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RESUMEN.

Con la finalidad de identificar fendémenos de regulacion de a biosintesis de zeaxantina, se
estudié el efecto que tienen los factores nutricionales del medio de cultivo sobre la
sintesis de este carotenoide en Flavobacterium sp. Este microorganismo presenta la
caracteristica que del total de sus carotenoides el 90% corresponde a zeaxantina, la cual
se usa en alimentacién animal.

E! trabajo consistio en disehar un medio quimicamente definido (MM) que permitiése
evaluar, con un minimo de interferencia, la accion de los principios nutricionales del
medio. Para elio se implemento un diseio para los 20 aminoacidos de las proteinas, lo que
permitié determinar la importancia que tienen la asparagina o glutamina para el
crecimiento celular de la cepa. Estos resultados condujeron ademas a conocer fos
requerimientos celulares por glucosa, azufre y magnesio. En el caso de la glucosa, cabe
sefalar que en presencia de los aminoacidos esta fuente de carbono fue determinante
para obtener un |ncremento considerabie en el crecimiento celular y ia produccion del
pig to. Una vez obtenido este MM, se estudio el efecto de concentraciones crecientes
de glucosa, amonio, fosfato y asparagina con la finalidad de observar algin posible efecto
sobre la sintesis det carotenoide. Sélamente en glucosa se observé un efecto negativo
sobre la produccion de zeaxantina en concentraciones de 80 mg/mi de este carbohidrato.
Es importante senalar que las concentraciones crecientes de asparagina permitieron
incrementar gradualmente tanto et crecimiento del microorganismo como la sintesis del
pigmento, al mismo tiempo que se excretaron concentraciones crecientes de amonio
inorganico en el medio. Esto indicaba que posiblemente el aminoacido estaba siendo
utilizado como fuente de carbono. Estos resultados llevaron a tratar de determinar la
forma en que el aminoacido es utilizado por el microorganismo y con ello establer una
caracteristica importante de sumetabolismo celular.

Debido a que la aspargina cuando se utiliza como fuente de carbono'se incorpora al ciclo
de Krebs via oxalacetato, se probaron en presencia de glucosa, diferentes intermediarios
del ciclo de Krebs y de la glucélisis con y sin adicion de asparagina. Los resultados
mostraron que en concentraciones de 10 mM, los intermediarios del ciclo de Krebs y el
producto final de la glucdiisis, el piruvato, utilizando al cloruro de amonio como fuente de
nitrégeno, permiten obtener resultados similares en crecimiento celular.y la produccion
de pigmento que cuando se utiliza asparagina. Esto indicé que posiblemente, ya que los
experrmentos realizados no permiten discernir con precnsion, la as
como ' fuente de ‘carbono lncorporandose al ciclo de os
oxalacetato.’
Fmalmente k] evalué la posibilidad de ellminara la gluco
ello” se: utitizé - una concenlracion dé 55" mM_de los
succlnato plruvato, ‘sacarosa, glucosa Y- xilosa :
mlcroorganisrno fue. capaz de crecer y produmr en citralo' ,succlnato y. psruvatu enf
proporciones sumilar ‘a las condiciones con glucosa citrato, glucosa-amlnoacido. De s
estos resultados fue posable obtener una nueva formulac n del medlo mlnimo ut«hzandu al
citrato (55 mM) como fuente de carbono y al cloruro de amonlo (20 mM) como fuente de
nitrogenc. : L . Lo .

rboxilicos via




X INTRODUGCION o

En los ummos anos se ha lncrementado el uso de ad 'vos de or(gen natural ‘en
N allmentos Enlre estos los colorantes henen una especlal lmportanc‘a dado el ampllo"
uso del que 'son b}elo y tambien cdm consecuencla la pl ohlblcion el uso de Ia»

A. LOS CAROTENDIDES.’

o

Los carotenoides .son .un grupo de plgmenlos que se suentran pliarm nt
distribuidos en el reino vegetat y animal.r Se .conoce fa eslructura de mas de 200

' €nlos principios de la década da los *70 se lniclaron los estudios sobre la toxicidad de los colorantes
sintéticos, lo cual marcaria una tendencia al cambio en las patrones de consumo de tos mismos, enfatizando
Ia necesidad de utilizar los proveniantas de fuentes naturales. En ol primer afio de esta dacada, dos grupos de
investigacion reportaron que el colorants Rojo no. 2 o amaranto tania efectos cancerigencs y embriotéxicos.
De aste mado en 1980 sdlo se permilia el uso de 7 colorantes sintéticas en Estados Unidos dea Amaérica,
{Noonan y Maggos, 1980; Noonan, 1980)
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carotenoides naturales, asi como la de algunos que han sndo modmcadosf

frni

qu ite para emplearios como colorantes Y
1980; Bramiey y Mackenzie, 1990)
Estos pigmentos son tetraterpenos

la ‘ndustﬂa de ahmentos (Badul

unidades Isoprenilo. Presentan una
amarillo af rojo. Son clasificados en
' primeras son compuestos hidrocarb

isomeros «a, P y y-caroteno, SI‘én‘d

derivados oxigenados de fos ‘carote

presentan una estructura muy ‘pareél 197’1) tos: .

carotenoides mas comunes en 1a natu

Cuadro 1. Car

NOMBRE

Fucoxantina

Luteina

Violaxantina

f-caroteno ) S Ampliamente dlstribuido
Zeaxantina : ’Amphamente str‘bmdo
Licopeno . Tomales o :
Capsantina- . . : Pimentén

Bixina ) . L Achxote .
Criptaxantina . o Coe Nararuas, maiz Wi

Badui, 195&.




utilidad también es relevante en el campo de la medicina (Krinsky, 1987 Stich y COl

1984; Bertramy Col., 1987) e industria farmaceutica (Schwartzy Co ;1989) -
En la industria de alimentos se utilizan principalmente como fuentes precursora de laf

vitamina A. También son dtiles como aditivos para intensificar.o modmcar el color de
un grupo cosiderable de alimentos y como suplemento en allmentaclén animal (Nells y
De Leenheer, 1991; Ninet y Renaut, 1979). En el cuadro 2 se pr tan los prir ¢ Y
“carotenoides utllizados como aditivos en alimentos, asi como a ,fvuezht_e' ‘de ‘su
obtencién. En el campo de la medicina se ha reportado un efecto de fqtvb‘prélefccié‘nv‘

La acehl coenzima A es el pr
prostagtandinas, slno tamblan de

que las xantofl ora g s, levaduras y bacterias (Goodwin, 1971)
En ia ruta de bioslntesis de los carotenos presentada en la figura 2, cabe d sta ar los
slgu.ente (Goodwin, 1971 Nmety Renaut, 1979; Schwriz y Col., 1989) g




Cuadro 2. Frincfpale; car_q!enbides u@iliiadbé como aditivos en a_limen!ﬁs.

PIGMENTOS -

* FUENTES NO MICROBIA}

* FUENTES MICROBIANAS

: {uso’:

P-carotenio Zanshori Blakeslea trispora” : _»‘~ Colorantes -
*Sintélico “Dunaliclla salina " en alimentos .
Licopeno " " Tomates".. .- ' Blakeslea ispora . 2erlorﬁ‘r1tcs.
SEE LT 8. chrestomyceticiis en alimentos
Lutefna Alfilfa  Spogiococcim exentricum”; - Alimentacid
T Maiz . Chiorella p)wun/dma 0 deaves
. Plantas verdes : S i
Cempasiichitl
Zeaxantina 7 ef. luteina  Flavobacterinn i
¢ ina. . c Cantliarellis cinnabarines . Alin
" Pluma de aves Brevibncm-mm KY-4313 50 de avesy.:
" Sintética % . peces .
Astaxantina < "7 " Crustaceos - Micobacterinm lacticola "~ Alim
. Pluma de aves Brevibacterium 103 - de peces
‘Flores de Adonus annua Phaffia rhodozyma Tl
Smll.lu.u Piniphora sp.. "°
Rodoxantina™ - Hujus verdes - - -
: Pcscudo (Tllllplu)
Cnpxantina' ’ - Colorantes
3 cn alimentos
Alimentacién
de aves
Bixina '~' Biza orellana - Colorantes
i Ly en alimentos
Crocetina ... - Aznfrdn v; L - Colorantes
RO A en alimentos
P-Apo-8-carotenal - Sintético - 7 Colorantes
s T R en alimentos
3 Apo-B-cnmlcnnl Siﬁlé(ico i - . Colorantes

en ulimentos

Nelis and DeLeenher (1991)
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-+ Aminodcidos .
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Cuerpos
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cetonicos
Triacilgliceridos
y otros lipidos l+| Terpenos
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“
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y
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esteroides fecales

Figura 1. El acetii-CoA-como precursor clave de Ia biosintesis
de numerosos Fpidos.: . :: - [N



Acetil CoA
Acelll CoA

Acetoacetil CoA
Aceti CoA
3-hidrowi, aimetil gutasit CoA

Ac. mevalbaico

L
Isopentend PP (5C)—— Dimetia} PP (6C)

Geranit PP (20C)

Farnesi! PP {16C})

d

Geranil-geranit PP (20C
J "/éarand-geiurgil PR
E Fitoflueho
~Zeta=caroteno '
‘Naurosp‘cweno-——a Alfa‘—&a(bleno :
- Bata-zeacaroteno - Licopenc ——p Delta—caroténa

Gama-carotano —» Alta=caroteno .

Beta-caroteno i1’ .

. Zeaxantina

,Violiaxantina g

Figura 2. Ruta de la biosintesis de v{:hrovteﬁoidéq
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e

de tres moléculas de acetil-CoA. El
producto intermediario clave de estas reacciones es el 3-metil,3-metil glutaril-CoA

1) €l acido mevalénico se forma por cond:

{HMG-CoA), el cual se reduce por la accion de una reductasa para formar et

mevalonato.

) El acido foni iderado el primer precursor especifico de todos los
terpenoides, se fosforila por el ATP, inicialmente para formar un ester 5-monofosfato.
Una segunda foforilacion, también por el ATP, forma un compuesto 5-pirofosfato que
por una descarboxilacion formara el isopentenil pirofosfato (IPP). Para la construccion
de los terpenoides precursores a partir del IPP, el primer paso es la isomerizacion de
este compuesto a dimetil alit pirofosfato (DAPP) que actita como el iniciador de la
elongacion de la cadena. .

La enzima prenil-transferasa transfiere una molécula de IPP a DAPP para formar
geranil pirofosfato (GPP). La posterior transferencia de una molécula de IPP a GPP
conduce a la formacion de farnesil pirofosfato (FPP), que finalmente formara, por una
nueva transferencia de IPP, geranil geranil pirofosfato (GGPP). Por dltimo dos
moléculas de GGPP se condensaran generando el fitoeno, primer molécula de sintesis
con 40 atomos de carbono.

I La desaturacién secuencial de fitoeno a licopeno en plantas superiores y algas,
implica una serie de deshidrogenaciones que producen en sucesion: fitoflueno, -
carbteno. neurosporeno y licopeno. En ciertas bacterias fotosintéticas el {-caroteno se
remplaza por su jsémero asimétrico el 7,8,11,12-tetrahidroxilicopeno, mientras que en
otras bacterias y hongos ambos is6meros estan presentes. Por otra parte se ha visto

que el licopeno puede ciclarse para formar el y-caroteno y después el 3-caroteno.

C. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES POR LOS NUTRIMENTOS
DEL MEDIO DE CULTIVO: CARBONO, NITROGENO Y FOSFATO.

La mayoria de los estudios sobre la regulacion de la biosintesis de carotenoides se ha

realizado en hongos. Estos trabajos reportan diferentes i de reg ion de

la carotenogénesis, que son {(Rosas, 1993; Swartz y Col, 1989):

a) Retroregulacion por producto final.
b) Fotoregutacion.
c) Efecto del oxigeno.

d)Temperatuara.

i1



e) pH.
£} Activacion o inhibicion quimica,
g) Factores de crecimiento.

h) Hor o interaccid ]
i) Nutrimentos en el medio de cuitivo.
k) Efecto det AMP ciclico.

C.1. EFECTO DEL CARBONO.

Rosas {1993), estudié e} efecto de diversas fuentes de carbono sobre la sintesis de
carotenoides en Dacrymyces deliquescens. Observé que en concentraciones del 1%

fas mejores fuentes de carbono para la sintesis de los pig tos fueron: D-glucosa,
celobiosa y D-xitosa.
Al prabar traci dei 5%, tro que fa celobiosa, la D-xilosa y el almidén

estimularon ta produccion de carotencides, debido seguramente a que tanto la
celobiosa como el aimidan tienen una lenta asimilacion, mientras que fa xilosa
probablemente ejercid este efecto por ser una fuente generadora de poder reductor,
importante para la carotenogénesis. A esta misma concentracion reporté un efecto
negativo por la D-glucosa y el acido citrico, que son fuentes de carbono facitmente

agimilables.
Al caracterizar el efecto negativo del la D-gi , observo que el azdcar per se
ejercio una represion transitoria de la carotenogénesis, io que este efecto de

{a glucosa se lleva a cabo sobre loa primeros pasos de la via de sintesis, ya que no se -

alterd cuatitativamente ei perfil de los pigmentos formados.

Perry y Col. (1986) identificaron un fragmento cromosomal de 12.4 kb Veri‘Ebr'Winiq" o
herbicola que contiene los genes que codifican para ia t " o

amaritlo. Este fragmento se introdujo en E. coli en dnndg: s ;oi:

$atats

de tos genes introducidos esta sujeta a represion c a en pres

Orange y Monclair (1961) reportaron una amplia \{érledad de ca(boﬁidra(os como

buenas fuentes de carbono para el crecimienla': tufar y la- produccién de

+

can

ictes para los hongos de la familia Dacrymycetaceae. Los aulores sefialan

12



que la glucosa, a sacarosa y el azicar invertido generan las mejores respuestas en el

crecimiento y la produccion.

En la levadura Phaffia rhodozyma, Jhonson y Col. (1979) reportaron el efecto de
varias fuentes de carbono sobre el crecimiento celular y la produccion de
carotenoides. Encontraron que la celobiosa, la maltosa y la sacarosa, en ese orden,
fueron las mejores fuentes de carbono para la produccion de carotenocides; en tanto
que la sacarosa y la glucosa promovieron un rapido crecimiento celuiar. Reportaron
también que a concentraciones mayores del 4% de glucosa, se presenta un efecto

negativo sobre la prouccién de astaxantina.

Ruddat y Garber (1983) reportaron que para Phy 3% Blakes/ el acetato
cuando se utiliza como unica fuente de carbono, estimula Ja produccion de
carotenoides. Por su parte Goodwin (1959) encontré que para este hongo, tanto la
maltosa como la glucosa son carotenogénicos, no asi {a xilosa y la fructosa que son
mucho menos eficlentes. En la levadura Rhodolorula rubra, e) glicerol es la mejor
fuente de carbono para la sintesis de carotenoides. Lo mlsmo se presenta en

Mycobaceterium rlmdncomus

Dholodai y Modi (1982), al susmulr glucosa por. ce)obiosa, ‘como unlca fuente de.

carbono, encontraron 1 "n de [S caro no se lncremento 10 veces en el

hongo Blakes/eaa
resultado de la- ut
un efecto negativo’;
1980). Al estudi

estos autoresk, 1

n de glucosa a niveles de 0.2 y 0.3 M,

vldad de mevajonato cinasa comparada con

ia achvtdad encontrada lucosa O A ™M, lo que sugiere que fa intibicion de la sintesis

de carolenoide se debeauna represion catabdlica.

C.2 EFECTO DEL NITROGENO.

61 rep'br!aron que para la familia Daclymyceteae fa mejor

Orange y Monclair.
> { a smtes:s de carotenos fueron los aminoacidos. Encontraron

‘gl tamlco y la ghcma fueron los mas adecuados para este fin,

13



Sehalan ademas que la incorporacion de triptofano a un medio con acido glutiamico es
particularmente efectivo en la carotenogénesis.

En cuanto al efecto de las fuentes inorganicas de amonio sobre la carotenogénesis,
reportaron que no existe ninglin problema debido al tipo de sal de amanio utilizada.

Aunque sefalan que fue preferible utilizar el nitrato de amonio.

Chichester y Col. (1959) reportaron que en Phy Wy blakes/ la leucina y la
valina son inductores de la sintesis de carotenoides. En este mismo hongo, Ruddat y
Garber (1983), reportaron al extracto de levadura como una fuente de nitréogeno que
estimula la carotenogénesis. Goodwin (1959) sefialé ademas que el nitrato de amonio

disminuye ta produccién de pigmento en el hongo.

En Blakes/lea trispora |a leucina resulté una buena fuente de nitrogeno para la sintesis -

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

C.3 EFECTO DEL FOSFATO.

Dholokai y Modi (1984) en un estudio en B’/akeslea tr/spara encontraron que -al

incrementar la concentracion de fosfato lnorganlco aI medio de chmvo, da ‘O 01 a 1%,

la produccion de carotenos se incremento entre 4 y 5 vece \ Ademas el‘palrén de la‘

D.ZEAXANTINA,

D.1 ESTRUCTURA,

La zeaxantina (3,3- dihldroxl-[3~camteno) es una xantorla de color amarlllo, con un peso
molecular de 668; es soluble -en acetona, cloroformo, eter, petroleo y etanol Su
estructura se presenta a contmuaclén (t'gura 3) . ; : :

14
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Figura 3. Estructura de la zexantina.

D.2 OBTENCION Y U‘SOS

La zeaxanlma esun plg' ento amphamente distr'b do en la naturalezar Se ha oblenldo
de Ia alfalfa. del malz y de la flo de cempasuchltl (Na((s y

leenher, 1991)
Jungalwala (cltado en Narua, 1966) encon!ré que en’las anteras de:Deloxis: ‘sg/a el
90% de’ sus’ plgmantos es zeaxanhna : Por otro lado,“ta‘mbian:se kha encon!rado en
mlcroorgamsmos como clanobacternas y algunas bactenas no foloslnlétjcas (Dlversé-
Pieriuissiy Krogma 1988)

€l género Flavabac! arillo (Bergey,

ﬁrdduce Por

zeaxanﬁna (Scromne vy

que del total de sus carolenovdes el 90% corresponde
Sanchez, 1991) 3 8 ]
Esta xantoflla se utiliza pnnclpalmente como suplemento en raclones allmendcias para . '
aves y peces: en los prlmeros para mejorar la coloracnon de la yema del huevo Yy de fa::-
piel de las aves'y en los peces para plgmentzcnon de la piel (Nelis y De Leenheer.*
1991).

15



D.3 BIOSINTESIS.

Brltton y Goodwm (191 ) utilizaron la cepa da F/avabacler/um R 1560, una bacteria
gram negatlva que incorpora eﬁcle te ' acido . } 6nico” para sintetizar
| i  -~ dé Ia‘ sio tesis' de xantofilas. De esta

lnmediato de los carolenaldes cicllcos
Porsu parte MacDermotty Col, (1973 1

rubixantina, (Flgura 3) : ‘
La ruta (a) representa la’ prlnclpal via de la: sfntesis de zeaxantlna, en . ella el

neurosporeno se clcliza dando lugar ala formaclun de [i-zeacaroteno el cual se

hldroxlla a 3 h.droxc-]!-zeacaroteno, que después se desalura y se convlerte en‘

rublxantlna Por ultimo la rubixantlna se cicllza e hldroxlla para producir fi- criptoxantlna

y zeaxantma g .
La converslon de neurosporeno a ﬂ-zeacaroteno se Inhlbe en altas concentraclones de ""
nicotina en eI medlo Se presenta entonces una ruta alterna de sintesis (ruta b) En ella s
prlmeramente el licopeno se ciclnza para formar 5-caroteno el cual produce fi-cal teno

que ﬂnalmente sa hidroxila genera do zeaxantma

La'ruta (c) se presentz cuando se lnhlbe la converslon de y-caroteno a fi- carote o por g

la accién de bajas concentraclon’ ‘de nlcotlna Este ihibidor lmplde Ia ciclaclé del 1-

y f‘nalmente zeaxannna

16
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Figura 3, Biogintesis de ina. Ruta (8
rute (b) viaP-caroteno y ruta (c) vis licopeno y
rubixantine.
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alredededor de 30.Cy eI pH adecuado nuctua enlre 6 y 8 Respeclo a Ios factores

nutrlclonales senalan lo: 5] gulen
a)La adlcion de
‘incrementar‘l’a"

glly pénﬁilen b




il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

" Estudiar el efecto de los factores nutricionales sobre la produccién de zeaxantina en

una cepa de Flavobacteriumsp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

et

1. Disefar un medio
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1. ESTRATEGIA

EFECTO DE
FUENTES DE

[

| EFECTO DE.
T ,,""FUEN_‘ES_,D;_E
CARBONO i W

|/ NITROGENQ

- EFECTO'DE._
'FUENTES DE

EFECTO DE

1 SALES -

V”L}g,




IV. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO
La cepa empleada corresponde a Flavobacterium sp. ATCC - . 25 582, Obtenida de la
American Type Culture Collection. S :

2, MEDIO DE CULTIVO e
El microorganismo se creci6 en el medio YTN que contenia: g'lucnsa*a;l/ 0 ;I%. clofurd de:
sodio al 3 %, extracto de levadura al 1.0 %, Triptona al 1.0 %y, Elementos traza al 0. 1 %.

En su caso para cultivo sdlido se adicioné 1.5 % de agar. :

6H20 40.4 mg, Na2Mo04 2H20 25.2 mg. Disueltos en un l}ltbro de ag

3. INOCULO
A partir de un stock de células, el microorganism

; eclo por 48 h en cajas de petri

con YTN. Posteriormente se inocularon ‘matrac YTN y se crecieron por 24 h. Se

lavaran las células con solucion salina estéril.: Flnalmehte se dlluyo la concentracién
celular hasta obtener una densidad optlca de 1 00 ‘Se sembraron las direntes
condiciones a evaiuar .con el § % de volumen del indculo correspondiente al volumen

total de la muestra.

4. DISENO DEL MEDIO MINIMO." : ;
El medio minimo se lmplemento utllizando los 20 aminoacidos de las proteinas, en una

serie de combi ’-nMsegunla guient distrit

172 3 4 5
Giy Asn Cys Met ‘GlIn
His Leu lle  Val ' Lys
Phe _'l"yr Trp Thr Prp
Glu Ser. Alaf Asp Arg’

© 'Ea]st o
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€l rnedlo uhlizado contenla Glucosa 0 1 %, NH4CI 20 mM, K2HPO4 10 Mm, Elementos -

lraza 04" %, NaCl 3'%. Cada aminoacldo fue “adici nado en una’concenlraclon de.1

concentracion'de

0P Ngol AN

idos, esta
3y 5 mMm.

CiMgsO4 U dmmo o

©2.MgS04 .. 3mM
3.Mg504 smM;,
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acys . mgiml
5.Cys +MgS()4 1mglml-1 mvt

6.Cys + MgSO04 1 mghmi-3 mM
7.Cys  + MgS04 "1 mgimi-5 mM.
8. Asn - PR ;1;r:ri'glr’nl w

9.Asn -+ MgS04: !
10.Asn + MgS04
11.Asn- + MgSQ4

12 Asn - +.Cys
13, Asn
14, Asn
15.Ans

asparagina.
b)A’ conh. !

fuentes de carbono glucosa xa|osa. sacarosa, succmako de sodlo, mtralo de sodio

piruvato de sodio Y. acelato de sodlo Para euo se utmzo una concentrac(on de 55 mM de
cada carbohldrato ; :
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Las condiciones de cultivo fueramn: matraces Ertenmeycr de 500 mi con 50 ml de medio,
29 C y 160 rpm de agitacion. Ei tiemp de!a fermentaciar fuodedsh

7. METODOS ANALITICOS. . C R

a) El crecimiento se estimé por densidad ébti'{:h/'a_&na longitud de onda de 540 nm,
utiizando un espetrofotémetro Bausch and Lomb 21,

’ cnica reportada por Britton (1985).

b) La extraccion del pigmento se efectus segﬂn'l’aﬁ
El método consiste en romper mecanicamente una 'paslilla proveniente de 2 m!i de

> en pr la de aproximad te 4

cuitivo, agitando en un vortex durante 4
gramos de perlas de vidrio y 2 mi de aéelcna. A jos extractos de acetona se les
adicionaron 2 mt de una mezcia de eter de petroleo-dietif eter 1:1 viv, para transferir fos
carotenoides a esta mezcla. Posteriormente se adicionaron 2 mi de agua destilada para
la separacion de fases.

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

final "

fas en etanol absotuto y

muestras por espacio de 24 h para

st
resup

cuantificarlas espectrofotométri te a 450 nm uttizando et coeficiente de exti
de 1540 (1%, 1cm).

El calculo de la concentracion del pigmento se realizé aplicando fa sigulente formula

propuesta por Britton (1985),

. 1%
g de carotenaides= (A)(y)(10§)l(n 1cm) {100}

100 es una constant ps raellminar el factor de

porciento

c)EI arnonio’se determino por; el metodahde Berthelct (Nea!herburn, 1967) Para la
determlnacxén da fosfato de uﬁhzo el étodo de u (St 1944) La glucosa se

a4



cuantificé_utilizando el pagquete para el diagnéstico enzimatico de glucosa en suero
GOD-PAD (Erlick). ;
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V.RESULTADOS Y DISCUSION DERESU_LTAbOS .

1, DISEND DE UN MEDIO MINIMO -

1. s

de tina en /

aminoacidos de las proteinas.‘
de auxotrofia de baél'erlas“"(s_

combinaciones de Ios .
que permiten deten-nl 2
Enlaf‘gura4sem

ohserva que la con

oteinas' la’

b 1ei
]

e

{los _resuttado

naladas, “a partir. de- Ia ornblnac

e en ta figura, la adnclon de ext

ammoacldos Sln embargo, al incrementar Ia concentracnén del exlracto de Ievadura a

1% se mcrementé cons:derablemenle tanto el creclmlen!o como Ia produccmn Este
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Ocrecimiento Nerobuccion

FIGURA 4. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE Flavobacterium’ sb. EN
DIFERENTES 'COMBINACIONES DE AMINOACIDOS (LA.CON--
CENTRACION.DE CADA -AMINOACIDO ‘FUE-DE 1 mg/ml}).
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. CONDICIONES
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. 9. - G2.0%.
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CONDiCION

[lerecimiento Nprobuccion

_PIGURA 5. CRECIMIENTO Y. PRODUCCION DE:Flavobacterium sp. EN DIFERENTES
‘CONDICIONES’DE/CULTIVO' PARA"LA EVALUACION DE: EXTRACTO DE LE-
| VADURA.(EL),"'CLORURO,DEFAMONIO" (20 mM)" ¥:'GLUCOSA,  UTILIZANDO
CINCO :AMINOACIDOS (Asn, Gly, ‘Cys, Met, Gln; U'I‘ILIZANDOlmg/ml
DE 'CADA-AMINOACIDO): o T




efecto puede expllcarse en termmos del aporte de mtrogenado del extracto de lavadura.

que de hecho se utlliza en 'fa for acton del medao complejo para el F/avobactermmsp

Ademas se observo que con 1% de extracto de levadura y sutltuyendo Ios amlnoacldos

Los resul!ados mostraban que pracbcamente se contaba con un medio qulmlcamenle

definido. Un medlo que ccnlenla amlnoamdos comoe fuente de nltrogeno y posnblemente

de carbono y que mejomba las respuestas en el crecimiento celular'y la produc onde

zeaxantina al mcremenlzr Ia. concentracion de glucosa, Sélo restaba detenmnar la

|mportancla de cada uno de estos aminoaciocdos, asi como Ias dlferentes comblnacmnes

de los mlsmos. Antes de estas ‘evaluaciones, se ‘planted la po |b|l

glicina, lo que pern-utina reducir. el nimero de condlcnones del experlmento (po el

nimero de combmacnones postbles delos aminoacrdos) Esto en baseala observacron

los aminoécndos, Iu que mostmba :

de la estructura y vla metabollca del catabollsmo

que el posuble aporte de ghclna podla ser cubierto por la, clslema. Ambos amlnoacndos
tienen la misma.ruta de catabohsmo, sm embargo fa cistelna podla resultar de mayor

lmportanma dados sus grupos func:onales (Lehnlnger. 1981)
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Enbasea esto, se dlseno el experlmento por ehmmaclon de la gllcma y se comparo con

la conducion en que estaban pr s los clnco

Considerando que la dnferencia mas Importante entre los amlnoac:dos son sus grupos'.

funcionales, en un caso la presencla de azufre y otro la presencla de un grupo amldlco

es posible que el ion azufre resultase'mportanta en el metabolismo de la cepa.
Al evaluar diferentes combinaciones de ‘'dos ammoécldos se observo que las mejores
respuestas, tanto en crecimiento como en produccion, se presentaron dondg se mcluyo
la cisteina. Encontrandose: las mas bajas respuestas en aquella condicion donde se
adiciond la combinacion de glutamina y asparagina, lo que sugiere nuevamente la-:
importancia del azufre para la cepa. En las combinaciones donde se’ Iricluycron
metionina y los aminoacidos amidicos, se encontraron respuestas intermedias a Ias ya .
descritas para cisteina y estos aminoacidos. Esto puede deberse a la forma en que son !
catabolizados tos aminoacidos azufrados por parte del microorganismo. : ”
En las 4 combinaciones de tres aminoacidos huevamente se observé que las mejoreé )

respuestas tanto en el crecimiento como en la produccién se presentaron donde se
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FIGURA 6 CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE ‘Flavobacterium. sp. EN
* PRESENCIA Y AUSENCIA®DE GLICINA (SE ADICIONOlmg/ml
DE CADA AMINOACIDO)
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CRECIMIENTO DO

25 - 1

CONDICION

Ocrecimiento Nerobuccion

CONDICIONES
.- A= Asn
C= Cys
M= Met
G= Gin

FIGURA 7. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE Flavobactenum sp.: EN- DIFERENTES
COMBINACIONES . DE ASPARAGINA} CISTEINA; METIONINA-Y GLUTAMINA.

. (SE_ADICIONO'l mg/ml:DE CADA" AMINOACIDO, 20:mM DE:
DE EXTRACTO DE LEVADURA) ’ :

NH4C1 Y 1%



juella donde no coincidieron metiont

incluyo a Ia cisteina. Slendo la mejor condlclon

y castelna.

combinacion castelna sulfato de magnes:o {condiciones 5a 7),. como con asparaglna
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CONDICIONES

L1.Mgs04 1M

T 2 Mg80d L]
CAMGSOA Sl

SACy ot gt -

. B.Cys i+ MgS04 ﬁtmghnl-lmu
6.Cys -~ + MgS04 - 1 mlml-3mM
7.Cys © + MgS04 1 mglmi-Smil
8. Asn S tmgwl
90w '+ Hgs04 1 mgiml-1mM
104, + MgS04 - 1 molml-3mM
1A+ MgS04 1 mgiml-5mM
124+ Cys ! mghml

o1 13Asn+Cys + MgSD4 1 mglml-1mMl

14404 Cys + MgSO4 1 mg/mi-3mM
15.Asn+ Cys + MgS04 1 molm!-5mM

0.3

0.2

CRECIVMIENTO DO
PRODUCCION pg/ml

o
13 14 1§

CONDICION

(CJerecmiento Nerobuccion

FIGURA ’B CRECIMIENTO Y PRODUCCION:DE Flavobacterlum sp EN DIFERENTES
COMBINACIONES DE" ASPARAGINA, CISTEINA Y. SULFATO DE MAGNESIO.



sola (condici6n 8). Por lo que es de suponer. que una vez cubiurlas las necesidades de

azufre, la cepa’ utlhza asparagma de una forma eﬂclente pusnblemcnle como fuente de
carbono y nltrogeno . ¢

siguiente formulacion del medio qulmlcamen

COMPONENTE CONCENTRACION

Glucosa
NaCl:: B
"K2HPO4 -
‘MgS04™
El-Traza |
Asparagina .-

1 0 mg/ml

©. 357
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CRECIMIENTO DO

" FIGURA 9. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE Flavobacterium sp: EN DIFERENTES
COMBINACIONES DE SALES {CADA SAL FUE ADICIONADA EN CONCENTRA-

-

o
'Y

0.2

e
by

CONDICION

[Ocrecimiento Nprrobuccion

CIONES DE 3 mM). )

PRODUCCION pgimi

» CONDICIONES

*+ 1. MgS04

2.MgC!

3.MgCl + K2504
4 MgCl + Na2504
5.K2504
6.K2504 + MgCl
7.X2504 + MnCl



2 EVALUACION DEL EFECTO DE LA L-UNCENTRACION DE © DIFERENTES
NUTRIMENTOSDEL EDlODECULTlVO )

A EFEbTO E mfi_zagmss CONGENTRAGIONES DE ASPARAGINA.

Uno_de los’ factores de (rﬁpor&acia a determinar, en primera instancia, fue la
conbe_n!rag:ién optima - de asparagina que permitiera las mejores respuestas en el
crecimiento celular y produccién de tina. A su vez, esto permitiria deducir algtan

posible eféctp de regulacién sobre la produccién del pigmento por este aminoacido.
Para ello se evatuaron diferentes concentraciones de asparagina en e} medio minimo
obtenido y se observd su efecto sobre el crecimiento y produccién de la cepa. Los
reSuHados se presentan en fa figura 10. Como se observa el incremento, tanto det

" crecimiento como de ta produccién, es paralelo al incr to de fa tracion de

asparagina, resultado que se corrchora al graficar la produccién especifica del
pigmento. Es decir que asparagina, entre las concentraciones de 0.1.a 3 mg/mi, resulté
serun efectorpositivo de los paréme!ros antes indicados

Al | el 'dgg',‘ fde : medio de cultivo  se observé que et

mlcronrganlsmo al incrementar su creclmtento incremento a su vez su consumo de

. glucosa, alcanzando un aximo'de .13 mgfm cuando la concentraclon del aminoacido

umido en'su totalidad hasta una

‘cuando -la’ ‘concentracion del

nitrégehé, lo'que, si; r lo excretand al medlo de cultlvo Iuego entonc s el

nitrégeno del aminos ) tilizado para fines de- crecimlenlo, !o que

apoya, por elim su cadena carbonada la que es utifizado para

este fin.
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COSA, CONSUMO :DE:AMONTO .Y AMONIO EXCRETADO:DE’ Flavobacterium sp.
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-+-NES:UTILIZADAS DE’GLUCOSA.Y CLORURO DE AMONIO FUERON DE 2 % y -
,20 mM RESPECTIVAMENTE) ’ :
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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 produccion de zeaxantina y de esta manera
determinar algin posible efecto regulatorio sobre la sintesis del pigmento por ia fuente
carbonada, se probaron diferentes concentraciones de glucosa en el imedio de cultivo.
Al mismo tiempo, se evalu6 la posibilidad de eliminar el nitrégeno inorganico del medio,

para lo cual se probaron diferentes traciones de gt con amonio y sin
amonio. En todas las condiciones se t {a misma tracion de asparagina de
1 mg/ml. Cabe sedalar que esta cc tracion fue elegida considerando que en ella et
microorganismo presentoé valores de crecimiento y produccio d dos para su

determinacion, dado el alto valor econdomico del mismo. Los resultados obtenidos se
presentan en la figura 11.

Como se puede observar en esta figura, en presencia de amonio inorganico, las
diferentes concentraciones de glucosa ejercen un efecto sobre el crecimiento y
proeduccion 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
maximos niveles de estos parametros. Después, en la segunda fase, a mayores

concentraciones de glucosa el microorganismo ¢ ti sus niveles de cr no

asl fos de produccién que emplezan a disminuir gradualmente. Encontrandose los

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

N 4

concentraciones de glucosa mayores de 10 mg/ml, la cepa cc proporci
menor cantidad del carbohidrato. Alcanzando un valor méximo de consumo de 38 mg/mi
cuando la concentracion de glucosa fue de 100 mg/ml.

Al élimiﬁar el amonio inorganico del medio de cultivo, se observé gue existe un
lncrementa tanto del crecimiento celular como de la produccién de pigmento. Este

resultado fue repetmvo en los experimentos, ya que siempre que se dlsminuy

cantldad de amomo del nedio se mejoré el crecimiento ceIuIar
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cc trach de gl mayores a 10 mgiml, la cepa consume proporciolmente
menor cantidad del carbohidrato , alcanzando un vator maximo de 36 mg/ml cuando la
concentracion de glucos fue de 100 mg/ml.

C. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AMONIO INORGANICO.

Para determinar el efecto que la concentracion del amonio inorganico tiene sobre el
crecimiento celular y la produccién de zeaxantina, se evaluaron diferentes
concentraciones de amonio. Para ello se mantuvo la concentracion de asparagina en 1

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

Se observa que a mayores traci de io inorganico el microorganismo es
fectado en su crecimiento y en su produccion. Como se ha notado, siempre que se
disminuyé la tidad de io del medio de cullivo el crecimiento del microorganismo

fue favorecido.
Por otro lado también se observa que a mayores concentraciones de este ion, la cepa
excreta cantidades mayores de amonio al medio de cultivo. Es decir que este

microorganismo en las condiciones de cuitivo luad. tra tidades de

amonio ivas para su metabolismo celular y tiende por eflo a excretario al medio.

D. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FOSFATO.

El efecto de la concentracion de fosfato sobre el crecimiento celular y Ia produccion de
zeaxantina, fue evaluado adicionando diferentes concentraciones de fosfato al medio de
cultivo. En la figura 13 se presentan los resuitados obtenidos de esta evaluacion.

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

.incrementa gradual y ligeramente su creci o y produccion hasta alcanzar su nivel
méximo en los niveles de 50 mM de fosfato. Posteriormente tanto el crecimiento como la
produccion dismuyen ligeramente, encontrandose . su’.valor més bajo en'una
concentracién de 100 mM. EI consumo de fosfato: inorganico - se lr'u’:rem,enta

gradualmente a mayores concentraciones de fosfato. ..

2. UTILIZAGION DE ASPARAGINA (METABOLISMO). -
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El microorganismo, en presencia de glucosa, es capaz de utilizar eficientemente

asparagina para su crecimiento y produccion de pigmento. Como antes se ha indicado

es muy posible que la cepa esté utilizando a este aminoacido principal, te como
fuente de carbono y eventualmente de nitrégeno. s

Para tratar de discernir la forma en que este aminoacldo es ut:llzado por el
Flavobacterium sp. se probaron diferentes intermediarios del ciclo de Krebs y de la
glucalisis. Se decidié utilizar atun a la glucosa ya que su cpmbinagién con asparagina

mejora el crecimiento celular y la produccién de z

" Los ‘resultados se

presentan en la figura 14,

Se puede obserbario siguiente: :
a. Al comparar las condiciones 0 y 8, donde la diferencia es la fuente de nitrégeno
adicionada al medio de cultivo, se observa que cuando se utiliza cloruro-de amonio
como fuente de nitrdgeno, tanto el crecimiento come fa produccién dismlnﬁyen. Lo que
indica que el aminoécido es mejor fuente de nitrogeno.

b. Al adicionar intermediarios del ciclo de Krebs (citrato, oxalacetato, a-cetoglutarato,
maiato) a la condicion de asparagina y glucosa, en todos los casos la produccion se
estimula, no asi el crecimiento que se mantuvo sin variacion considerable, Al parecer la
fuente adicional de carbono sirve para incrementar la produccion de pigmento.

c. Al adicionar los intermediarios de la g ( glucosa-6-fosfato, fructosa-1,6-

difosfato) y el producto de esta, el piruvato, a glucosa y aspéraglna, sélo el piruvato

mejord considerablemente la produccién, no - asi el crecimiento que
minimamente. Nuevamenle aI parecer la fuente adicional de carbono en forma de
roducci

piruvato fue utilizada para 1 png ento Cuando se adicionaron glucosa-

6-fosfato y fruc!os' T to como la produccion se vieron

Ilgeramente dlsm In nte se deblo a problemas :

relaclonados con |a
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precision la forma en que la asparaglna se metabollza y-la ldea de que pudlese ser a

través de formar oxalacetato sigue siendo una dc las posibilldadas

e.Al adicionar los intermediarios de glucélisis a la glucosa y al dlsminuyé el crecimiento
de la cepa, Se considers nuevamente que estos compuestos pudieran no ser asimilados
por el microorganismo. Por otro lado, cuando se adicioné el plrdva!o, ala glucosa y al
cloruro de amonio, nuevamente se observé un incremento cosiderabte en el crecimiento
celular y ta produccién de pigmento.

Estos resultados muestran que el Flavobacterium sp. tiene la caracteristica de utilizar
como fuente de carbono a los intermediarios del ciclo de Krebs o bien al piruvato, el

producto final de la glucélisis. Sin embargo, los experi tos hasta aqui realizados no
permiten determinar si el microorganismo puede utilizar algin intermediario de la
glucolisis.

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

Dado que los resuitados mostraban que la asparagina podia ser sustituida por el
piruvato o bien por algin intermediario del ciclo de Krebs sin que se afectara el
crecimiento y la produccion de Ia bacteria, quedaba por Gitimo evaluar la posibilidad de

eliminar a la glucosa que aun fue anadida a los medios provados. Como se ha

mencionado la glucosa mejora las resg tas en crecimiento y produccién cuando el
microorganismo es crecido en aminoacidos.
Para ello se probaron diferentes carbohidratos sin adicionar gl : tato de sodio,

succinato de sodio y piruvato de sodio, sacarosa, glucosa (inclusive) y xilosa; utilizando
como control la combinaci6n de glucosa-citrato 55-10 mM. La concentracién utilizada
de cada carbohidrato fue de 55 mM ya que en experimentos previos donde se utlbl‘iz‘aro‘n
concentraciones de 10 mM el microorganismo fue lncapaz de crecer Los resultados se
presentan en la figura 15. ' :

Se observa en la grafica que el citrato, el succmato y el plruvato permlten alcanzar las

mejores respuestas tanto en el crecimlenlo celular ccmo enla produccion de pigmento,

alcanzando niveles parecldos, ion cltrato- y sin existir una

diferencia importante entre ellos parte tanto la glucosa como la sacarosa
presentan respuestas inteﬁnedia Que xllosa presenta los valores mas bajos.
Es posible seiialar que bajo estas condnclones de culllvo, el microorganismo tiene la

capacidad de utilizar como fuente de 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 mi rivel I ios por los primeros.

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

la utifizacion de la glucosa y solo mustran que este carbohidrato mejora las respuestas
de crecimiento y prod io o

se utilizan aminoacidos en ef medio de cultivo.
Finalmente | medio quimi definid:

r ta la te formulacion:
p g

COMPONENTE CONCENTRACION

Citrato 55.0 mM
NaCl 3.0 %
K2HPO4 10.0 mM
Mgso4 3.0mM
NH4CI 200 mM
EL. TRAZA 0.1%
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VI, CONCLUSIONES

1.-El Flavobacterium sp. pr ta la caracler!stica de‘utlllzar aminuacidos, la
asparagina o la glutamina, coimo fuente de carbonoy nitrog ‘ .

azufre y magnesio.
“de’ zeaxantina se ven

2, La gl en traciones de 8_0_"m' m ec(oj negativo sobre la
sintesis del pigmento. La concentracién 6pllm d : ohidra ;iara la produccién
de zeaxantina es de 8 mg/ml, )

3. No se observa ningun efecto sobre Ia sil tina'en las

evaluadas de amonio, fosfato y asparagiha;

4. Es muy probable que la asparagina se utilice princip, fq{zrh‘te &e carbono
incorporandose al ciclo de Krebs en forma de oxala

6.1 Es fachble ellmmara la gluc05a del n

de carbono en la formulacuon del medio mInlm
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