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lo important.e es reir ..• y reir juntos. 

el siStema, que ~o>.da .de- Ccilner1 tampoco d·a.:de amar: 
a muchos .coridenci ··a1.···hámbre -~e ·pari·. y a:·muchos más con 
dena al hambre de abrazos 

:· ·.· .. · .. --:: ::.·,_ ... -
••• todos, . t~d"i t·~·~<~ -.-.t~11;;~0~. ·~-~~O q~·e d~6i·r ·a :'10s ·dem 
ás, a1Quna. cosa ~Ciue!.;'!De~·-~~e :ser.:. e_scuchcida: celebrada 
o perdonada·;;· 

_:_ . º.·. - .:·:.~:.' 

. . . 

rosa1:ía, .·_ant:On1o~-- aivaro, laura, mayte, marcela 

amigas,-_ ·~migas 
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RESUMEN. 

Con la finalidad de identificar fenómenos de regulación de la biosfntesls de zcaxantina, se 
estudió el efecto que tienen los factores nutricionales del medio de cultivo sobre la 
sfntesis de este carotenoide en Flavobacterium sp. Este microorganismo presenta la 
característica que del total de sus carotenoidcs el 90% corresponde a zeaxantina, la cual 

se usa en alimentación animal. 
El trabajo consistió en diseñar un medio químicamente definido (MM) que permitiése 
evaluar, con un mínimo de inteñerencia, la acción de Jos principios nutricionales del 
medio. Para ello se implementó un diseño para los 20 aminoácidos de las protefnas, lo que 
permitió detennfnar la importancia que tienen Ja asparagina o glutamina para el 
crecimiento celular de la cepa. Estos resultados condujeron además a conocer los 
requerimientos celulares por glucosa, azufre y magnesio. En el caso de la glucosa, cabe 

señalar que en presencia de los aminoácidos esta fuente de carbono fue detenninante 
para obtener un incremento considerable en el crecimiento celular y la producción del 
pigmento. Una vez obtenido este MM, se estudió el efecto de concentraciones crecientes 
de glucosa, amonio, fosfato y asparagina con la finalidad de observar algún posible efecto 
sobre la sfntesls del carotenolde. Sólamente en glucosa se observó un efecto negativo 
sobre la producción de zeaxantina en concentraciones de 60 mglml de este carbohidrato. 
Es importante señalar que las concentraciones crecientes de asparaglna permitieron 
incrementar gradualmente tanto el crecimiento del microorganismo como la sfntesis del 
pigmento, al mismo tiempo que se excretaron concentraciones crecientes de amonio 
inorgánico en el medio. Esto indicaba que posiblemente el aminoácido estaba siendo 
utilizado como fuente de carbono. Estos resultados llevaron a tratar de determinar Ja 
fonna en que el aminoácido es utilizado por el microorganismo y con ello establer una 
caracteristlca Importante de su metabolismo celular. 
Debido a que la aspargina cuando se utiliza como fuente de carbono· se incorpora al ciclo 
de Krebs vla oxalacetato, se probaron en presencia de glucosa, diferentes intennediarios 
del ciclo de Krebs y de Ja glucólisis con y sin adición de asparagina. Los resultados 
mostraron que en concentraciones de 10 mM, los intermediarios del ciclo de Krebs y el 
producto final de la glucólisis, el piruvato, utilizando al cloruro de amonio como fuente de 
nitrógeno, permiten obtener resultados similares en crecimiento celular y la producción 
de pigmento que cuando se utiliza asparagina. Esto indicó que posiblemente, ya que los 
expe'rimentos realizados no pennlten discernir con precisión,_ la ~sp~'raglna es ·utilizada 
como. fuente .de ·carbono Incorporándose al ciclo de ~los_.._áéi.dciS\.t~icarb.oxUicos vía 
oxalacelato; · _,_ :«:,;: ;.,.::·,~·"'·· 

Final.mentes~ evaluó la posibilidad de eliminar a _la glucosa dei'ffii;'cii~'~'1n ~~sparagina. Para 
ello __ · se~ utilizó· u~·a -.concentración ·de 55 fnM de rO~ ~ ~·fgÚi;.~té~·'..'~~"niPü~~i~~'.. ~i~r".I~º· 
sucicinat~. ,.: pl~.u~ato, . sacaros.a, glUC?Sª y xi10s3. :·, LoS :·: r0su~~-d~s '.·. m~s.:tr~.r'?~ . :qu~ ·. el 
microor9anismo :tu.e c~.paz .de crec~r _y producir en: 'C1~',:_a:to~~~SU~C.~n3t0 :Y Piru'va~o ·.~n 
proporciones sim~lares a las ·condiciones ca~ .gluc"osa.~_citrato,·· gluc~sa~ami~o~cldo~: De 
estos resultados fue po-sible obtener una nueva rormuláCión del medi~ .rnfnimo.utilizando al 

citrato (55 mM) como fuente de carbono y al cloruro de amonio (20 m_M) 'como fuente de 
nitrógeno. · · · -
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l. INTROOUCCION 

En los últimos años se· hB · lncre'",nentado el ··uso. de ~ditivos de
0 

origen natural. en 

alimentos. Enlr~ estos, 105 .. ~oioranl~s'·u~rien ~~ª ~~Peéi~·, iffiporbn~ia dado ~I amplia'· 

uso de1 q~~.-~º"·:~.~J~~~~ Y~~.~~~~·ri_ ~~-m~:co~~~-~~e~'§'.~- ~-~-Ía.'~~~hi~f~16·~--;~ie1 -~s~_~ª-;!ª· 
may~rla de_ j_~s pi~~~~~~~/~!~J·_y·~,~~~~u~·~ :-~in_i;é·u~ci-~--~~-·~:11.~ent~~ Y --~~~,~étl~~~: p~r _Ja 

:::dc:::t~~~M!~~~s!t~t~:¡~~: );gt!~t~·:i~··1::~ti~1iff~=·~~:~e:t::'~:~e se 

encuentran ;·am·~_lia~~rlt~::.':ii~t~~b,~i~~s~-'. ·e~ \i_a '.:·~~~-~i~)-~~a::.\ sán · i-esPonsables de la 

coloraÍlción __ ~el_~~-~~ilf~ -~' roj~ ~-éº1~_ ~~~-~~-y; '~º~-~s-(~_e:e~-~~·entran taFnbién en muchos 

organismos ~~ fotosi~tét1¿~~; 111~1'~y~ndo á \º'~ hÜ~~~s (B~amley y Mackenzle, 1992). 

Est~s ~i9nl~rltO~_:p·~;~,~~ .. ~'.~:·~~~nc:i~li~~.~. ~~~~~~f~~ .P~.~ :sus amplias posibilidades de 

~.plf~~clón· ~~~.¡~ l~~~Ú~f~; d~-.~li~~1~l:~~~;·;~~ ~'~.~¡~.¡~-~ ~ ia'.·industrta f~nnaceútica. 
Se han utlll~áilo variai!i;l~~;i;g~;;j~m"~~'~;~~-~I ~studiÓ de fa bloslntesls y producción 
de ca,.;;t~nofdes~(e~;~;¡~;~e~tldo,fiá_-'-pr'iíci~~~IÓn de z.iaxantina por el género 

F/avob~~ter' ha ~é;,'p.irtado intiiri.~/tant~ i:¡.; . Investigación como de aplicación 

.Industrial;' debido a que·algunás esp~~I~~ ci.i este género de sus cartotenoides totales. 
el 95% c~~r~~p:~nd~ a -~~te p1Qem~~lo;:. 
La .. zeaxa·nliria -~~utiliza pri~ci,Jalm-ent'e-:en alfme''1taciórl anlmaf como suplemento en . 

raciones para ~ves (pigmentación de yema d~ hue~o y piel) y en pec~s' (pigmentación 
de piel). En la actualidad se conoce muY Po~o sobre el efeclO que' ej~rce11·1~~-·facblres 

• .. ·.- - • .. - -_.- ,:·o.·.,··.· 

nutriclonales sobre la síntesis de este carotenoide.y rrienos:aún sobre fenómenos de 

regulación del mismo. Por ello se planteó Una invesl!gaciÓ~ que p~rmita ~ca~á-ct~l'.'iZ8r y ' 

sistematizar las condiciones de prOducCión de zeaxantina por Flavoba.Cterium sp. 

El presente trabajo tuvo como princ.lpal obj~tlvo el de estudiar el efecto de los factores 
. . . . ' - . . 

nutricionates sobre la sfntesis de zeaxanÍina .en una cepa do FiSv'obacter/u~ :sp, 

información que no se ha reportado Por nlri9ün grupó hastá 81 ·mamen.~·.' 

A. LOS CAROTENOIOES. 

los carotenoides son un- grupo de pigmeritós que se en~uentran ampliam·ente 

distribuidos en el reino vegetal y anima~.-,: Se conoce la estructura de más de 200 

1 
En los principios de la dScada dQ los ~70 se Iniciaron lo; estudios sobre la to>dcldad de los colorantes 

sintéticos, lo cual marcarilt una tendencia al cambio en los.patrones de consumo de /os mismos, enfatizando 
fa neci?sidad de utilizar las provenientes do fUentes naturales. En ol primer aiio de esta decada, dos grupos de 
invesligacibn reportaron que el colorante Rojo no. 2 o amaranto tenía efectos cancorigenos y embriotóxicos. 
De este modo en 1980 sólo so permltfa el uso de 7 colorantes sintetices en Estados Unidos de América, 
{Noonan y Moggos, 1960; Noonan, 1960) 
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carotenoides naturales, asi ccimo la d~·.· .~l~~~~s- -··que: h~n ·_si~o ~~diflcados 
químicamente para emplearlos como colorantes en la lndustri:i de alimentos. (Baduf, 

1980; Bramley y Mackenzie, 1990) - , 

Estos pigmentos son tetraterpenos llposolubles -- rómiados por '1~ condensación de 

unidades lsoprenUo. Presen~n ~.~~ ·,¡~t~i.~~~·d:. ~e·~ ~?.1~r~~.iÓ~_-; q~:~. :~~:~.~-.;f·ñd~··: d.e1. 

amarillo al rojo. Son clasificados e~-~~~~-~~~~:~~~::·.:.:!~~: .~~~t~~,~~ ·y 1~.s.~~.~~-t~fil-~s:. los 

primeras son compuestos hid.roCa~~~~·d.~~- ~·,~~~.~~¡~~~~?.~:· .~r1~~1P~ím·~~:~e:;. p~r ·tres· 
Isómeros a., ~y y-caroteno, siendo :~t ·,;¡¡~;~~~ú~·':~·J:l1-'6~~~Í~'10,:. (·~~·.-Xanlofilas son 

'' -' . ; !:-o~~ :·1.;- -~· :,__:~!;·':' ··><.:·~~--·;·.::_~~ .. ;-<·-<· '.·. ", ;<.~.\·,. :.:.' _.; -.: '. 
derivados oxigenados de los carote~o~ ~·:y .. '.· f~nn~.~: ~'~.º.h~:l~.s~~: a;ld~~¡~~'.i··:y '.~ cetonas; 
presentan una estructura muy parecida ;.¡·ll·c~¡:;;¡eh·~i(iúfi'Ac/iÚr.4c:1üs, 1971¡ .. Los 

, ,·. ·.,.:, '::,, ' ", -· ·.. . 

carotenoides más comunes en ta natui-aíeza S~ ·prrisentan· éO'.e1 Cúa~ro"{~· 
:./,:: .. - .,-·'.··' ;,·;·-'.:· :·; .. , 

-.• -) ."-;'- -~« '·~ :·'e ' 

--·.; ' ·-~:_:~: _,, 

Cuadro 1. Carotenoides más'cómunes eri la naturaleza:. 

NOMBRE 

Fucoxantina 

Lutefna 

Vlolaxantlna 

11-caroteno 

Zeaxantlna 

Llcopeno 

Capsantlna­

Bixlna 

Criptaxanlina 

-.. .- :.:>.\ ·. '·". .. - :. ~:_,· .~ : _.: 

· FUENTE NATURAL 

Algas 

C~mpasúchlU ( Tagetes erecta) 
' .... _ ·,-;>:· 

· Plantas :verdes , 

Ampliamente_ distribuido 
~ , - '"T-:~. 

Ampliame,nte dfstrlbuido 

Tomates 

Pimentón -

AchiÓte 

Naranjas, mafz 
. . . . --····---.. -------.-------·---·······-----------------·-·-------------·------------

Baduf, 1961. 
. . . . . . 

La fmportancia de los carotenoides se debe no solament~ 'al hc~ho de impartir color al 

atlmcn~o, siÍl~ .~~bi~n Por -~er Un~.~~-¡~~ ~'rec~r~·o~~~. má~· i~Prlañt~~ -de: la vltam_i~~ .. A 
en el ser tiu,.;,a~Ó. (E~dam·y,Co1.,)98BJ. Ya qÚe siblen;'los vegeb.les.y los 

microorganis~~~:·Poseen: .í~S ~~ca~is~,r;os :_ricc.e~·~rl~~: :P·~·;; su~ sfnt~SiS, l~a -~ml~~l.f:s 
superiores al.~a~~ce~.·~-ª .euos, li~nén-.~nec'é.stdá~(d~ S~ 'cons~mo. ~·~r .o~ra ·,~do, :·Su 
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utilidad también es relevante en el campo de la medicina (Krinsky, 1987; Stlch y Col., 

1984; Bertramy Col., 1987) e industria farmaceútlca (Schwartz'y cof., 1_989) 

En la industria de alimentos se utilizan principalmente como fuente& prCcUrsoras ~e la 

vitamina A. También son útiles como aditivos para Intensificar o modificar el .color de 

un grupo coslderable de alimentos y como suplemento en alimentación anlm;,I (Nells y 

De Leenheer, 1991; Nlnet y Renaut, 1979). En el cuadro 2 se presentan los principales. 

·carotenoides utilizados como aditivos en alimentos, asf como ·ra fu~Ole~·~e .. -~~ 
obtención. En el campo de la medicina se ha reportado un efecto de fotÓprótecclón 

(Will y Scovel, 1987), propiedades antlcancerlgenas (Bertram y Col.,' 198_7;· Ka¡','1~n .y 

Col., 1990), incremento de la respuesta Inmune (Krinsky, 1987) y un au~ent~ enla 

longevidad en mamiferos (Cutler, 1984 ). Al mismo tiempo, en la i_ndustrla. f~rrnac'eútlca 
se utilizan prlnclpalm_en·t;, en la_ preparación de cosmiltlcos (SchwártZ y_cii~;_19a9¡: 

B. BIOSINTESIS DE CA~OTENOIDES. 

·'t. -

Los e~tu~!os __ dó.1a_ -~-i,0~1n·t~s_fs- d_e ~~re·~t,~~ol_, P~_r~_l_tie~~ri··e~·u-cl_d~.r··~~~:_·m,~can1~m~:~ ·~e­
bioslntesi;. de estos terpe~~s ": CLehni~g~r,>.1 ~8~ ):c;efo~-c: ot~g,_¡~~~. ¡;, ; vra.· .. de.: 
cai-oten~génesls as1_ Como· ~;9-uM~s ~~-~~~c·~a~_. d_~--:·~~---:--~"~9~•~--~¡~~-\~ s_~·\h·a~··~<e~·~ú~¡~-~º 
principalmente en sistemas mlc_robi~nos y ~~:pl~~~s (s~h,;,a~z''t 061:; 198?). 1~' que· 

ha revelado que estos mecanlsr:nos soii similares talitó~e.O p·1antas··supe·r1o'reS: Caino eÓ 
.. ' ·-·,·.:·.· ··' - .- .. · ....... , '' ,,· -., 

algas, hongos y bacterias (Goodwi_fl• 1971); , •.. . . •. , .. •> 

La acetil cocnzima A es el·precÚrsor .. :n~ sÍ)ia·de-lo·S--ácid-os graso~,·est~roldtiS y, 

prostagtandinas, sino ta~bié~ d~. -~·t.~~s·.:.~uchá_~-. p~~du~lbs· nalu~Jes, ·p~rtic~·la~~~·te­
los terpernos y las acetC:,genlri~s (Leh

0

nl~g~r. 1981). En la figura 1, se préseni,; la 

imporlancla de el ace.til~~~A e~~.º ~:r'.~·~~·rsOr d~ estos compuestos. 

En la bioslntesls de los c~rot~ri'oid;,~ s'e pueden distinguir tres etapas (Fig. 2):a) la 

formación de á~ldo .n;'eVa.1Ó'1ic~ ·p·a·¡. ~~On~.erlsación de tres moléculas de ac~~-'!~Po_Ai_ b). _ 

la con·ve:rsfón ~·-de-1 ;ácid~)~m~~álónico 'en geranil·geranil plrofosfato a irá"vé·~·-·: d.e 

reaccionéS · de~ tOsrorilació'n; isoinerización y condensación, y; e) la formaéión·· del 

primertetrate·..p~~~·d~~~:~i~a~·~· fitoeno, que en funciórl del organismo, plan.tas: algas,< 

levadÚras, h~~·gb~·:o 'b'.a'ct~~ias; sufrirá cambios para generar diversos tetrat~rp~-~~·s. · -
Al respect~:;sé '.~ePo~:. ~~~ los fj·carotenos se sintetizan por hongos y ~lga~,'.. ~·,~~t~s' 
qué.l~s Xa.nt?fil~·~ Pa·~-~Í~~s •. levaduras y bacteri~s (Goodwin, 1971). 

En fa 'rúta de,,bia~·¡ntesis cf~ los carotenos presentada en la figura 2, cabe -de~f:aC3r los 

siguiente (_Goodw_ln, 1971; Ninety Renaut, 1979; Schwrtzy Col., 1989): 
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Cuadro 2. Princ1pales car~ter:toides u~ilizados conlo .aditivos -en a_liment~s. 

~. : ' . 
l'IGMEN'TOS rruRNTl~S ,\HCROIJI~\N,\s ' uso.: 

J\-cnrotcno -7..anahorin Blnke.1/ea trispoin · Colorantes 
Sintélico Dtmallella· salitta en aJiincntos 

Licopen_~ Tomnlcs Blakeslea '1ri.rpom COlonrntes 
_s. cJ1res~omJ"!eti.c~.f: en alimentos 

Lutc(na ·Alfalfo Spogiococ,c11m e:re111ric1m1 Affmcn~ción 
Malz Clilarel/a pyrimoido.ra de uves:· 
PJuntaS verdes 
Cempas~chitl 

Zcaxrullinn "cr. lutCíña Flm•obactedum ~'P· Alimcrilnción 
de aves y 
peces 

Cantaxantina Cn1shtccos Cm111tllrel111s CÚmábari1~tlS Alimentn11ión 
·· Pluma de aves Brel'ihaCtetium KY-43JJ de avesj· 

Sintética peces 

Astaxantina Cnislaceos ,\/icobaclerium /aclicola Alimentación 
Pluma de aves Brcvihacteri11m IOJ de peces 
Flores di! Adonus aMua Phaj]ia rhodo..")ma 
Sintética Pi1tiplwra sp. 

Rodoxantina Hojas verdes 
Pescado (Tila pin) 

Capxantina Paprika Colorantes 
en alimentos 
Alimenlución 
de uves 

Bixina Biza orc!la1111 Colornnlcs 
en aJimcnlos 

Crocctinu Awfrúu Coloranlcs 
cn nlimenlos 

Jl-Apo-8-cnmlcnuJ , Sintético Coloranlcs 
en alimentos 

{3-Apo-8-carotemd Sintético .Colomntcs 
ácido clil ester. en alimentos 

Nells and De Leen her (1991) 
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Glúcidos 

k;, Grasos . . . j ·. . . . Amln. oácldos 
~ .... / 
· ·. • · . 1 Acetil-CoA 1 · . . . .. . 

C~·IAc~tR-~~ 
-~rc"" : AcetJcetil-CoA 

1 Ac. flBSOS 1 Hidroodmelil-glutarll/CoA 

fa..L .. 1 

Triacilglicoridos 
y otros lipidos 
e e·os 

Cuerpos 
cetónicos 

k;eto enlnas 

Colesterol 

¡,,,,, bUiaresl / l 
Hormonas 
esteroides 

Fi¡µa 1. El acotH-CoA como preCU'sO< clava de la biosintesis 
de numerosos lipldos. · 
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F
AcelU CoA 

Acetn CoA 

Acetoecetíl CoA 

}-Acetl CoA 

3-hidrood, 3¡metil gkrtarR CoA 

!Ac. meval6nlcol 

i 
laopentenl PP (6C) --t Dime pp (lle) 

Getanil PP (20C) 

FarneaD PP ( 16CJ 

!Gera111l-geranil PP (20Cll 

l /•ra~-geraÑI PP 

IFlto!"°I . 
Fltoflueno 

.j. 
zeta-caroteno 

• 
Beta-zeacaroteno 

1 

t ... -----NeU<ospe<eno_.. Alta--.:a101eno .. • ·. + .·. 
llcopeno_. Oelta-caroteno + •. 

1 Gama-+caroteno4Atrja-caroteno. 

Beta-7roteno ... · 

Zeaxenfina : . · 
+ . 

Violaxantina · Lúleina 

Figura 2. Ruta de la biosintesis. de éarotenoides 
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1) El ácido mevalónlco se fonna por condensación de tres moléculas de acelil-CoA. El 

producto lntennedlarlo clave de estas reacciones es el 3-metil,3-metil glutarll-CoA 

(HMG-CoA), el cual se reduce por la acción de una reductasa para fonnar el 

mevalonato. 

11) Et ácido mevafónico, considerado el primer precursor especifico de lodos los 

terpenoides, se fosforila por el ATP, inicialmente para fonnar un ester 5-monofosfato. 

Una segunda foforilación, también por el ATP, forma un compuesto 5-pirofosfato que 

por una descarboxilación formará el isopentenil pirofosfato (IPP). Para la construcción 

de los terpenoides precursores a partir del IPP, el primer paso es la isomerización de 

este compuesto a dimetil alil pirofosfato (DAPP) que actúa como el Iniciador de fa 

elongación de la cadena. 

La enzima prenil-transferasa transfiere una molécula de IPP a DAPP para fonnar 

geranll pirofosfato (GPP). La posterior transferencia de una molécula de IPP a GPP 

conduce a la fonnación de farnesll plrofosfato (FPP), que finalmente fonnará, por una 

nueva transferencia de IPP, geranll geranil plrofosfato (GGPP). Por último dos 

moléculas de GGPP se condensarán generando el fitoeno, primer molécula de sfntesis 

con 40 átomos de carbono. 

111) La desaturación secuencial de fitoeno a licopeno en plantas superiores y algas, 

implica una serie de deshidrogenaciones que producen en sucesión: fitonueno, c;­
caroteno, neurosporeno y licopeno. En ciertas bacterias fotosintéticas el l;-caroteno se 

remplaza por su isómero asimétrico el 7,8,11,12-tetrahidroxillcopeno, mientras que en 

otras bacterias y hongos ambos isómeros estan presentes. Por otra parte se ha visto 

que el licopcno puede ciclarse para fonnar el y-caroteno y después el p-caroteno. 

C. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES POR LOS NUTRIMENTOS 

DEL MEDIO DE CULTIVO: CARBONO, NITROGENO Y FOSFATO. 

La mayorla de los estudios sobre la regulación de la bloslntesls de carotenoldes se ha 

realizado en hongos. Estos trabajos reportan diferentes mecanismos de regulación de 

la carotenogénesis, que son (Rosas, 1993; Swartzy Col, 1989): 

a) Retroregulaclón por producto final. 

b) Fotoregulaclón. 

c) Efecto del oxigeno. 

d)Temperatuara. 
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e)pH. 

f) Activación o inhiblci6n química. 

g) Factores de crecimiento. 

h) Honnonas o lnteraccl6n se•ual. 

1) Nutrimentos en el medio de cultivo. 

k) Efecto del AMP clclico. 

C.1. EFECTO DEL CARBONO. 

Rosas (1993), estudió el efecto de diversas fuentes de carbono sobre la slntesls de 

carotenoides en Dacrymyces doliquescens. Observó que en concentraciones del 1% 

las mejores fuentes de carbono para la slntesls de los pigmentos fueron: O-glucosa, 

celoblosa y D·•ilosa. 

Al probar concentraciones del 5%, encontró que la •:elobiosa, la D·•llosa y el almidón 

estimularon la producción de carotenoides, debido seguramente a que tanto la 

celobiosa como el almidón tienen una lenta asimilación, mientras que la xilosa 

probablemente ejerció este efecto por ser una fuente generadora de poder reductor, 

importante para la carotenogénesis. A esta misma concentración reportó un efecto 

negativo por la O-glucosa y el ácido cltríco, que son fuentes de carbono fácilmente 

asimilables. 

Al caracterizar el efecto negativo del la O-glucosa, observó que el azúcar per se 

ejerció una represión transitoria de la carotenogénesis, asumiendo que este efecto de 

la glucosa se lleva a cabo sobre los primeros pasos de la via de sfntesis, ya que no se 

alteró cualitativamente el perfil de los pigmentos fonnados. 

Perry y Col. (1986) identificaron un fragmento cromosoma! de 12.4 .kb en Erwinia 

herbicola que contiene los genes que codifican para la slntcs,! ... d~:Yn. plgm.e.nto 

amarillo. Este fragmento se Introdujo en E. coli en donde se'. observó que la expresión 

de los genes introducidos está sujeta a represión catabólica. e~ pr~~~~ciá ·~!'glucosa. 

Orange y Monclair (1961) reportaron una amplia varle~ád de carbohidratos como 

buenas fuentes de carbono para el crecimiento celular y la producción de 

carotenoides para los hongos de la familia Dacrymycetaceae. Los autores señalan 
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que la glucosa, la sacarosa y el azúcar invertido generan las mejores respuestas en el 

crecimiento y la producción. 

En la levadura Phaffia rhodozyma, Jhonson y Col. (1979) reportaron el erecto de 

varias fuentes de carbono sobre el crecimiento celular y la producción de 

carotenoides. Encontraron que la celobiosa, la maltosa y la sacarosa, en ese orden, 

fueron fas mejores fuentes de carbono para fa producción de carotenoldes; en tanto 

que la sacarosa y la glucosa promovieron un rápido crecimiento celular. Reportaron 

también que a concentraciones mayores del 4% de glucosa, se presenta un efecto 

negativo sobre Ja proucción de astaxantina. 

Ruddat y Garber (1983) reportaron que para Phycomyces Blakesleeanus, el acetato 

cuando se utiliza como única fuente de carbono, estimula la producción de 

carotenoldes. Por su parte Goodwin (1959) encontró que para este hongo, tanto la 

maltosa como la glucosa son carotenogénicos, no asf !a ><llosa y la fructosa que son 

mucho monos eficientes. En la levadura Rhodolorula rubra, el glicerol es la mejor 

ruente de carbono para la slntesis de carotenoldes. Lo mismo se presenta en 

Mycobaceterium rhodocorous. 

Dholodal y Modi (1Íl82); al sustituir glucosa por cel.oblosa, ·como única·. ruente de 

carbono, encontraron q~-": !á. produccióry de f3-car'ote':'º, se "increment~ 10 vecÉts en el 

hongo Blakes/eea /~~~fic':~·~--~:~-t~-.s~. ~~~¡~ ~·.'ª 1.~nta nber3ciÓn de g~ucosa al medio, 

resultado de la utl1.i~~cl~.~.·i~-.. ~~1~'~'ios~,-ya· q':'e ,la '9tucosa a niveles de 0.2 M ejerece 

un erecto negatlvo·sobre lá' sinte~i~·de ~arotc:"noldes en este hongo (Danddkar y Modl, 

1980). Al estudia;:,;l.ef~~to'de,ia'~;;ncent~~ción de glucosa a niveles de 0.2 y 0.3 M, 

estos autores'. ~hc<:>·ñir~-~b~:.~~~--~e·r16~ :~c.tivid~d de mevalonato cinasa comparada con 

la actividad e~contri;da ~·~ glu~;,sa•o:1 M, lo que sugiere que la inhibición de la slntesls 

de carote~a1de~-~~.d.~b·~.:~· Ú~~·-r;p~e~ión catabólica. 

C.2 EFECTO DEI: NITROGENO. 

Orange y• Mon~.1a'ir.'11·96~f"·~eportaron que par~ la ramilla Oacrymyceteae la mejor 

fuente de 'nifró9~~·o .p-~i-~ ia ~intesis dá carotenos fUeron los aminoácidos. Encontraron 

también q·Ü~:~J'ácido.:~lu~ml~~:'Y la glici~a fueron los más adecuados para este fin. 

13 



Señalan además que la incorporación de triptofano a un medio con ácido glutámlco es 

particularmente efectivo en la carotenogénesls. 

En cuanto al efecto de las fuentes inorgánicas de amonio sobre la carotenogénesfs, 

reportaron que no existe ningún problema debido al tipo de sal de amonio utilizada. 

Aunque señalan que fue preferible utilizar el nitrato de amonio. 

Chlchester y Col. (1959) reportaron que en Phycomyces blakes/eeanus la leuclna y la 

vallna son inductores de la sfntesis de carotenoides. En este mismo hongo, Ruddat y 

Garber (1983), reportaron al extracto de levadura como una fuente de nitrógeno que 

estimula la carotenogénesis. Goodwln (1959) señaló además que el nitrato de amo~lo 

disminuye la producción de pigmento en el hongo. 

En Blakes/ea trispora la leucina resultó una buena fuente de nitrógeno para la slntesis 

de fl-caroteno. Lo mismo sucede con la glicina (Nells y De Leenheer, 1989). 

C.3 EFECTO DEL FOSFATO. 

,, ' 
Dholokal y Madi (1984) en un estudio en B/ake~/ea trispora enco~traron que .al 

incrementar la concentración de fosfato Inorgánico al m~dlo de c~IÍlvo, de 0.01 a· 1%, 

la producción de carotenos se Incrementó entre 4 y 5 veces~ Ad~i,';á~ :~·I patrÓn ·;:ie la 

sfntesis de los carotenos fue el mismo en ambas concentraciOOi!s''d'~'fo~f~'to·~~- · 
o;: c. ;". ,_. 

Los autores observaron que en altas concentraciones de. fóSfatO' haY ,:_ una' baja 

actiVidad de fas fosfalasas asociada a una elevada produc~ión de ~~~Ote·~~-1des. 

D. ZEAXANTINA. 

D.1 ESTRUCTURA. 

La zeaxantlna (3,3-dlhldroxi-~-caroteno) es una xantofila. de color amarillo, con un peso 

molecular_ de 5aa; es so1ub1e _e~ ~catana, c1~·~o~ormO, eter, _petróleo-y etanol. su 

estructura se presenta a continuación (figura 3): 
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OH 

HO 

Figura 3. Estructura de la zexantlna. 

0.2 OBTENCION Y USOS 

--· . 

La zeaxantina es un pigmento ampliamente distribuido en la naturaleza. Se ha .obtenido 

de la alfalfa, del. malz y 'cie la."º~ de cemp~~úchitl (Nells y. De.· leenher, 1991 ). 

Jungalwala (citado en N~r~a~ 19S6) enconi;ó que en las ~~te.;.s d~; O,;loxis regla el 

90% de· sus: Pigmentos··~S ze.ax~:~·tina:~Po·~= ~tr~·.':l~do~·\.a~bién·· ... ~e.'ri~··~~-~Ó~trado: en 

microorQanis~os ~~·~º ·c·1~~b~acle·~¡~~.Y al.~UriaS-:b~~lerias ;~º f~tosi~~étJC-~s (Dive~é-
Pierfuissly K~man, 1988) .. 

El género Flavobaclerlum, que representa a las''.;~cte;las'de c~lor a~ar1Í10 (Bergey, 

1980), es de especial in'teré~ por el elevado,porce'nt0jeci~ .zeaxantÍna que prciduce. Por 

ejemplo en el Flav~bacterium R1560 el 95%d~ H~ carot;,'n'oide/co~responde a esta 

xantofila (Brltton y Goodwin, 1911(otro hasci ..... ~¡ Ffa~ob~ci~riu',;, sp. ATCC 25568 

que d~I total- de sús c·a~ote_~~~~".'~-·----~1:·~~!~··.:Cor_i~~,p~~~e'_:·a··~·~~~~-OÚñ~ -(Scro,;.ne _y 
Sánchez, 1991).-

Esta xantofila se utiliza principalmente como suplemento eri raciones allmenllclas para 

aves y peces: e'n los pri"1er:o9·-~~~\~~eJ~.~r la ·~pt~~CiÓn de la yE,~a d-~'. h~evo_ ~· d~ la 

piel de las aves y en los peces J>ªra pigmentación de la piel (NeUs y De Leenheer; 

1991). 
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D.3 BIOSINTESIS. 

Brltton y Goodwin (19ii) utilizaron la cepa de Flavobacterium R 1560, una bacteria 

gram negátlva que l~corpo.ra eficlent~mente ácido mevalónlco para sintetizar 

carotenoides; ·para éiuclda~· 10~ me~~~ls,;,~. de. ial:Íiosi.ntesls de xanlofilas. De esta 

manera se establ~ciÓ :·qu~:.1)1o~ grupos hidroxilo se lntÍ'oducen hasta después de la 
'. : .. ' .. 

ciclación; 2)se ·necesita la ·presencia· de. 0xf9eno, y; 3)el llcopeno es el precursor 

inmediato de los carotenoldes clcllcos. 

Por su parteMacDemi~tty. Col. (1973,1974).~a~'~ropuesto tres rutas alternativas para 

la bloslntesls de. zeaxanli~a:. a)viá p:z~ada'n:ite~·o; b)vla fl-caroteno y; c)vla llcopeno 

rublxantlna. (Figura 3) .: .. · 

La ruta (a) represenÍl> 1á· principal ~la:·d~:.1:Ci.:,;1ntesls de zeaxantlna, en.ella .el 

neurosporeno se Cicllza dando lugar a la 'torrñ"a~ión d~ P-zeacaroteno, el : ~ual : .~e 

hldroxlla a 3-hidroxi-fl-zeacaroteno, que después se desatura y se convierte en 

rublxantlna. Por último la rublxantlna se clcllza e.hldroxlla para producir p-crlptoxantina 

y zeaxantina. 

La conversión de neurosporeno a P-zeacaroteno se inhibe en altas concentraciones de 

nicotina en el medio. Se presenta entonces una ruta alterna de slntesls (ruta b). En ella 

primeramente el licopeno se é.icliza Pai-a ronnar 5-caroteno el cual produce fi-caroteno. 
- >' 

que finalmente se hldroxlla generando zeaxantina. 

La rúhi (c) se presenta cuando se l~hib~ la conversión de y-caroteno a fl-caroten.o por 

la acción de bajas ~oncentracloné:s: ~~:nicotina. Este ihibldor Impide la clcl~~1Óit~é1. y­

caroteno form~·ndo e~·1a·nc::e9: r~b1~·~-~Íi~a··~ fi~a:fmente zeaxantina. 

D.4 EFECTO DE LOS,~UTRIME.t·h~¡SOBRE LA PRODUCCION DE ZEAJNTINA .. 

Los estudios en Flávob;if:firfd:i;d~~j,:/;o~enans(una ba~!eria queri~~ce Únplgmento 

ama~llio denominad~ R4J9), .;;,:;.,~straro~ qJ~ pa;.,; Ía sfntesÍs de. este ~a;ot~nolde es. 
: . -- . ·, ; ' '" - .. .. . . . - . ' . '" . ' . . . ~··-.. ~' . 

Indispensable la pré~encla de luz y oxigeno, ya qÚe la pr?ducclón: esp<lclfica de ésté 

compu~sto s~ _1ricre1Tie.nta: Cú~ndó: ·se_'~ u·uuz~·n ·cWeeks·,·. y ~_Garri~f:-~·--~967i ;~ weekS '·_y, 
Andr'ew~s-/1:·969);-~~-~~--~·~ ---~-~-. -- .-. . -·r ·-:~- -.o --- ~._:;:~.: ~-;~::-~ · · · - · 

Por su parte sl101h~r y Wis i1_911í; D~~~k y coi; (1973},st.~l'~i-d ~/oasek(1974) y 

Sheperd y Col (197.Í),. reco~lendan' tamblé~'I~ ~tllzaciÓn d~ lu~ y aglÍ:.~iÓ~ de los . 
,. . . .- • .. _.,, .- , ... - ,_'<.-,. -· ........ . 

cultivas, señalan-do además: que el oxigC.no. es ·un :.tclctoi."-limitaOte'·cte ra: srntesis. 

Encorlt~arora que Ja temperalu~a adecuada .. pa;~ el. crecJ~¡~~.tb ;··,a· pr~'d·~-~~1ó'rl oscila 
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Fig111 3. Bioa.inteaia de -xantirw. Ruto (1) vl1P--coroteno. 
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rubiic1nt.ire. 

17 



alredededor de 30.C y él pH ade~uado núctua éntre-6 y a. ·Respécto a los fa.ctores 
nutricia~·~·les s:~.ñaÍ~··n ·¡~ 'Sig~f~·~te·; ·.~: 
a)La adlcÍón.ci~•;,;;,íio~Í~a 1ci.24.~t1);'dsu,;a,(o.129t1) ó clstelna,'(o.12·911) permiten 
incr~m.en~~ 1a p~oduc·c1e;~.'eSP:e·c.~r.ca ~~·z~~~~~u~~.":· · :· · :it•>· ·~;-5~_ ~ .. ·' 
b)La i1dlciÓn de i~~~!~diJ~l~~Íc com1~:F~:.+. (Cl.~1 Mi/ca+.+ (0.001 M) o Mn++ (0.002 M) 

·' ·:e·" e<.''<·. ,,--,.1·;.:.d ,_·:;~' - ·'.·:.·.: -:· . .,·.~<. -: · "'.'·.e;".,•\ ,,.,· ., : :·'-.;,: ¡; _ 

p~oduc~n u.?. ~-f:-~-~~- p~~-i~~--v~ -~_o,br~ f~:~r:o~~~:~'~-~· · ~:_; -· · · -~ 
c)La · adición- ci~i¡;¡;¡d~~i~ai'~;,;1~~í~~i~e 0.2~ gf;;,I Íi~~~ .~~ ~fecto-~oslti~o en la 
pro~u~-~ÍÓ~:._,_;: . ~.-·: ····\:,~':; ~-, .. \--~.j ~--~>\ ,:~;_- _:.J~~'· __ - · 

d)Una coml>inai:ión' de métiorii~~ (0:12 !J!1) y Fé++ (Ó.o{M) permite Incrementar casi 
tres vece~-la ~~Ü-dU~ciÓn-·~·~'·ri~'r~-.l~~~id~-~-:--< ~. ~/; . - - ... , . _:·~:. ·-
e)La fuent~ d~ ~~rbo~op~ede ~ér 9lu~o;~ o saca;;;~~ en.Ün~ ~r~~~~;,;ó~ de 0:1 a 15% 

::.:~t::~:~ºp~rtü~:"~~i,~~d:c;!1~:~dt:·:l;,j~:t:t~~:t1füfat~:~~.~:r:tc~:··· 
propoiC16~ de_- C{i· ~,--8%;.-~~·.:µ·~~~ .. ·Se'.;a'd1-~i~~~.:~d~~ás- .:~·Urt~l~::de :~~~ii~~¡~':en. Una 
proporc::lón ·dé .o.1 '3 2~·en· P.eSo. -
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11. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el efecto de los factores nutriclonales sobre la producción de zeaxanllna en 

una cepa de Flavobacteriumsp. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Diseñar un medio mlnlmo para Fla.vobacterium sp. 

2. Detenminar el efecto· de.• diversás • fuentes· de carbono· y· nitrógeno· sobre el 

crecimiento celular y la producc16.n ~e zea•anll~a iin F(avobá;;terlurn sp. 

3. Determinar el efecto d~ ~·lfe:e~t~s sales sobre el creclmlen~ celÚl~r y la producción 
. ·:'· . ·'.· .. . 

de zeaxantin3i en FlavobactBrium_sp;· 
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IV. MATERIAL Y METODOS 

1. MATERIAL BIOLOGICO 

La cepa empleada corresponde a Flavobacter/um sp. ATCC 25 582. Obtenida de la 

American Type Culture Collecllon. 

2. MEDIO DE CULTIVO 

El microorganismo se creció en el medio YTN que contenfa: glucosa al 0.1 %, cloruro de 
. - . . : 

sodio al 3 %, e>ctracto de levadura al 1.0 %, Trlptona al 1.0 % y, Elementos .traza 31 0.1 %. 

En su caso para cultivo sólido se adicionó 1.5 % de agar. 

Las condiciones de cultivo fueron: Matraces Erlenmeyer de 2~0. r:nt;·_c~,"··.~<'.l -~I ~~'!"ª~lo, 
29 C y 160 rpm de agitación. El cultivo sólido se creció a 29 C. "',,>' 
La composición de los elementos traza fue la siguiente: H3BOl 2.85·g; M~Cl2 4H20 1.80 

g, FeS04 1.36 g, Tartrato de sodio 1. 77 g, CuCl2 2H20 26.9 mg; z~c'i'2 2o.s ';;;g, cÓc12 
6H20 40.4 mg, Na2Mo04 2H20 25.2 mg. Disueltos en un 1.11...; de agu.a?L_~\'.,. 

3. INOCULO 

A partir de un stock de células, el microorganismo se creció por 48 h en cajas de petrl 

con YTN. Posterionnente se Inocularon maÍrac~~---~~~ YrN y s~ cr~~ieron por 24 h. Se 

lavaron las células con solución salina estéril.: Fln~'1,;,ente se .diluyó la concentración 

celular hasta obtener una densidad óptica. de 1.00. Se sembraron las dlrentes 

condiciones a evaluar con el 5 ~ de _volu~~n ~el inóculo correspondiente al volumen 

total de la muestra. 

4. DISEÑO DEL MEDIO MINIMO; · 

El medio mlnlmo se Implementó utilizando los 20 aminoácidos de las protelnas, en una 

serle de combinaciones según la siguiente distribución: 

2 3 4 5 

Gly Asn Cys Met Gin 6 

Hls Leu lle Val Lys 7 

Phe .Tyr Trp Thr Pro 8 

Glu Ser Ala Asp Arg 9 
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El medio utilizado contenia: á1ucosa 0.1 %, NH4CI 20 mM, K2HP04.10 Mm, Elementos 
- ·-· .; . ' .· .- . ',_·,,- .- . _ ... 

traza ·o.1 %, NaCl'3 %. _Cac:f~_~m~no~_cido ~~e,.~dlc_~_~nado en~~ná c_onc::"ent~ación de 1 

mg/ml. 

Las condicione~-~-~-- ~tni~~·:fUeron: m~l~~-~~~' Erteíi~~-ye-r.-d··~ 125 -~1-:rio'n· '~5 mi ·de m·edi~, 
a 29 e y 1eo'rpmde a~ii<;~ió~) Eíti~;,,~ode lafe~~nli~iÓn fue.de 4~ ¡:¡: 
a) Una.vez obienida_la combin:ación d~ amhÍoáÓi~o; r~querid~ para"el crecimiento del 

mfcro_o_rga~i~~~-~-~'.3~i~i,~O~.~~n;·_-,~~~,;~-~~~:~~ )~-~~-~ú'~,-~~-~?~ -~?~~l~~~~~~-1?'~e_s ·o.o:~--o/º y 
1 %; gluc·osa·-·tambleñ · eñ-"da·s·::cOrlCe-ntraC1on~s-· 0~1:.,·y·;:·2 :.%¡ ··c.~.?~úrcl~de'·:Bmórlio a una 
conce~t_~-C-1Ó~'d~;2o:·~M ~~-~úri:~~s·~~i~~:í~·n'1~~-:~~~;~¡-~¡~r,:~~·::·~-.' .. : .. ·. 

1 .. ªª 
2. :NH4CI 

+ 

+.·: .. ..... 

,. 
91uo.1%c 

_ + ~:, ·g,u ·o::t% 
3. NH4Ci + ••• + gl~Úl% 
4. aa +EL 0.01%':+ g!~0.1 % 

5; aa +El ÚJO% + glu,0.1 % 

6, NH4CI +Et.'1.00%',+ gl~0.1 % . 

7. aa +EL 1.0'0 %' ~ ~ glu 2.0 % 

a .. aa · +, :... '+ ·:giu 2.0' % 

9. NH4CI +Et1.~0';.U ~1~2.o.% 
a~! aminoácidos (G1y;Asn,'i31n; Cys, Met) 

b) A continuación, de la co,;,bi~ación d~ ~~l~~é~l~~s ~tlnz~da, ~~ eváluó la posibilidad 
... . -. ,,, » ·~ .. '· -·,._,•: •. \ - .. , ' • . . • : ' • .. ' . 

de la eliminación de gliciria del méélio.dé cultivó. para ~lle- ~.e· eliminó d.:01 medio y se le 

comparó con la res~ueSta ~e lm(ci,1,1c~'~mi!1~~.ci~~~-'.-:·'~ ,·. · "" 

c)Posterionnente -. s·e ·: eV81uaron· "'t0d3S · 1a·s·.-:.-co"1b1riaéionBs. ·_poSibléS' .-de. los cuatro 

aminoácidos ;esm"~·t~~; '.- ·.; · 

d) A ·continuciéió~· .. _s_~ e.~a·1.uó._U~a· f~~_nt?'.·d~ .ª~l:'.fr~~ ~!~~r~áti~~- 3 ·_roS ~~irioá~id0S, esta 
correspondió al sulfato de ·n,agnes10._e·n tres· ditereOtes·-co·néenráC1onés:·1,"3 y s mM. 

Según las Siguient~~ c-~·~di~io.~e~:--·~:_ __ ~ __ · .-

.1. Mg504 

2.Mg504 

3. Mg504 
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4.Cys 1mg/ml 

5. Cys + MgS04 1 mg/ml·1 mM. 

6. Cys + MgS04 1 mg/mHI m.M. 
7. Cys + MgS04 

8. Asn 

e. Asn + Mgso4 

10. Asn + MgS04 

11.Asn + MgS04 

1 mgll1)1·5mM 

1 mg/ml 

1. ':"g/.m,1-1 inM 
1·mg/ml·3 mM 

~ in91m1.5 r'nií1 · 
12. Asn + Cys 1 ingt;,.1.1;,;g/nll 

13. Asn + Cys + MgS04 1 ,,;g¡,f,j~1 mg1"11:1 mM 
·' ,.,. ,, ..... -

14. Asn + Cys + MgS04 1. mg/~1:1 mg/ml-3 mM 
15. Ans + Cys + Mg~04 ~. ;.;9;;;;-1.1 ;,;g1'm'1~5 mM 

e.Finalmente s~ determinÓ. la. Importancia del. iC>n. ~~g:~.dt~rr~ul;~~o para lá cepa 

comparando.la utillzaCión de las siguientes sale~:':ll!gso4,;r.19C:í2,'K2so4, Na2S04 y 
MnCl2 en un~ concen:lracÍó~'c~e·3·m·M:·~· ,·_:·; :~: ">~ 

,.;;··· 

5. EVALUACION .· oe0~i~cro o~: C.:.;Ú~()N~: NrTROGENO, Y FOSFATO; SOBRE LA 

PRooucc10N 'oe ieAl<ANrÍt:iÁ:· · 
: .,,;,. 

a. Para .está!I•• ~vaÍuacÍ~n~s,se utllizó. ~j m~dio'. "1inlm() ()b~enldo·~()n,1.a siguiente 

:~.":ª0:1~~ó;2~ú::1;;}~~;~:~fi~~~1~r::,::t:~<>ti!ti~~·~~'.~z~~:~~~::n~:~· 
Indicadas ~n'e1apartad(;4/· ... } '.} .. • .' '.i • .... 

b. s·e e~a1ú~.~~·~ :~~~;e~~,~~.e:~. c~·~,~~·~~~c~o-~~~:.·~ª.'.'9!~~.º~ª ~c~:n .Y ··sf~ ·.~~1-~16_!1~- d~' ~iO_r_üro-de 
amonio): d~ O a 10 ,¡,; d~ c1cir~~~ ~~'all1'~~·¡o d~ ~ó\, 150.mM; d~ ~~p~ragÍna de Ó a 3 

mglml y;· de f~sf~t~ d~~osÜÍ~1~'ditlá~i;;.; <Í~1 a1óo ,¡.,¡.,,~· ·.·.. · .·.·. ·· 

:;::"::::':.~J:~r~::::;.;. ,;t:~,:;,~: .. \,,,;~ l:2,L;, .. ~. 
oxaloace.tat~~ a·-c~t09tUtá'r3tO; inarato;· ·Y de'.'.. "iá '. glUCóJiSiSi :··p¡rUV3tD·.·-,. g1UC0.Sa-·6--fosfato, 

tructosa-1,s.d1tii~t~to ~n u~~ ~º~;;¡;~tr'a<:1óii\ cic.: 1 o 'i.°iM.?uuu~a'nd.; 91u6osa. ~11•/, .·y 
.;.:~- -~-·-·- --··-· ... 

asparag~n~, 1-~~~~-!-º ,~_h:~ __ ru~~- d~--":a.~-º"-~~'. _2~ ~:M.' ~-.. _- -_e ••• • _ • • : ... :· : :-· __ 

b)A c.;ntinuaclón ~~ ell;;,i~Ór~c·¿¡~~.;~a d~I ·;;,~dio elº culthÍo y s¡; eval~~ro~ dif~~entes 
fuentes de .c~~~~·o:: _g.IÜ·c~s~:_:- xilOs~~. ~3~a~~s-a,_ ·slic~i~at_O· d~ ·sod1~. · -~,~~rak.·_ ·de· s_Odio, 

plruvato de sodio y ac~¡;;to ~é sodio. Para cÚo s.e utilizó u~a concenini~lon d;'55. mM de 

cada carbohidrato. 
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Las condiciones de cultivo fueron: matraces Erl.enrneyer de 500 mi con 50 mi de medio, 

29 e y 160 rpm de agitación. El tiempo de la fermenlaclóf! ruó d.e 48 h. 

7. METOOOS ANALITICOS. 

a) El crecimiento se estimó por densidad ópt1'éaa .. ima longitud de onda de 540 nm, 

utilzando un espetrofotómetro Bausch and Lomb E-2.1. 

b) La extracción del pigmento se efectuó según la ·técnica reportada por Brllton (1985). 

El método consiste en romper mecanicamente una pastilla proveniente de 2 mi do 

cultivo, agitando en un vortex durante 1 minuto en presencia de apro>Cimadamente 4 

gramos de pertas de vidrio y 2 mi de acetona. A los extractos de acetona se les 

adicionaron 2 mi de una mezcla de eterde petróleo-dletll eter 1:1 v/v, para transferir los 

carotenoides a esta mezcla. Posteriormente se adicionaron 2 mi de agua destilada para 

la separación de fases. 

La fase etérea o epifase se recuperó con una pipeta Pasteur. Se dejaron evaporar las 

muestras por espacio de 24 h para finalmente resupenderlas en etanol absoluto y 

cuantificarlas espectrofotométricamente a 450 nm uttizando el coeficiente de extinción 

de 1540 (1%, 1 cm). 

El cálculo de la concentración del pigmento se realizó aplicando la siguiente fórmula 

propuesta por Brllton (1985). 

11g de carotenoides= (A)(y)(106)/(A 1cmH100) 

donde: 

A es la absorbancla observada , 

y es el volunÍe~'iie1·;~tr.icto en Ílil 

106 es una'~~~~ti.~t~p;;e~presar lo~ carotenoides en 11g 

1% 

A1cm es eÍ coeficiente de extinción espeélfico para 

zeaxá~tln;. - : ': · ' ' : 

100 es una co;.tantJ pa: ell~lnar ~I factor de 

porciento. 
·;_ ' ~ :· o •• - • " ._. • - • - : . - : 

c)EI amonio. se de;ermlrró por el ·,,;~iodo. de .. Berthelot (Neatherburn, 1967). Para la 

determinación de fosfato d~ utilizÓ el.método de Summer (Summer, 1944). La glucosa se 
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cuantificó utilizando el paquete para el diagnóstico enzimático de glucosa en suero 

GOD·PAD (Erllck). 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS 

1. DISEÑO DE UN MEDIO MINIMO 

Con la finalidad de evaluar el .ef~Cto de '~~inaá·~idos sobl-e el :~feéirTI-iento y prOducclón 

de zeaxantlna en Flavob~cteriUm sp>se·_.ap:f¡~Ó\J'n'~\;·r:~·É!b~ dond·~-,s~ iñCluyeron los 20 

aminoácidos de las prot_elnas~ -~~~,·~1Í~;. :e-~lt_11_Z~ ·~n~.-~:i~~:~o_,·_:_ ~e~~~~-~~~-~ -~st~~ios 
de auxotrofla de bacterias. is'~~r,,;a~ y·- c.~ú: 1~~1í; 'cjúe '_~tll!za nue:-o difer~ntes 
combinaciones de los amln~ácid~"S-~\ES·ta·~~Con;b1~~CiO'n;;~--~-s~.~-·d1s·f;Üe~!3S'.de. t.31 ferina 

que permiten determinar 1as· reqúe.rí"1IEú1tOS·pJl".·-·uáa·O rrlás·am1ílc:iáCíciOS·:·'.:._:-, 
' • ' • ' •• " ~.. - ' • •• • • • • -- < ~ 

En la figura 4 se mUeS"tran' los re'Su1iad~S"'ObterlidOS ci~ 1a·sprue·bá'S" .·é·on a·m-inCJá"cidos. se· 

observa que I~ · _ ~~~.d\~·~~~:;·~:·~~·J~,:~~ ~~ .. ~~~~~~~:: 9116·!~_~,\~~~p~~gl~~,~·· ·~·~~~~¡~~:,.-: ·~·i~t-~:f.r:aa· y· 

metlonina --- resultó.·· 1ar ~ii· :.adecuada .·.--_-par,.,• el'' crecimiento Üy producción ·- del 

mlcroorganlsmo./\I ¡,~;e~¿r·~s~;~~~blnadÓn i.port.;_ 10& req~~~¡;nlént~s ~·~~-- n'ece~ih.. el 

micro~rgan·1~~~¡ -para':: Cré.~e-~ -~-~:Pr~cÍU~ir --~·ea~-~nu_~·~~:. ~~ \~' ~~-~~~~;K~~~tíd~dé~ ~~e·~~::: ,a; 
reStante's c-~mbí~~'c:1~~~S~~f~m1nciá~ri'td,~~-~~::; __ ': o;;:.;·>-:.'.~~'~-~;·~-~/; ':;-:¡. 

La .cOmblñaC16n ~e·~~-inOácidctS·e~~oOtr3da ·preseóta·ta·:-cilri~lfü-1suca e.e- íri~IUir-a dos 

aml~oácidos ·_aZufr~do;: · ra · .metÍ~r,¡;,-~-~:. _Y ,'.~ist~f ~·a;: ~~a- ~~~S ~' ~mf'~-;,~-~idOs :':e~~-·:~~ grúP~ · 
amldlco: la glutamlna y la ~sparagl~a; y el aminoácido ·más ·;Impla··;¡;; l~s;p~ot;;rnas: la . , ..... .;, - ,. ... ·, -., ' . . '•· ·····.- - ·'. 

glicina, 

Se eligió la condl~ló~ 6 y'~e pl~~te6 Í~ posibilidad de incrementar ·las respuestas en el 

crecimie.nto Y.-la ·.prod~ccl~n··~Probando di.f~renle~ p_rinciplos nutricionales:._ ext~acto de 

levadura· (0.0.1•,¡,'y1.0 %), _y.dos ~<lnc~ntraciones de glucosa (0.1 y 2 %). El extracto de 

levadura al\ 0.01·: ... ·%'' tú·e·:-'Utmz~-d~ principalmente como fuente de vitaminas; en 

conce~tra~ió~ d~.-~'_ 0Á_·f~~ u~illzadO conlo control, ya que este es Urla fl_Jenie· compleja de 

nutr1me~tOS·', L? 91U~·a~~-~:-~fC(.1o/a: se utilizó por ser la concentración que se_-Utiliza ·en. el 

medio complejo (YTN)-y en'-~·~ncentraclones del 2% por la limitáción de nutrim'entos una . - . ~ ~ - . , . . ·'· . 

vez que se han eliminado' las fuentas complejas de protelna utilizadas en el medio YTN. 

En la figura -· 5 sé p~es~~ianlos resultados obtenidos al evaluar Í~s . dÍf~~e~tes 
co~-di~Íorles, de' -~~~ltl~:~--~;yª '~eñ~1~das, a. partir de -1á - Cóinb1nac1ór~:~¡~~'.,,~~~~~-~~~·¡dos · 
enContrada'. > 'CorOo Pu't?de verse en la figura, la adición de extracto .de· 1aVadura .en 

concentraCióri d~ o~o1% ·no m~Íoró el crecimiento d~1' ·ml~~~~-rgani~;;.·c,.·· .. en los 

aminoáCidos. ~In· e~barQo, al incrementar la éonCenl~ción_ .. del -~X-tracio de ·1e.vadura a 
. . . ' - -

1% se incrementó considerab.lemente tanto el crecimiénto como: .la producción. Este 
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FIGURA 4. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE Flavobacterium sp. EN 
DIFERENTES COMBINACIONES .DE AMINOACIDOS (LA CON-­
CENTRACION DE CADA AMINOACIDO FUE DE 1 mg/ml). 
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. . . 
efecto puede explicarse en' términos del aporte de nitrogenado -del extracto de lavadura, 

que de hecho se utili~a ·eri.la fo~~·,3~¡~:)"~·d~1·~~di~ co,;plejo p~-ra el F/avobacterium'sp. 

Además s~·abs~NÓ qu~. C~~, 1~.-de. ~·xt~ct~ de .revadü.ía .j sulit~yen.ciO l~s anlirioácidos 

por cl<?rur~ d.e; ~-~º~),~-.- '.:·_~/ :c~~~~~i~rlt~~ .. ~~·e : (~~ore-~iÓ · ~~~sid~r:a~1.~ffiente: __ .f'.lO asl la 

producc~órl'_d_~·1 pi9r!t_~'~t.~_q-u~-diS·m1.~~Y~' .. ug·~ran\en_te·.>~ ::: ::· e<·"· 

Por· _ot~a ra_d~; ~~l?~~:~-~~~~-<~á·'. ~º~-~-~~t~Ci:ó~--;~e,. Qf~~:O~_a ~-:"~o/<~-~:- ~~-~e~~--_qlié ~~ 
condici¿n ~ ·-~-~~~~.~-~.~ ~ 'i_~_· ~~~ .. ~~1~/;~~~,~~. (i~~-~f~,r)~_:··.:~~Ja·r~ ~;9~!~-~~ -~~i-~-~:~.~~e;·. ~-~~?-~~~~-¡~!en.to 
y ra-~r~,~~~~~i~-~'.-.~--~ient~-~ _q_~.~~-~~-}~~-~.c~~~icí~~e_s._d~~~-e ~e_.-util~~----e·~-t~-~t~--~·e :leV3,d~~ 

~~~~i~~~;~~¡~~S~~f.~~~~iiY~~;}}}I1i~~~~?: 
cloruro de· a-i"noniO:;: .. ;::~ . ' - <'.~'.f\· l - ,_ ,. , • .-:. -~-- - -~}_:¿:;-~: ;:. ··>· .. L \-,_- '-'"' ' ·::\~'. 

eS rlo~_bi~ ·¡~_--d¡f~~e~~-,·a,_.·q~e _e~i~t~-~- .-6A~-~-~~--~~~_-_Uuú~~-ri:~~0}~~~-~Í~o:~·::, ~:1 1~-c~~~~n~·r_ 1a 

2~;~~}~ls~J.t~~t~~2~~~~f ~~~fü 
bajas. e~lo,i'!dlc~ a_dei:na.~;-_qüe -~-~iO é~)~IS' c·c:>rydiciO_':le~· dé f?UltiV_ci é1 ~-lcrOO-rgan~~riio 'no 

es ~apaz -~--~-~~~l!~a-~_a: 1~_91U-C~~-á 'Y .. ··~!)ir~-~~-ro ~e amo~iO Como_:Óni'?a'S f.u.~~tes·-~e _carb~no 
y ~ilrógerlo r~Spe_ctiVam.~~:te· ic,_q·~-~~-~e ,~~flejá en su escaso cíe cimiento:·-

Los· resuftados: mostrab'an tjut? prá_cucamente se contaba con un medio químicamente 

definido. Un medio que._contenla aminoácidos como fUente de nit~óge·~-~ ~ p_~si~le_mente 

de carbono y que mejoraba las respuestas en el crecimiento celular y la- producción de 

zeaxantina al incre"!~nta~ la concentración de glucosa. Só_lo -~esta~8. detenninar~ 1á 
importancia de cada uno de estos aminoáciodos, así como las diferentes comblnaéiones 

de los mismos·~- Antes de estas evaluaciones, se planteó la ~~SibiÚ~~ad· de elin1iriar 

glicina, l~ que·pennitlria reducir el número de condl~ion.~s .deÍ '..exP~;J~~nto·:(~or: ~f 
número de_ co.í!,lb.ina~ion~~ p~sibleS .de los ~Ó11noa~ido~). 'Í:s~~--~!1 b~-s-~ ~;_,j~ .:á,~~~-ry~·Ci~O- _ 
de la estructura y vra·fnetabónca del C3tabouS·mo d-,;- 10S·áminOácidos, lo qu·é most~ba 

~' ... ·. ' . - . ' . . . . . - ' . . ' - . .- . . . : ' 
que el posible aporte de glicina podía ser cubierto por la,cisteina. Ambos :aminoácidos 

tienen la misma -~utá .de ~atabousmo~: s·in embargo ia cf~teíná -podia r~sultar de -~'ayer 
importanCi~ dad~s sus grupos ~~ncionales (Lehiiinger. 1981). 
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En base a esto, se diseñó el experimento por eliminacióri de la .glicina y se campar~ con 

la co~dici.ón en ql:'e estaban presentes los cln.c~ arrií_noácl.dos. 

Com-o se observa en. tá figura s .. al elimli1a'r~'e ·1a 91_i<?ln~ ... ~~I :')'l_~_dfa:·.d.~ ~~-ltiv_'.~··~e mejoró 

ta.nto. el crecimiento del mlcroo~g_a.~l~rilá_ ~~ma·.~~ p~~·d:~~c_I~~~'. -~º·:~·~~. ~.1~·0_ ~upan~~ 'q~e 
dado el caso~ la clst~fna p'uede suStitul~-,a I~ ;~·1'i~'1ri~- Y' ~-u~' j~ril~- ~·: I~-~- ·l~es ~·minoá.cldos 
restantes a~ortan lo ~u·e el m1?~~~rg'."1~is_~6.~·~?·e;¡:~·~a:~.'.~~-:~~~c~~:i_~-~-~~.:··~b.~'~tr·~ ·,~do;· 
los resultadoS nuevamente m·ucStran·quí'!·a1 dis.rOiriUir· ia .-C3ñuda·ci de n.itl-ó9e~~:de1 media· 

Una vez definidos los alninoá~Í.daS rn·f.~ ¡-~Po~l~~t~~>~~r~·1·1~/~~c~~·¡d~ci~~ nútriclonales 
,, ,.,. .,.._ .. ,, '.-·, ·"•''"·'' ...... ·.·. 

de la cepa, se probaron. t~das: las· c~r:n~lfl~'?_¡~~~~_' P.0~-~~1.~s- ·.:~~; ~.~p-ar~9-.~~a;-~ -~_IU~~ln:a, -
cistefna y metionlna, asf como ~~da:.:u;~-~·-.p¿~- ~/~,~~~d~.~E~í~\b~n'. la',;fin'a;lidad de 

' ' ' "' • "• 'e ·~i.' '> ",{ ' - • - -~''--. •• • •' • •!-

determinar el requerimiento de !ª c~~a ' .. ct_e·:·~."~º-~:.:~~'~:-~?S'i?i~l~~~~l.~_C;~ ~:'.· bi~~' Uría 
combinación de los mismos. Los rCsúi~da's·~'·~bt~~:~id¿; ·'~,,·.~V~l~~-r, ~-s~s ':'--diferentes. 

Se puede observar que l~diVid-uale~,~~l~.:-¡o·S-~::¡i1f~~~-~l~~;·:·a·~·¡~~á'~·¡d~~\~-re~~ntan una 
. ' .. ,,.,. -----"-'>.é'. , ·.-_ .,..,_.,.·· '• -· 

respuesta menor en crecfmlent~_Y P!~~u~CJ.ór('~O~J?a.r~d~ .'.'?·ó·.':1,_l~s-.·~-~:SPu~~ta.S' ~_bte~ld.as 
con la adición de los cuatro amino~Ci~~S:~-~sto;~~g-~f~-~.~-~-t~ __ d~~~i~~~;.~ r~ __ /3~~-'~e algún 

elemento importante . para ~~. ~e~~~li:fim~::.:·~-~ ·::'.~~--.\~~~.~·_., ~f~~e:.·,_'.S~~\ ~-~·~~~~'ti-e_. c~rTI~_ 

::~~::::1:ª ::e:i;:::;::~::J:~;ó~§E1c!tci::2,~~5;a:i~"f :f 31:!~;i:6:º ':~ 
la asparaglna, por su parte la -~~ti~ñ·j~~ Y)~·~·~s-~Ci~~-~·."p·r~~entaron ·~~~a ·mej~r: -~~sp:u~~~ta. 
Considerando que la d!ferenciá .. más'_ 1m·P~.rta~t~: entre 1os-anl1noácidOs' s·on SUs grupos-. 

funcionales, en un caso la presencia -de ~Z~rrc··y ¡,tro. la presencia de un 9i-upo amfdico, 

es posible que el ion azufre r8sUltas'é)mp0,rtante en el metabolismo de la.cepa. 
•. 

Al evaluar diferentes combinacic;>nes de dos aminoácidos se observó que las mejores 

respuestas, tanto en crecimiento como en producción, se presentaron dond~ se inclÜyó 

la cisteina. Encontrándose las más bajas respuestas en aquella condición donde se 

adicionó la combinación de glutamina y asparagina, lo que sugiere nuevamente la· 

importancia del azufre para la cepa. En las combinaciones donde se Incluyeron 

meUonina y los aminoácidos amídicos, se encontraron respuestas intermedias a las ya 

descritas para clsteina y estos aminoácidos. Esto puede deberse a la forma en que son 

catabollzados los aminoácidos azufrados por parle del microorganismo. 

En las 4 combinaciones de tres aminoácidos huevamente se observó que las mejores 

respuer.tas tanto en el crecimiento como en la producción se presentaron donde· se 
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'. . - ' 

incluyó a la cisteina. s1e~dQ l_a_ mejor_ coiid;ic_IÓn aquella ·d~ndc no cofncid~eron mctionlna 

y cisteina. 

. '.< 

ca·m~. se o~~-~~a. ,~·,;·-º~s~ ,·~-~m~ ·::~~u~~{-:!~~. P,·r._e~~-"~!~.- _de ·u~.-ª-~'-~~~~¡~~ -~~~frado, es 

:::=~~~::s~:~t~iis~1:11í:~~f jfr:tYt·~,1tEE:B E~;=·~~:I:I~~;1:
1

:d~~ 
::::;:~~Hi!A~i~:::~~d~dw::;t~i::·; :::: 
aminoácidoS- arÍlldicOS cof!¡O fU'é-rlteS· de-C'áfbéuíC>Y nilróg~rlo •. ,.~ 

. "; ·' .,. " -:._,.; .. ~ -; 

-~.:..·.· ... '·"" "'\-· - ··-:',: '·~' ;< 
Al defi.nir l.º~- -~~i/1.~.~:~'.~-~~ .. ·~:~P-~~-!:fic~-~ .. ·:qu_~-:~~j0:~~~1

~-;~~~~-~~I ~~-e~i_;n·1e~'i? ·~el~~ar ·c~mo 
la pr~duc~fó·n.-de:~~~-x~~l~~á-;J~-~--:~~~,!~~~i~:~·- ~~~~9~'ri~,~- ,q~~~·~¡ _¡~~- ~~~(~~ epod-rfa ser, un--· 

elemento inlpo~~t~---~n~-~;¡-;~~-~--~~-~i~~~~:~~:~_~r_~.F~~ .. -,~---º~~-~'. --~-~'.-Csta' ~á:ne·r~_,-y c,on !ª 

::::~::E:!:~~~:1~i%:~~:1f ::~¡fü)i~~:~~~1:tª!}~~~;:::~fr.f ?iF~: 
carbono Y nl~,:Óg~n_o'<:~.l~::~. , '--~f:-:::·:-;· ¡~·;,:. ;. r-~-~~·· -·!} :; . .:t ·(::"· ; ¡:;;:·:'.::«:-- '..:.·.~--: ·~:=}'., -7~::·::~-:~ ¡:~:·: ;:- :· 

En la ·~gura'~ 8. -~~,-·~-~:e_i~~·~ . r:~~ ~-~~~-~~d~~ ~ ~bi~·~_ldc)S\ ~.:~. ·1~ ::~~-~'-~~'_~ió~<ci.~' i~:-.i~;~~-·~-~~¡-~ 

::::::::~i~~Jf'f~~·:fi~Iti~:~7"2~~;~~f !:~~,~; 
8). En el ºª-~~ -d~- ~.~-P~~~i_n~:.e~t_e· ef~:~~o-.~_(-~á~~!!l~-~-~·~frj~-.y~· ci.U.~_.nO'_e_xiSt~·.u~~·:'.rUe~_te 
alternativa de azúfre: ,·: 

Cuand~· ~--s~:·;d-ic-i~~~: ~··-~«u.1.f~;t~ ~~:.1·:·~~~.i~ ~~e ·~~nti~~e · ~is.tei~·~:.se :¿~s~~a un-.U~-~~o 
increm~nta -~r{.el:~~~~y~-1ent~ .. d~',·¡~- .. ~~-pª c~~mp-árad~ c~n c1steina ~·¡;,a,;·~º"ª~' ·_~ri ~u 
producción. 'lo q:~~·-,;;·d:i~-; -~~~·-~,:'-~~q~e·~i-m.lc~to:·.de a'~urre está ·C~bi~rto ~·o"r cli~·lqu'r~ra 

de las dO~ r~e~t~·~·:·~~iJ!~~#~~~-~- ~-~~·-1~'.:.~!s_téi~a m¿y pc~ibJem~ntá'Se ~lmce-=~~~~ 'fU~ílte 
'c.""-¡-~-~ ' --

de eSte ióii. 

Lo ante~lor.s~ cor;~bo~Ó-~u'~ndo.~urra'~o.-de magnesio-:.~ adicionó al medio q·ue co~tlene 
asparagina (~Ond~~-ÍÓn .9): E·~ eSte caso se obtuvo un incrementO significativo tanto'. e~ el 

crecimiento; com·a"·· en I~ producción del mié:::roorganismo, comparado. tanto en )a 

combinadón. ciste1,~a~~-~_ifat~. de magnesio (condiciones 5 á 7), como con asparaglna 
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FIGURA '6. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE Flavobacteriuni sp. EN DIFERENTES 
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sola (condición 8). Por la· que es de suponer que una vez cubiertas las necesidades de 

azufre, la cepa utiliza asparagina de.una forma eflcic'nte· posiblemente com~ fUcnte· de 

carbono y n ltrógeno. 
: . '. - .: . 

' . -

Dado que en todas las c~ndlcion~s;e~ lali~ueestabriprii~~nteel l~~az~frc ~orno sulfato 

de magn~~·i~ ~-~·-m'.~J:O~~N'..i~·s~:- f~~~·~'.~~.~~;·:~~ .. ·~~J< ~~~~i·~}~~td:·:dci·f~Í~~?~:~g~r,-,~'!1º· se -

plantee?. ra. P.~cg~U.~ta·,~~: 1~-~-~~·p~~n~~~·,~~~·~.1 ~o:~ ... ~:~g:~~~¡·~,_·c·~·.··~~ :~¿~~.~·¡.¡~·~º.':~~ la. cepa. 
Para ello ~e' pr~bar~~ dÍfe~enie~ ~~,e~; MgSÓ~; MgcÍ2/Í<2so4. N~2so~ Y-MnCl2 en. 

diíerentes .,cambin·a~·ion·cs' c·on._ra ·'án¡;.ridad .d·e-'Cófn,l'r~b~-,:- S1.10s.-daS :'e·í1iiriEúlté,";·;··azufre y 
. ·- .· ;. --· :::, -:--.~ ··: ·.-»;- -· ·.'.'.~._-f,.'·.~-:,-·,;.~T~::.::-·:,~·:.:,.·;:'~.--~''·t·.">c.:.·::···;_,.:,:,·,'\·- ':·'.'". :'' . 

magnesio,' son i~po,r~ntes para· los. requer!mientoS_~~utriclonales; del micro~~gar:il.smo: 

En 1a·~gura 9 se obseíVarí los rcs"u.1~~0-~ d~-~~s~C :e)(p~f-101.er:itcl'~'' ._-, ,· :':·~, .. ; .. 
Como se obsérva en la gráfica: 'CarÍd0 'se a'did~rla so1ame~·1~ m~g~';Sio;'Cóm'o·M9Ci2, o 

' - ' • •. • ·~-' • ·' ·•• .~,-,. ' \ • , - . • . ,.,.,, e ·, • ' ' - "·~ • : 

sulfato, 'como K2S04, el- ~lcroOrganisni.D:·. de,~a/d~,·:;~re.~~~:·:.·~~~· ·~-in~'.~·~~. -~ua-.ndO_. s.e: 

combina la sal ·de magnesio, M~Cl2, c~n :!";¡ ~:~~;I· :·-,d·~ ·· ~~!fat~:'.·.:,:~·~~:Q.~ '·_:~~~ -~~~~'o4, -.el 

.microorganismo presenta respuestas. en ~~~_?i~.~~ryt'~·~~:·P~i~~-~Í-Ón::P,~~e~1.d:~~: ~Í .. ca.ntrol~ 
con Mg504. Se descarta asf la posibilidad d~ q~efU~~a p~r ~I ;;;¡s';;,~ '~j m~~gne'slo o bien · 

el cloro el elemento nutriclonal Importante p~~a"ei. '!li~h::io-r9áñi.s-~o: ~:~\.·:-" 
Del mismo modo cuando se combina la sai d~ ~~~fat6';· K~·~~Q4'/.·C~~·n ¡~··~ar .de ~~Qnesio, 
MgCl2, al microorganismo crece y produce .ca·r:n.o ~(cO~~rOI :.c~_n_ ·M~So_4:· E~ -cá.Ínbio 

cu<tndo al sulfato de postasio se le adic1~!1~ ~nCl2 ~I ~i~rOorga~.1-~rnD~~~já .. d_e ~~~~cCr~-~e 
desearla asi que sea únicamente el sU~rat~~.~I élein~-~tc>"~ÍllirtCiona(requC~iéló "Par:· ras· 

·,: '''" '- ... : ·'' - e •. -. • .. ,-'· ··<, _,., ,. ' 
cé/ul~s. 

De esta manera se muestra que ta'1to e,I n1~·~~~~·ia'Can;6 ~f-~-z~~~~.,-s,~~~~tiii~8dó~· p~·~ el 

Flavob'""lcfcrium sp. para cubrir ~us·.req.U_e'fi~i~·nt~~- ·:·~üirl~Ío~~i~s;·, ~bte~iéndose la 

siguiente formulación del medio quÍmica~ent~ '~~fi-~1ido'~'.-~.: 

Gluco'sa 
NaCI:. 
K2HP04 
Mg5047

:. 

El. Traza 
Asparagina 
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2. EVALUACION DEL. EFECTO DE -LA GONCENTRACION DE DIFERENTES 

NUTRIMENTOS DEL MEDIO DE CULTIVO. 

A. EFEÓTO DE DIFER.ENTES CONCENTRACIONES DE ASPARAGJNA. 

Uno de los factores de ímportacla a determinar, en primera instancia, fue la 

conce~tracfón óptima de asparagina que permitiera las mejores respuestas en el 

crecimiento celular y producción de zea>eantina. A su vez, esto pennitlr~a deducir algún 

posible efecto de regulación sobre Ja producción del pigmento por este aminoácido. 

Para ello se evaluaron diferentes concentraciones de asparagina en el medio minimo 

obtenido y se observó su efecto sobre el crecimiento y producción de la cepa. Los 

resultados se presentan en la figura 10. Como se observa el incremento, tanto del 

crecimiento como de la producción, es paralelo al incremento de la concentración de 

asparaglna, resultado que se corrobora al graflcar la producción específica de1 

pigmento. Es dectr que asparagina, t;mtre las concentraciones de 0.1 a 3 mg/ml, resultó 

ser un erector positivo de Jos parámetros antes indicados. 

Al evaluar el consumo de glucosa ·del medio de cultivo se observó que el 

microorganismo al· i~~rementar:·~ü ·cre~imlenlO in~rcmentó a su vez su consumo de 

glucosa·; ·alcañZ3ndo un ·maxlffio de .. 1a·mg1mr·cuarldo la 'concentración del aminoácido 

ruede 3 mglml. Esto's~g¡~·~~ qt~ .,¡ ~on~~r,;.i #esiu~osa puede estar Impedido por algún 

factorlimit.i"in~e del'cieci.i:fliento'·ce1U1ar .. v3'q~:~·.~.1 p~roc~r. si el microorganimo siguiera 

creciendo,._ consumiria mayor cantidad dB glucosa. 

Por lo que toca ·al amo~¡~, Íno;gá~fo.o;·=-_·-e~ºi~ 'iJ~~··cri~~~~ido en su totalidad hasta una 

concentración d~ asr:'ar~gi~a· · ~-~ )i~-f·~ _:~·gf~l:>::Y~ ·~:·qJe __ :~uand~ la· concentración del 

amino<icido fue de 1 mglml .·la cepa'excretÓ ai{,onici-'á1 rTiedio de cultivo. Esto pudiera 

Indicar que el catabolismo de '1a ~~s~~~Q¡;ri~··~-~~-~r~ ·a~~nio c~mo un subproducto del 
- "1- .,.,_. _, __ .,, - . , '·. 

metabolismo celular.- Por Otro _la.do· es· 1ntere'saOte'~qüe'''e1 microorganismo tenga un 

mayor crecimiento cuando e~~s-~~ ~-~i~~:~6:~,~,-~~--~~~~,i_Óñ d~I a~lnoá"c~do, lo que sugiere 

que éste es utilizado principalm·ente cOmO' fu6ríte ·de ·carbono; ·más q'ue como fuente de 

nitrógeno, aunq~e si· .. J:>i.en·.: e'~~~,h,~!'~e~~~-·p·~eda ~~r.: .. utiÚzado_ com~ tal~ Esto puede 

suponerse ya ~ue· al -~are~~~~-<ei -~i-~r.o_?rg~·niSnlo t;eOe c~~ierto su reqlÍerimiento de 

nitrógeno, lo· que se réflcj~ '~j· esbi~1o'·~~crebinilo ~I ,;,edlo de cultivo, luego entonces el 
<• ,_ •• , ••• •,_ ' ' • ,. • •• • 

nitrógeno del. aminoácido "º e~tá' sierir:lC>-utillzado p¡lra fines de. crecimiento; . to que 

apoya. pOr CH~iñ_a-~ilin; .. qu~.-e·~toriécs. es su ~ade~·ia carbonada la que es utiliza~o para 

este fin. 
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B. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GLUCOSA. 

Con la finalidad de determinar el efecto de diferentes concentraciones de glucosa sobre 

el crecimiento del microorganismo y la producción do zeaxantJna y de esta manera 

detenninar algún posible efecto regulatorio sobre la sfntesis del pigmento por la fuente 

carbonada, se probaron diferentes concentraciones de glucosa en el medio de cultivo. 

Al mismo tiempo, se evaluó la posibilidad de eliminar el nitrógeno Inorgánico del medio, 

para lo cual se probaron diferentes concentraciones de glucosa con amonio y sin 

amonio. En todas las condiciones se mantuvo la misma concentración de asparagina de 

1 mg/ml. Cabe señalar que esta concentración fue elegida considerando que en ella et 

microorganismo presentó valores de crecimiento y producción adecuados para su 

determinación, dado el alto valor económico del mismo. Los resultados obtenidos se 

presentan en la figura 11. 

Como se puede observar en esta figura, en presencia de amonio inorgánico, las 

diferentes concentraciones de glucosa ejercen un efecto sobre el crecimiento y 

producción de la cepa que puede dividirse en dos fases. Una en la que, hasta 

concentraciones de 8 mg/ml, la glucosa es un efector positivo tanto de la sintesis del 

pigmento como del crecimiento del microorganismo, alcanzando en este punto los 

máximos niveles de estos parámetros. Después, en la segunda fase, a mayores 

concentraciones de glucosa er microorga~ismo mantiene sus niveles de crecimiento, no 

asf los de producción que empiezan a disminuir gradualmente. Encontrándose tos 

valores más bajos en concentraciones de 80 y 100 mg/ml. Por otro lado, a 

concentraciones de glucosa mayores de 1 O mg/ml, la cepa consume proporcionalmente 

menor canlldad del carbohidrato. Alcanzando un valor máximo de consumo de 36 mg/ml 

cuando Ja concentración de glucosa rue de 100 mg/ml. 

Al. ~liminar el amonio inorgánico del medio de cultivo, se observó que existe un . - - . 
inc~e·m~nto taryto del crecimiento celular como de la producción de pigmento. Este 

re~ulta~o_.- r.ue- repetitivo en los experimentos, ya que siempre que se_ dismi'!~Yó 13 
c'antidad ·d~ amonio del medio se mejoró el crecimiento celular. 

El efecto·.~·~~ l~,:·.g,u~oSa so~re fa p~~ucción ~e zeax~ntln·~· s~ p_r~.s~~~:'.~~jo_r:·~:~.fln;.dó. 
cuando --~ ell,,;i~a el amonio Inorgánico del medí.o de culli".."" ¡,¡~.,"vam~ríte~ ti.~lo el 

cre~_.lrfi'.eóto~_cel~l~r~~c~":~: i~ .P~.~~'?~i?n' ~e-.z-~:~~~:~~~~~- a.l~~~z~n s~· _ _'v·a~or ·m.á~i.~o .en 8 

mg/ml de.· glu~6~~. ·••Tanto' la prod~cclÓ~ ·, d~J pl~me~to • ~~'.no ~¡ · c~~cir;,J~nto · dei 

FlavobaCteriuiri·:·· e~·pÍ'c·~~~·::_~·:,~.·-di·~~fn~-¡~~-. "g;.ad~~rrrienle ··.ha~·ta <"e·n u·;;'· ·4:0-;' % en 

conce~tracione.s: de glu~osa e'iltre ·· BO · y · 100 ri19tml; · Ta~blerl. en est.~: ca.so, a 
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concentraciones de glucosa mayores a 10 mglml, la cepa consume proporciolmente 

menor cantidad del carbohidrato , alcanzando un valor má)(fmo de 36 mg/ml cuando la 

concentración de glucos tue de 100 mg/ml. 

C. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AMONIO INORGANICO. 

Para detenninar el efecto que la concentración del amonio inorgánico tiene sobre el 

crecimiento celular y la producción de zeaxantina, se evaluaron diferentes 

concentraciones de amonio. Para ello se mantuvo la concentración de asparagina en 1 

mg/ml. Estos resultados se presentan en la figura 12. 

Se observa que a mayores concentraciones de amonio inorgánico el microorganismo es 

afectado en su crecimiento y en su producción. Como se ha notado, siempre que se 

disminuyó la cantidad de amonio del medio de cultivo el crecimiento del microorganismo 

fue favorecido. 

Por otro lado también se observa que a mayores concentraciones de este ion, fa cepa 

excreta cantidades mayores de amonio al medio de cultivo. Es decir que este 

microorganismo en fas condiciones de cultivo evaluadas encuentra cantidades de 

amonio excesivas para su metabolismo celular y tiende por ello a excretarto al medio. 

D. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO. 

El efecto de la concentración de fosfato sobre el crecimiento celular y Ja producción de 

zea)(antina, fue evaluado adicionando diferentes concentraciones de fosfato al medio de 

cultivo. En la figura 13 se presentan los resultados obtenidos de esta. evaluación. 

Se encontró que el fosfato en concentraciones de 1 a 100 mM, el microorganismo 

. incrementa gradual y ligeramente su crecimiento y producción hasta alcanzar su nivel 

máximo en los niveles de 50 mM de fosfato. Posteriormente tanto el crecimiento como la 

producción dismuyen ligeramente, encontrándose su valor , !1'iás , bajo, en una 

concentración de 100 mM. El consumo de fosfato Inorgánico ·s,. Incrementa 

gradualmente a mayores concentraciones de fosfato.--· 

2. UTILIZACION DE ASPARAGINA (METABOLISl\!O). 
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El microorganismo, en presencia de glucosa, es capaz . de utilizar eficientemente 

asparaglna para su crecimiento y producción de pigmento. Como antes se ha indicado 

es muy posible que la cepa esté utilizando a este aminoácido principalmente como 

fuente de carbono y eventualmente de nitrógeno. 

Para tratar de discernir la fonna en que este aminoácido. es utilizado por el 

Flavobaclerium sp. se probaron diferentes intennedfarios del ciclo de Krebs y de la 

glucólisis. Se decidió utilizar aún a fa glucosa ya que su combinación con asparaglna 

mejora el crecimiento celular y la producción de zeaxantlna. Los resultados se 

presentan en la figura 14. 

Se puede obserbar lo siguiente: 

a. Al comparar las condiciones O y 8, donde la diferencia es la fuente de nitrógeno 

adicionada al medio de cultivo, se observa que cuando se utiliza cloruro de amonio 

como fuente de nitrógeno, tanto el crecimiento como la producción disminuyen. Lo que 

Indica que el aminoácido es mejor fuente de nitrógeno. 

b. Al adicionar intermediarios del ciclo de Krebs (citrato, oxalacetato, a·cetoglutarato, 

malato) a la condición de asparaglna y glucosa, en todos los casos la producción se 

estimula, no asl el crecimiento que se mantuvo sin variación considerable. Al parecer la 

fuente adicional de carbono sirve para Incrementar la producción de pigmento. 

c. Al adicionar los Intermediarios de la glucólisls ( glucosa-6-fosfato, fructosa-1,6· 

dlfosfato) y el producto de esta, el piruvato, a glucosa y asparaglna, sólo el plruvato 

mejoró considerablemente la produ~clón, no as( el crecimiento que cambió 

mlnimamentc. Nuevamente _al -parec~r la fuente adicional de carbono en fonna de 

piruvato fue utilizada_ ~-ara l~.p~O~:u~~i_ón -~~rpi~~en~o7 _cua~do· se adicionaron glucosa-

6·fosfato y fructosa-1,6-<Jlfosfato~ ta~to :e¡. crei:lml~nto como la p
0

roducclón se vieron 

ligeramente dis~i_n~.1~:~s ··~-~~p·é·~~~--~~(~o~lr~!·:_· ~-~t.<:> ~·pasi~le.~e~t~ se _de~ió a prob_lemas 

relaciona~os ·có'n !a a~1"1n3Cíó_rl_Cfo' 10'S-itjlE,cr:ffl'1i~:i¡-~-~iós ~,: '. t -· 

d.Cuanda: se ~nnl_i~~;: ~~- ·~',n·¡_~~~~~-~~ . .'~-~-' .~~d·i~:~d'~':.~.Uiti~~ .. :· ~-O~P"á~~~~ I~~- ~o~di~i~nes 8 
vs 9,11, 12-~ .¡'3,- ~~~c;bse,~Ó ·qu~ al -~~ii~Íci~~~~,·int~~edia~iaS·'.·de{:~¡~·,~-~e Krebs .a la 

. .. . - .. · , ... - ·'· " ···' ',· ··--....... ,,, ···-··.-

glÍ.tcósa y ~-'· .~1-~r~-~o'~ ~~ -~~-~:~¡~·; ~: ia·~-~~- -~l .. ;_~re:~_i.~~e~~o ::~~-01~ ·:./~ _ ·p~~du.cc_l~n s~ vieron 
conside~a~lc~~~·~~ :~.-~V~~~~id_:~~:~· ~~~~~.~~-~1.~~~~i~-~-¡~.;~ cfo~~:- _-e1·:: ~·.:ninOácido puede ser 

sustituido por cu~Íquiérá"d~ .;;;os (~!~ni,;,ci1~:i~~. í~~LÍ~ apo~óla hipótesis de que el 

aminácid¿ _~·e in~-º~~-~- ·';·l·_:·Ci~lo .:d~: io·~-".:·~~1~i6~"~··tri'~~·rbOxmco~. Cabe señalar que no 

obs~nte ~os res~rtados _'~bte~i~as·. :d~ esle · ~~Perimento, no se logra discernir con 
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FIGURA 14. CRECIMIENTO, PRODUCCION Y PRODOCCION ,ESPECIFICA DE Flavobacterium 
sp. EN ,,DIFERENTES, CONDICIONES; UTILIZANDO' INTERMEDIARIOS DE LA -­
GLUCOLISIS 'Y DEL CICLO DE KREBS (Asn,,,l.mg/ml;, GLUCOSA, l %: IN--
TERMEDIARIOS i 10 mM). , ,, . , 



precisión la forma en que la asparaglna se meta,boliza y l,a Idea de que pudlése ser a 

través de formar oxalacetato sigue siendo una de las posibilidades., 
.. · - . 

e.Al adicionar los Intermediarios de glucólisls a la glucosa y al disminuyó el crecimiento 

de la cepa. Se consideró nuevamente que estos compúestos pudieran no ser asimilados 

por el microorganismo. Por otro lado, cuando se adicionó el plruvato, a fa glucosa y al 

cloruro de amonio, nuevamente se observó un incremento coslderable en el crecimiento 

celular y la producción de pigmento. 

Estos resultados muestran que el F/avobacterium sp. tiene la caracterfstica de utilizar 

como fuente de carbono a los intennediarios del ciclo de Krebs o bien al piruvato, el 

producto final de la glucóllsls. Sin embargo, los experimentos hasta aqul realizados no 

permiten determinar si el microorganismo puede utilizar algún Intermediario de la 

glucóllsis. 

3. EVALUACION DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN UN MEDIO SIN 

ASPARAGINA. 

Dado que los resultados mostraban que la asparaglna podla ser sustituida por el 

plruvato o bien por algún Intermediario del ciclo de Krebs sin que se afectara el 

crecimiento y la producción de la bacteria, quedaba por último evaluar la posibilidad de 

eliminar a la glucosa que aún fue añadida a los medios provados. Como se ha 

mencionado la glucosa mejora las respuestas en crecimiento y producción cuando el 

microorganismo es crecido en aminoácidos. 

Para ello se probaron diferentes carbohidratos sin adicionar glucosa: acetato de sodio, 

succinato de sodio y piruvato de sodio, sacarosa, glucosa (inclusive) y xllosa¡ utilizando 

como control la combinación de glucosa-citrato 55-10 mM. La concentración utilizada 

de cada carbohidrato fue de 55 mM ya que en experimentos previos donde se utilizaron 

concentraciones de 10 mM el microorganismo fue incapaz de crecer. Los resultados se 

presentan en la figura 15. 

Se observa en la gráfica que el citrato, el succinato, y el plruvato permiten alcanzar las 

mejores respuestas tanto en el crecimiento celular como en la producción de pigmento, 

alcanzando niveles parecidos~ a~ la.- Combi·nación citrato·glucosa y sin existir una .. , .. · •-"· . 

diferencia Importante entre ellos\'·.~oi-i'sU :parte .tarlto la glucosa como la sacarosa 

presentan respuestas inten:ned,ias·,'·~.i~'.~t~~.~~e xilo~a presenta los valores más bajos. 

Es posible señalar que bajo estas co-n.di~Í_on~s de cultivo, el microorganismo tiene la 

capacidad de utilizar como fUente ~e carbono preferentemente al piruvato o bien a los 
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intemediarios del ciclo de Krebs y que si bien es capaz de utilizar a la glucosa y a la 

sacarosa, estas no le permiten crecer a los mismos niveles alcanzados por los primeros. 

Los experimentos hasta aqui realizados no permiten conocer cual es el paso limltante en 

la utilización de la glucosa y sólo mustran que este carbohidrato mejora las respuestas 

de crecimiento y producción cuando se utilizan aminoácidos en el medio de cultivo. 

Finalmente 1 medio químicamente definido presenta la siguiente fonnuJaclón: 

COMPONENTE CONCENTRACION 

------------·----
Citrato 

NaCI 

K2HP04 

MgS04 

NH4CI 

EL. TRAZA 

55.0mM 

3.0 % 

10.0mM 

3.0mM 

20.0mM 

0.1% 

----------------



VI. CONCLUSIONES 

1.-EI Flavobacterium sp. presenta la caracteristica de .. utiHza.r aminoácidos, la 

asparagfna o la glutamina, corno fuente de carbOn'ó ·y rlitió9eno.-·. 

1.1 Es detenninante para ello que estén presentes los '¡o~6s ~·zurre-y· magn:esio. 
:.· .. ,·:,,:- , .. 

1.2 Las respuestas en el crecimiento. Celular· y'. la,_pr~~u~F!~" de _zCa>eantlna se ven 

mejoradas cuando se adiciona glucosa al. medi~ ~e··~-ulti~-~ 

2. La glucosa en concentraciones de ~.~ · m~Í:nr~~r~~:'. ~}'~Íecto negativo sobre la 

sin tesis del pigmento. La concentración óptlm·"· de es.ti; ·~ai'b~;f.~rato. para la producción 

de zeaxantlna es de 8 mg/ml. 

3. No se observa ningún efecto sobre la sfnte~I~ d~· ~~~X~ri~i~~--~n las concCntraciones 

evaluadas de amonio, fosfato y asparagina. 
'º';··,,:. 

··-
··; ">)·~-,. "'</.'-· 

4. Es muy probable que la asparaglna se utilice prlnclpalmente"~·o-mo.fuente de carbono 

incorporándose al ciclo de Krebs en forma de ox~laceb~~> Ev~~t~ .. lmente ·se utiliza 

como fuente de nitrógeno cuando no se adiciona uná fuent'e.·anernauva· del mismo. 

5. Los intermediarios del ciclo de Krebs, asi como el produci~·:'f¡~~i de .lá glucóllsls, el 

piruvato, penniten Igualar los valores obtenidos en c~~~f~Í~~t~fi~·lui~~-Y' producción de 
. ~ ;: .': ~ ·. :~:f; < .. ~-; • - • 

zeaxanlina al utilizar asparagfna·gfucosa. ·,·-· 

5.1 Por consiguiente, el piruvato o los ácidos tricarbo~Ílico~~ ~ti Ü·Oa· CoricentÍ'aclón dá 1 O 

mM, en presencia de glucosa, pueden sustituir a la asp~l"agi~~·.Cf~I m~~io d~.:~u1't1vo .. 
·• ,; ·~-- ~·:"',\; ·;.; ,- •.;,'' 

6. El succinato; el citrato y el plruvato a concentraci~lles'de ss',,';M p~,.;,,Ít~n: alcanzar 

re~puestas sÍmilares en .crecimiento celular y pr0d~~~1Ó~ ·;j~ plgm~~io.·al ·~tillzar una 

combinacfó~ de. gl~~~sa-cltrato 55mM~~ OmM< · 

6.1 E~ facti_ble· ~lir~linar a la g·lucosa del ·n_lé~io_de1 
é_llltivo y· canta~ así cO~ i.i~a· sÓla· f~erite . . - - . -

dE! carbonó erl 1á tOrmulación del medio mlnim'o. 
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