,
con baja concentracién de glucosa y todes 1las otras condiciones
cn las que se muestra clerta semejanza entxe si. En este andlisis
se formarom 4 grupos entre loa que no existem diferencias y que
fueron : i) glucoss en concentracion no supresiva, ii) glucosa en
concentracidn supresiva, 1ii) adicién de glucosa y DOG, y iv) el
grupo de cicloheximida sola, con glucosa y con DOG. Esto
confirad lo mencionado arriba.

En cusiuto sl crecimiento, se formaron dos grupos entre los que se
observaron diferenciss significativas en biomasa (anexo, p.90);
tales grupos fueron : 1) control no supresivo (glucosa 1%), el
control supresivo (glucosa 5%) y 1la condicidn supresiva de
adicidén -de glucoss (5%) al dia tres de la fermentacidn, Yy ii)
condicién supregiva de adicién de DOG sl 5%, control de
repressiéo por la adicién de ciclcheximida y sus variantes con
glucosa y DOG en concentracidn supresiva de la carotenogénesis.
Finalmente en cuanto a la produccidn volumétrica se refiere, se
formaron 3 grupos 1) aquél formado por la condicidén de
concentracida de glucosa no supresiva, i1i) el formado por el
control de 1la condicién supresiva y aquella supresiva por la
adicién de glucosa, y 1i1) formeda por las condiciones de
represidn con cicloheximida y supresiva por la adicién de DOG.
Gabe resaltar que el apdlisis estadistico se xealizé para el dia
6 de 1la fermentacidn, es decir después de que para el control de
glucosa al 5%, de adicién de glucosa y de adicién del andlogo
ge habia reasumido cn slguna medida la sintesis de proteinas,

Debido a que el comportamiento que guardaron los diferentes
perfiles que resultaron de la adicién de glucosa, 2-DOGy
cicloheximida fue scmejante {ver andlisgis estddistico), el efecto
de supresidn de la gluccsa per se sobre la carotenegénesis puede
ser explicado en términog de un efecto de represidén por carbono,
evidenciandose 1la nccesidad de sintesis de novo para la
produccién de carotenoides, mismo efecto que ha sido observado
para la gintesis de 8-caroteno en B. trispora por Dandekar and
Modi (1980).
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Finalmente el hecho de que el efecto observado fue evidente por

un  tiempo, xestableciéndose posteriormente la sintesis de
carxotenocides (Grdf. 27) digdica una represién transitoria. Este
tipo de represién ha sido reportado para otros metabolitos

secundsrios, como lo es la sintesis de eritromicina por
l(lscalanl:e, et al, (1982) y de 8-galactosidasa por Tyler, et al.
1967).

Por otra parte, los efectos que sobre los diferentes pardmetros
causaron la adicidn de glucosa, DOG y cicloheximida fueron
también observados para adiciones al dia 0 y 2 de la fermentacién
(datos no mostrados).

6,6.2 NIVEL DE ACGION.

Para detexminaxr a que nivel o niveles de la via de biosintesis de
los carotenoides tiene su efecto la glucosa, se realizaron
anilisis por cromatografia de HPLC y TLC. Las cromatograffas
(Grdf, 28 y foto 3) mostraron que la cantidad de carotenoides
totales producidos disminuyd bajo concentraciones represivas de
glucosa, y sin embargo la composicién y propoxcién de los
diferentes carotenos y xantofilas fue semejante al control de
no represidn., En base a esto, podemos aFirmar que la represidn de
glucosa se ejercid en los primeros pasos de la via de sintesis de
carotenoides. Estos resultades fuercn reproducibles para las
condiciones de represidn ejercidas a los tiempos 0, 2 y 3 dias de
la fermentacidn. Sin embargo, el efecto por cicloheximida fue mis
iatenso cuando se adiciona al dia 0 y en consecuencia no se puedd
detectar la presencia de xantofilas por TLG, mientras que si se
detectaron xantofilas para las adiciones en los dias 2 y 3. Las
diferencias observadas entre la cantidad de pigmentos registrados
en condiciones de represidén por glucosa y/o DOG con respecto a
cicloheximida se pueden explicar como resultads de transicidn del
efecto regulatorio, ya que las muestras corresponden al dia 6
de la fermentacién, tiempo en el que la sintesis de carotenoides
se habia reasumido en alguns medida en aquellas condiciones que
no incluian a la cicloheximida.

Similarmente, Dandekar and Modi (1980) reportsn pars la sintesis
de B-caroteno que la engima mevalonato Kkinnsa, en Blakeslea
trispors, estd sujeta a represién. catabélica asunque es
derreprimida a trovés de la accién del dcido trispérico. De tal
suerte que se podria suponer también que en D. deliquescens la
accién regulatoria de glucosa se podria cjercer a través de
veprimir la sintesis de la mevalonato kinasa.
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Graf.28. Anilisis por KPLC del efecto de la sdiclén de glu-
cosa, al dls 3 de la fermentacién, sobre la produccion es-
pecitica de carotencides por Oacrymyces cdeliquescens.
(ATCC~13292)." C1, {Control no supresive) giucosa 1% ;

C2, (control supresivo) glucosa 5%. Adiciones: G, glucosa
5% DOG, 2-deoxiglucosa 5% : CHM, cichoheximida {contro$
positivo de represién) 100 pg/mi; CHMG, CHM » G S§% y
CHMDOG, CHMe DOG 5% .
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Fo10.8, Cromatogratia TLC dei efecto de la adiclén de gluco-
aa sobre el partll' de carotsnoldes en Dacrymyces

. dellquescens. Los carrliles 1, 8, 14 y 20 contlenen una mez-
cla estandar de carotenoides; el carril 2, glucosa 1% (con- .
trol no auprasive); el carrll -3, glucoss 5% {control supreal

vo). Adiclones: los carriles 8 y 16 giucoaa (@) 65%; 4, 10 y
18,- 2-deoxlgiucosa (DOQ) 5% ; 6 11 y 17 clclechexmlda {(CHM)
100 pg/mi; 8, 12 y 18 CHM+@ 5% y 7, 13 y .18 GHM+DOG &%.
Los carrilgs 2 al 7 corsapoden a Iaa ndicionea al-dia 0O; dal

9 al t3 a laa de! dia- 2. y ‘'dal 15 al 19 a las del dia 3 90
de la fermentaclon, . .



7  COHCLUSIONES.
CONCLUSIOMES FISIOLOGICAS

* D-xilosa fue la mejor fuente carotenogénica en
coacentraciones del 5%, quiza por ser generador de poder
reductor.

L D-glucosa en una councentracién del 1% permitid los mds altos
rendinlentos de carotenoides, seguida por celobiosa y xilosa.

. La glucosa en concentraciduoes de 5% o mayores ejexcid un
efecto negativo regulatorio sobre la produccidn de carotenoides
que ge explicd cowo represidn de 1a sintesis.

t El andlogo de plucosa, 2-deoxiglucosa (DOG) no fue
metabolizade por D. deliquescens y presentd el mismo efecto de
represién sobre Ta carotenogénesis. que glucosa.

Este resultado apoyo la hipotesls de que el efector es la
glucosa per se y no un producto de su metabolismo, explicando su
accidn cowo un fendmeno de teprcnién transitoria.

* Para la carotenogenésis se requiere de sintesis de novo.

* 1a lenta liberacidén de glucosa como resultade de 1la
hidrélisis de celobiosa, almiddn, maltosa ¥y sacarosa en
concentraciones de 5%, no permitiron observar el efecto represivo
de 1a glucosa sobre la carotenogénesis, manifestandose en cambio,
un efecto positivo de la concentracidn de estos azicares scbre la
sintesis de carotenoides.

* El pecfil de carotenoides producido por D. deliquescens es
auy scaejante desde ¢l punte de vista cumlltsu.vo. ain embargo
1a cantidad de cada carotenoide dependen de la fuente de carbono
y de la coacentracidn de la misaa. Dentro del perfil predomina
B-caroteno scguido de una xantofila com Rt de 6.98 wmin. (pico
"A") deaominada xantofila ™Av, -

* El efecto de tepresién por glucosa ulteta solo
cuantitativamente la prod: do de carc id do la
proporcica entre los cosponentes, lo cual indica quc el efector
actun pobre los primexos pasos de la biosintesis de carotenoides.

-70~



CONCLUSTOMES TECNICAS.

* La cepa ATCC-13292 de Dacrymyces deli S los
mejores reandimientos de produccion enpecxfica de caroteuoides.
comparada con las otras dos cepas probadas.

] El tamao del indcule tuvo un efecto directo sobre la
productividad de carotenoides.

. Mo se observa diferencia entre las cinéticas de crecimiento
y produccidn de carotenoides por D, deliquescens en los medivs
HHdb, MMS v MM,

* El pH{ y las vacriaciones en el pH entre 1.7 y 7 no generaron
ningin efecto sobre el crecimiento y 1la produccién de
carotenoides.

* El dcido 2,2-dimetil succinico diaminozido, analogo del
dclde succinicoy no fue metabollzade por este microorganismo
¥ actud como un amortiguador en el MMdb.

* El consumo de glucosa se vié afectado ligereamente por la
presencia del deido 2,2- dimetil succinico, sin embargo su efecto
noe slterd ni el crecimiento ni la produccidn de carotenoides.

* Los azicares fueron las fuentes de carbono con mejores
rendimientos en crecimiento y produccién de carotenoides.
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8  RECOMENDACLONES .

¢ . Bajo coodiciones de represifn por glucosa se sugiere medix
1a sctividad de 1s enzima mevalonsto Kinssa para comprobar s4. le
glucosa ejerce su efecto sobre esta enzima.

- Verificar las actividades de los sistemas de transporte y de
las entimas que permitan el metaboligmo de las fuentes de carbono
utilizades.

-« Realizar un andlisis de cspectrométria de masa para defianir
que xantofils es el pico "A" con Rt de 6.98 wmin. y en Bu caso
evaluar su interds industrial.

*  Realizar HPLC a las 12 horas después de 1a adicidén de

efectores, esto con el fin de observar ¢l perfil y proporcién de

los carotenoides en el momento en el que se ejerce la represién y .
comparar .con aquellas cromatografias obtenidas despues de que se

teasume la produccidén de carotenoides.
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10 ANEXO

1) Comparaciodn entre las cepas de Dacrymyces deliquescens
para la seleccién de una de ellas.

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

PE1, PRCOUCCION ESPECIFICA DE CAROTENOIDES (ug/g)

CREC1. CRECIMIENTC (m3/ml).

Qze-way analysie of Varlance

Level codes: C2P2
Ladels:

Rirge test: LSD ceofidence level: 95

Amalysss of variance

Souree of variatics  fue of Squares d.f,  Mean square  Feratic Sig, level

TINEEL §UCLPS HISTIREH nanRd s o

E i
Withis groups 138208 3 540,17

Total tcarrectedi 35606483 §

© auseieg vaivedsi bave bean excluded.
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Teste for Homagezesty cf Varisases

Cochran™s € test: C.A50056 P
Bartlest's test: 04168 P =
Hareley's test: $.0I51%

¢.oeun
B111h

v

Nultiple razge azalysis for PRI by CZPA

ethod: $3 Fercent LD Tetervals
wves  Count Average  HoRoGeRECus GEOuRS

Latsie o
i8¢,

[F1 RS

Level sodes: €232
Ladels:
* aoge zest: LSU tealfijence level: §3

Analysis ¢ variance

o squares  df. Mear squate

Soarve nd veriatiin

TICEE . 2067
H L1108333

L gigeap vaiveds: bave een ea:luded.

Tests for Hewdjeraity of Varlancet

{echrants Ot
Bartlesr's test
Fartley's test: i2§

Fz 3,355
Fo=[.23860)

Multiple range andlysis £3r CRECI by CEFA

¥ethod: 85 Fereat LSS intetwils

level - Ceuat Average  Horogeneens Srdups
3 H 33000000 0

H H 3.3750800 - ¢

i 2 bauseene v

-g0~



2) Comparacién entre diferentes medios minimos.

SIMBOLOGIA

TXR: TRATAMIENTO, MEDIO MINIMO: 1., MM,
2, MMs.
3. MMdb.

4, MMs-sin glucosa.
5. MMdb-sin alucosa.

PE, PRODUCCION ESPCIFICA DE CAROTENOIDES (ng/g).

€. CRECIMIENTO (ma/m1).

{ue-vzy hralyes o Vi

Zonfrdence level: 3%

Aralysis of variante

saves 6., Pear squate B

S0, iEveD

3 HtEI T B {84 ] LR
H RO e 1 :
3
. feve beea excinvded,
s far Roxageeaty of Variances
b TP € 800D

‘g ozast: 1LEE3 P = 0.05205M
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¥altiple razge analysis for BL by 71

Nezazd: 95 Mereent 153 Intervale

Lesed  Coent Averiage  Foaogeneous Groups A
S H choL00 0 ’

i : si.olee

. * '

: i :

: : '

Coe-¥ay Amilysis of Veriance

Late: $

eval sader. T

Litals.

Confiderce level

halysss of varzazs

tu2 o8 Squazer 5. Mo rguate Fenatis

SE.E3S00 [ HaY
B3t H
PRI 30 H

Lave Seen enciuded,

<y ¢f Vaniarces

415 B o= 3,136291

a0 B LT

Auitipie range azaiysis Sr G by TI
> Intervals .
Average  Homsgemeous GIeps

¢ H BE14H
{ 1 S e
H i i.8750000 ¢
. H AN
i H 3560000




3) Comparacién del efecto del pHi (4.5 y 6.0) sobre la
produccién especifica de carotenoides y el crecimiento.

SIMBOLOGIA

T: TRATAMIENTO, MEDIO ¥ pHi & 1. MM pHi 4.5.
2. MM pHi 6.0.
3. MMdb pHi 4.S.
4. MMdb pHi 6.0.

PE: PRODUCCION ESPECIFICA DE CAROTENOIDES (ua/g)
C: CRECIMIENTC {(mg/ml).

Razge tesir LS t:afrdence lavel: 3%

heaiysis of varzacie

of versatior  Sum cf Squares 3L, . Mean square

2 groups

correzseds

3 piseing valuels) hava Been excluded,

Terts for Eorcgenesty of Variazces

{acorants € test: 05235 2
EaTtiedt's test: 1IGIGE F =
#artley’s test: 11,0556

= 0.668217
3.830662
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wulaipie sange analysis for C by T

Kethod: §5 Percest LSD fntervals

wevel  Count Average  Homogemeous Grovpt
] H 5200006 0
H K 34150000 ¢
1 H L.oseee 0
3 T ona00ee 0

Ju¢-3ay Amalysie of Varfance

I M H 4 8 '

Level codes: %

1akels;
%ange tert: L3 fozfidezze lavel: 55
¢ of vanyanee
socrze of varizizar  Sub of SquaTes 4.5, Mean square  Tenitre  gig. level

Beawitrn §
W1tk g

L3088

taal feorrested) $1252E.50 7
4 pxesing valuels; bave beer excluded.

“ests for fonogensrty of Variazces

Cochrans © tese: L0813
sardiettts test: 1.9802§
Bartiey’s test: 15.123§

Nuitipie razge analysis for El by T

Yechod: §5 Percent LSD Intervals

Level  Count AVerige  HoEOgetesus GIoups
3 H WL
| N 15625008 ¢
1 : 10,5000 ¢
14 T ML ot

-Bl=



4) Efecto de la concentracidn de alucosa sobre la produccidn
especifica y el crecimiento.

SIMBOLOGIA

€C: CONCENTRACION DE GLUCOSA: 1. 1%
2. 5%
3. 10%

: PRODUCCION ESPECIFICA DE CAROTENOIDES {ug/a)

C: CRECIMIENTC (m3/mi).

Rew Lo 2] ¢

aysas of Variance

Azalysis of virie:

source of veziatien  §uxoof squires  duf,

G susging valuglsh have Sees excicded.

= §.0704¢

13
=1

Rarsley's e
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woitiple range azalysis for C by CC

9% arcent LS Iatetvals .
Coutt Jvirage  Korigereaus Groups

i 1 '
H H 4
H < '

Se-Nay Malysis of Varlatse

s

2ange sesn: U§E sonfidenze level: 39

Muitiple range anaiyeis for BE by CC

Yazhad: 3% Ferien
sevel  Couns

:
Rup3snecus Groups

s

-85~



5) Comparacién del efecto de diferentes fuentes de carbono
scbre 1a produccién especifica de carotenoides.

SIMBOLOGIA

PEC: PRODUCCION ESPECIFICA DE CAROTENQIDES (ung/g)

FCTX: FUENTE DE CARBONO (TRATAMIENTO)

1. GLUCOSA 1% 2. GLUCOSA 5%

3., FRUCTOSA 1% 4. FRUCTOSA 5%

5. SACAROSA 1% 6. SACAROSA 5%
7. MALTOSA 1% . 8. MALTOSA 5%

8. CELOBIOSA 1% 10. CELOBIOSA 5%
11, ALMIDCN 1% 12. ALMIDON 5%

13. ARABINQSA 1% 14 . ARABINOSA S%
15. XILOSA 1%. 16. XILOSA 5%

17. AC, SUCCINICO 1% 16. AC. SUCCINICO 5%
19. AC, ACETICO 1% 20. AC. ACETICO 5%
21. AC. CITRICO i% 22. AC. CITRICO 5%
23, GLICERCL 1% 24, GLICEROL 5%
25. AC. OLEICO 1% 26. AC. OLEICO 5%

27. AC. BUTIRICO 1%  20. AC. BUTIRICO 5%

Row FCTX
- - Row FCTX PEC
; 1‘ 3116, 1080.00
32 32 16, 1207.00
A2 317, 32.00
5 3, 317,
L] 35 18, 120.00
T4 36 10, 126.00
LIS a7 19, 8.30
9 3 a8 19, 19,00
10 s 39 20. 6,25
1 . %0 20, 7.50
12 6 &1 21, 219.00
1. 7 42 21,
7 43 22. 103.00
15 8, 6wk 22, 163,00
16 8. 43 23, 36,00
1 9. 46 23,
13 9. 47 24, 37.00
19 10, 48 24,
20 10, 49 23, 0.00
FITY 50 25, @.00
21 51 26, ¢.00
23 12 52 26, Q.00
" 12, 53 27, .00
10 34 27, 0.00
26 13, 55 20, 0.00
27 4. 36 28. 0.00
28 14,
29 15,
30 IS, 663,00
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Jne-Way Analysis of variance

Data: P5C

1evel codes: ICTX

Labals:

Range test: LSD contidence level: 95

Malysis of variapce

source of varlatten  Sus of Squares d.f, Mean square Ieratioc  §ig. level

BelH2ED QLoups 6238975.0 i 2957 A1,998 L6000
Withia groups 134600.2 U 56084
Total (corrected) 61339752 H]

4 aissing valueis) bave been excluded,

teste for Holoqaneuy of Virhnm
¢ochran's C test: 0. zmu ?
partlett@s tesc: §,3905) ¢ =
gartley's test: 40400

= 0.106564
0.121967

-68~



Nultiple range anaiysis for PEC by KTX

Kithod: 95 Ferceat LSD Iatervals

Level  Count Avarage  Hosogeneous Groups
5 2000 ¢
& L0000 ¢
i 000t
X 000 ¢
% 64750 ¢
15 3.1500 -
1 30000t
3 16,0000 r*
K 31,0600 ¢

L H7.0000 et

]
H
!
1
H
H
1
1
1
i
i 133.0000  e**
i 26,5000 v
1 18,0000 rer
: 15,5000 e
1 1 176.0000 s
1 392.0000 e
H 150.5000 e
i 371.0000 e
H 24,5660 L
H §64.0000 o
i 661.5000 L
: 716.0000 e
i 140.5600 e
N 163.0000 .
H 170.0000 t
4 945.0000 '
2 992.5000 o
i 1144, 5600 '
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6) Efecto entre 1a adicion de glucosa, 2-deoxiglucosa y
cicloheximida sobre la produccién  especifica de
carotenoides, produccisén volumétrica de  carotenoides y
el crecimiento.

SIMBOLOGIA

ADD, TRATAMIENTO DE ADICION:

1. SIN ADICION (CONTROL).

2, ADICION DE GLUCOSA 5% AL DIA 0.

3. ADICION DE GLUCOSA 5% AL DIA 3.

4. ADICION DE 2-DEOXIGLUCOSA 5% AL DIA 3.

S. ADICION DE CICLOHEXIMIDA.

6. ADICION DE CICLOHEXIMIDA Y GLUCOSA 5% AL DIA 3.

7. ADICION DE CICLOHEXIMIDA Y 2-DEOXIGLUCOSA AL DIA 3.

PE: PRODUCCION ESFECIFICA DE CAROTENOIDES (ka/g).
PV: PRODUCCION VOLUMETRICA DE CAROTENOIDES (ug/ml).

€t CRECIMIENTO (m3/ml).
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Ooe-Way Anaiysis ¢f Vasiaace

Jne-¥ay Anaivsis +f Vatiamce

PN
iavel codes: ARy
Labels:

Jange tesi: nSu Canfidence Jevel: 35

Asalysis of variamce

mEd

evel codes: A9
aien

testc 18D

e Coatidence

Anzlysis of varjasce

lv"‘lfl:libf.

Souzce of varistior  §eo of Squares L. Nem square Fnatio  Sig. level sua of Squates - 6.5, | Head squire. &g, level
BeINEEL SE03f5 WIS LG Reta] W b LENIDL L
vitkin gresps nes 7 e BTSSR SRR T B

Tatal {eorractad)

irg valuess; Lave daes excluded.

far Heaogeseity of Variances

Cochran’s € test: 3.5
Fartialt’s test: 2.0
Zartley's test 45,3330

uitiple racge analysas for PE by 32

2stal {eerracted] LA I

¢ z1ssing valuzis) bave bees excluded.

Tests for Bomogenerty of Varianess

Cecaran's € taet: 3.453T04
Sztlett's tests 52485 B
Eartisy's test: 13§

2= 0.46539
Y

¥aliipie auge enalysis for € by 00

Hethod: £5 Percent LS Intervals

¥athod. 8% Fercent 18D Intenvals

terel  foumt Aversge  Hogagenecas Groups tevel average  §ozagenecus Groups
H 2 i § N I.:J‘ 03 !
H ? BIES I L M 2 '
T P 1751 L H H ’
i 2 [T A H : *
H PR P10 /X 3 H t
2 z 1227:0600 ? M i *
1 H 1600000 * N M *




Sne-iey Azslysis of Variance

o
£
™
1y
-
i
n
I
W
=
A
-

feratio  f1g. aevel

Sl

L5: Iotervals
Epncgenesus Greept

: t

i ’

PR :

DoLEN e

: s ,
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H : E.l '
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