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El considerable interés mundial que se ha despertado en los últimos años por los 

colorantes naturales, principalmente rojos y amarillos ha incrementado su demanda 

en el mercado mundial, lo cual ha llevado a pensar en los microorganismos como una 

alternativa de producción. 

Con la finalidad de incrementar la producción microbiana de un pigmento amarillo 

(zeaxantina), se realizaron estudios de optimización con un medio para el género 

Flavobacterium. El género Flavobacterium presenta la característica que del total de 

sus carotenoides el 90% corresponden a zeaxantina, la cual se utiliza en alimentación 

animal. Estudios previos en el laboratorio permitieron evaluar el efecto de los 

nutrimentos del medio a optimizar sobre la producción del pigmento (Díaz, 1995). El 

medio de cultivo de partida se adquirió de una patente reportada por la compañía 

Nestlé, compuesto por reactivos grado analítico-industriales, siendo sustituidos los 

primeros por nutrimentos industriales al iniciarse la optimización del medio. En este 

medio se lograron obtener producciones de zeaxantina por arriba del 100 % a las 

reportadas por la compañia Nestlé en el medio original. 

Interesados en la producción de pigmentos amarillos, se evaluaron en el laboratorio 

cuatro especies de Flavobacterias: Flavobacterium sp 21588, Flavobacterium sp 21081, 

Flavobacterium balustinum y Flavobacterium aquatile adquiridas de la American Type 

Culture Collection. De entre ellas, se seleccionó a Flavobacterium sp 21081 como la 

mejor cepa productora de zeaxantina, pigmento amarillo de interés comercial. 

A partir de herramientas estadísticas, se evaluó la importancia de los diferentes 

componentes del medio de cultivo ( fuentes de carbono y nitrógeno, sales), así como los 

factores fisicoquímicos ( pf!, fracción de llenado y tiempo de fermentación) que 

puedan afectar la producción del pigmento. 
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Por medio de diseños factoriales completos, se pudo conocer que el licor de maíz es 

el nutriente que mayor influencia tiene sobre el crecimiento y producción, ya que su 

presencia estimula la síntesis de zeaxantina, pero en cambio triptona y extracto de 

levadura favorecen la síntesis de p-caroteno. Los resultados anteriores permitieron 

eliminar extracto de levadura y triptona del medio de cultivo, ya que la composición 

compleja del licor de maíz aportó los nutrientes necesarios para la síntesis del 

pigmento. Con respecto al efecto de la glucosa, concentraciones por arriba del 2% no 

son asimiladas por la bacteria y las producciones alcanzadas son muy parecidas a las 

obtenidas con 2% del nutriente, por lo que su presencia no influye de manera 

significativa sobre la síntesis del producto pero es necesaria para el crecimiento. 

De los factores fisicoquímicos evaluados la fracción de llenado, que se relaciona 

directamente con la oxigenación del medio, resultó ser de suma importancia sobre la 

capacidad de síntesis de zeaxantina por Flavobacterium sp 21588, ya que a mayor 

oxigenación la formación de zeaxantina predomina por encima de otros pigmentos y 

en can►bio poca oxigenación favorece la síntesis de p•caroteno. 

En el medio optimizado las máximas producciones del pigmento de interés se 

lograron a las 48h de fermentación, con una fracción de llenado de 0.1 en matraces 

bafleados de 250 ml, logrando cuadruplicar tanto la producción de carotenoides 

totales como de zeaxantina (11.99 µg/ml y 7.52 µg/ml) respectivamente, en base a la 

producción en el medio reportado por la compañía Nestlé (3.66 µg/ml y 1.99 lig/mi). 

Los costos se abatieron, al sustituir los reactivos grado analítico por grado industrial y 

al eliminar dos nutrientes del medio de producción. 
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1. INTRODUCCION 

A mediados del siglo XIX los colorantes que se utilizaban en la industria alimentaria 

y en la farmacéutica eran de origen natural. En 1856, Perkin descubre el primer 

colorante orgánico sintético: mauve 114 iniciándose el apogeo de los compuestos 

sintéticos, llegando a disminuir considerablemente la presencia de los colorantes 

naturales en el mercado. 

La prohibición por la FDA a principios de los años 80, del uso de la mayor parte de 

los pigmentos rojos y amarillos sintéticos en alimentos y cosméticos debido a sus 

efectos nocivos sobre la salud, así como la creciente demanda de colorantes , 

propiciaron el estudio masivo de pigmentos de origen natural (Klaui y Bavernfeind, 

1981). 

Los microorganismos son una fuente interesante para la obtención de colorantes 

naturales, al ser de fácil manipulación y crecer rapidamente en poco espacio y de 

forma independiente de los factores estacionales. Además , mediante estratégias de 

mejoramiento genético y estudios nutricionales, se pueden mejorar los rendimientos 

de producción. 

Los carotenoides son uno de los grupos más importantes de pigmentos que se 

encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Son los responsables de la 

coloración del amarillo al rojo de frutas y llores, y se encuentran también en muchos 

organismos no fotosintéticos, incluyendo a los hongos. (Bramley y Mackenzie, 1992). 

Bajo tales bases se ha visualizado a los sistemas microbianos como una alternativa 

para producir colorantes de origen biológico. En este sentido la producción de 

zeaxantina por el género Flavobaelerium ha despertado interés, tanto de investigación 

como de aplicación industrial, debido a que algunas especies de éste género, producen 

zeaxantina en un 95% del total de sus carotenoides. 



La zcaxantina de origen natural se utiliza principalmente en alimentación animal 

como suplemento alimenticio para aves ( pigmentación de yema de huevo y piel ) y en 

peces ( pigmentación de la piel ). La zeaxantina sintética es utilizada en la elaboración 

de grasas, bebidas calientes y frías, budines y salsas ( 13adui, 1980 ). 

En la actualidad se conoce muy poco sobre el efecto que ejercen los factores 

fisicoquímicos y nutricionales sobre la síntesis de este carotenoide. Por ello se planteó 

esta investigación cuyo principal objetivo es lograr optimizar las condiciones de 

producción de zeaxantina en una cepa del género Flavobacterium, esperando con ello, 

incrementertar los rendimientos del pigmento. 

1.1 LOS CAROTENOIDES: 

Los carotenoides son una familia de pigmentos naturales que se encuentran 

ampliamente distribuidos en la naturaleza. Las funciones que presentan en los 

organismos que los contienen son: absorción de la luz, fotoprotección y como 

precusores de la vitamina A. Estos pigmentos poseen un gran interés comercial por 

sus amplias posibilidades de aplicación en la industria de los alimentos, y en la 

farmacéutica, principalmente para cosmetología. 

Los carotenoides son tetraterpenos liposolubles formados por la condensación de 

unidades de isoprenilo, cuya gama de color va del amarillo al rojo. Se dividen 

estructuralmente en dos grupos: los carotenos y las xantofilas. El grupo de los 

carotenos está formado por compuestos hidrocarbonados y su principal exponente es 

el P-caroteno. El grupo de las xantofilas está formado por derivados de los compuestos 

hidrocarbonados que se generan por la introducción de funciones oxígeno, 

especialmente de grupos hidroxi, oxo y epoxi, formando alcoholes, aldehídos y cotonas 

(Schwartz y Col, 1989). Las xantofilas son más solubles en agua que los carotenos. 

Tanto los carotenos como las xantofilas están formados por 40 átomos de carbono 

(Nelis y Leenheer, 1991). 
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Los carotenoides permitidos corno aditivos de alimentos y forrajes se presentan en la 

tabla 1.1. 

Tabla 1.1. Pigmentos permitidos como aditivos de alimentos y forrajes. 

\ 	microbtait4 	\ bel obU*1111 

Alimentos para 

consumo 

humano 

Alimentos para 

consumo 

humano. 

Alimento para 

aves de corral 

Alimentos para 

aves y peces 

Alimento para 

peces y aves de 

corral 

Alimento para 

peces 

Alimentos para 

aves y consumo 

humano 

Alimento para 

aves y consumo 

humano 

En el campo de la medicina se ha reportado un efecto de fotoprotección (Will y 

Scovel, 1987), propiedades anticancerigenas (Ilertrant y col., 1987, Kaplan y col., 

1990) incremento de la respuesta inmune (Krisnsky, 1987) y un aumento en la 

longevidad en mamíferos (Cutler, 1984). 
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Los carotenoides aprobados por la Food and Drug Administration de los Estados 

Unidos de America (FDA) para su inclusión en los alimentos son: el p-caroteno, el 

Apo-8-carotenal y la cantaxantina 

1.1a. USOS: 

Restaurar la apariencia normal del alimento cuando el color original ha sido 

destruido por su procesamiento . (frutas enlatadas). 

Obtener un color uniforme en frutas recolectadas en diferentes cosechas. 

Intensificar el color natural cuando éste es débil. 

Proteger agentes saborizantes y vitaminas fotosensibles durante su almacenamiento 

(Newsome, 1986). 

Por otra parte como colorantes presentan ventajas por su alta capacidad tintoreul, 

gran intervalo de color al utilizarse en diferentes combinaciones y actividad de 

vitamina A de algunos de ellos. Las desventajas son su baja solubilidad, su alta 

susceptibilidad a la oxidación durante su extracción y su alto costo comparado con el 

de los colorantes artificiales. 

1.2. BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES, 

Estudios de la biosíntesis del colesterol permitieron elucidar los mecanismos de 

biosíntesis de estos pigmentos (Lchninger, 1981). Por otro lado, la vía de 

carotenogénesis así como algunos aspectos de su regulación se han estudiado 

principalmente en sistemas microbianos y en plantas.(Schwartz y col., 1989). 

El aectil-CoA es el precusor no solo de los ácidos grasos, esteroides y 

prostaglandinas, sino también de los terpenos y las acetogeninas (Lehninger, 1981).En 

la figura 1.1, se presenta la importancia del acetil-CoA. cc no precusor de estos 

compuestos. 
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Figura 1.1. EL Acetil•CoA COMO PRECUSOR CLAVE DE LA 1.310SNTESIS DE NUMEROSOS LÍPIDOS. 
FUENTE; Lehninger, L.A. (1981). 



En la biosíntesis de los carotenoides se pueden distinguir tres etapas (fig. 1.2) 

a) La formación de ácido mevalónico por condensación de 3 moléculas de Acetil-CoA. 

b) La conversión del ácido mevalónico en geranil-geranil pirofosfato a través de 

reacciones de fosforilación, Isomerización y condensación. 

e) La formación del primer tetraterpeno denominado fitoeno, que en función del 

organismo, plantas, algas, levaduras, hongos o bacterias, sufrirá cambios para 

generar diversos tetraterpenos. 

Al respecto se reporta que los p-carotenos se sintetizan por hongos y algas, mientras 

que las xantofilas por algas, levaduras y bacterias (Goodwin, 1971). 

En la ruta de biosíntesis de los carotenoides (fig. 1.2), cabe destacar lo siguiente 

(Goodwin, 1971; Ninet y Renault, 1979; Schwartz y col., 1989): 

1) El ácido mevalónico se forma por condensación de tres moléculas de acetil-CoA. El 

producto intermediario clave de estas reacciones es el 3-metil, 3-metil glutaril-CoA 

(HGM-CoA), el cual se reduce por acción de una reductasa para formar el 

mevalonato. 

II) El ácido mevalónico, considerado el primer precusor específico de todos los 

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

Una segunda fosforilación, también por el ATI', forma el 5-pirofosfato que por una 

descarboxilación formará el isopentenil pirofosfato (IPP). Para la formación de los 

terpenoides apartir de IPP, el primer paso es la isomerización de este compuesto a 

dimetil alil pirofosfato (DAPP) que permite la elongación 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 formación de farnesil pirofosfato (FP1'), que finalmente formará, por una nueva 

transferencia de 11'1', geranil geranil pirofosfato (GGP1'). Por último dos moléculas de 

GGPP se condensarán generando el fitoeno, primer molécula de síntesis de 40 átomos 

de carbono. 
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III) La desaturación secuencia! de fitoeno a licopeno en plantas superiores y algas, 

implica una serie de deshidrogenaciones que producen en orden de aparición: 

fitoflueno -caroteno, neurosporeno y licopeno. En ciertas bacterias fotosintéticas el 4-

caroteno se sustituye por su isómero asimétrico el 7,8,11,12,-tetrahidroxilicopeno, 

mientras que en otras bacterias y hongos ambos isómeros estan presentes. Por otra 

parte se ha visto que el licopeno puede ciclarse para formar el 3-caroteno y después el 

p-caroteno. 

13 CONDICIONES DE CULTIVO QUE CONTROLAN LA IJIOSINTESIS DE 

CAROTENOIDES: CARBONO, NITRÓGENO, OXÍGENO Y LUZ, 

La mayoría de los estudios sobre la regulación de la biosíntesis de carotenoides se ha 

realizado en los hongos, los cuales presentan diferentes mecanismos de regulación que 

son (Rosas, 1993; y col, 1989): 

a) Retrorregulación por producto final. 

b) Fotorregulación. 

e) Efecto del oxígeno. 

d) Temperatura. 

e) pH. 

I) Activación o inhibición química. 

g) Factores de crecimiento. 

h) Hormonas o interacción sexual. 

i) Nutrimentos en el medio de cultivo. 

k) Efecto del AMI' cíclico. 
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Acetil CoA 

Acetil CoA 

• 

Acetoacetil CoA 

CoA 
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Ac. mevalónico 

lsopentenil PP (6C) 	Dimetilali
I
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1 
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1 
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1 	1 
Beta-zeacaroteno 	Licopeno —4 Delta-caroteno

J  1 	 r 
	 1 Gama-caroteno -->Alfa-caroteno 

1 
Beta-caroteno 

Zeaxantina 

Violaxantina 	Luteina 

Figura 1.2. RUTA DE LA niosiNTEsis CABOTENOIDES, 
FUENTE: Schwartz, R; Rosas, R; Farrés, A; Paredes, L y Sánchez, S (1989). 



1.3a. EFECTO DEL CARBONO. 

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

carotenoides en el hongo Dacrymyces deliquescens. Observó que en concentraciones 

del 1% las mejores fuentes de carbono para la síntesis de pigmentos fueron:D-glucosa, 

celobiosa y D-xilosa. 

Al probar concentraciones del 5%, encontró que la celobiosa, la D-xilosa y el 

almidón estimularon la producción de carotenoides. A esta misma concentración 

reportó un efecto negativo por la D-glucosa y el ácido cítrico, que son fuentes de 

carbono fácilmente asimilables. 

Por su parte Goodwin (1959) encontró que la naturaleza de la fuente de carbono 

influye en la carotegénesis, es decir, maltosa y glucosa fueron igualmente 

carotenogénicas en Phycomyees blakeskeastus, xilosa y fructosa al igual que maltosa y 

glucosa soportaron buen crecimiento pero resultaron ser sustratos menos eficientes 

para la carotenogénesis. 

Alcantara (1995) encontró que Flavoltacterium sp presenta la característica de 

utilizar la glucosa como fuente de carbono a concentraciones menores de 80 mg/ml, ya 

que a concentraciones mayores ejerció un efecto negativo sobre la síntesis del 

pigmento. La concentración óptima de este carbohidrato para la produción de 

zeaxantina fue de 8 mg/ml. Además dicha bacteria presentó la característica de 

utilizar los aminoácidos asparagina o globulina como fuente de carbono y nitrógeno, 

siempre y cuando estén presentes los iones azufre y magnesio. Las respuestas en el 

crecimiento celular y la producción de zeaxantina se ven mejoradas cuando se 

adiciona glucosa al medio de cultivo. El piruvato o los ácidos tricarboxílicos en una 

concentración de 10mM, en presencia de glucosa, sustituyeron a la asparagina del 

medio de cultivo, La glucosa logró eliminarla del medio de cultivo al manejar 

concentraciones de citrato, piruvato y suceinato de 55 mM ya que permitieron 

alcanzar respuestas similares en crecimiento celular y producción de pigmento al 

utilizar una combinación de glucosa -citrato 55mM-10mM. 
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1.3b. EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO, 

En sistemas microbianos fijos la naturaleza del anión ligado al amonio fue 

importante para la carotenogénesis. Así el fosfato, el sulfato y el cloruro de amonio 

inhibieron la síntesis, pero el nitratro, el bicarbonato, el acetato y el succinato de 

amonio no fueron inhíbidores. 

Orange y Monclair (1961) reportaron que para la familia Dacrymyceteae la mejor 

fuente de nitrógeno para la síntesis de carotenos fueron los aminoácidos. 

Chichester y col. (1959) reportaron que en Phycomyces blakesleeanus la !encina y la 

valina resultaron inductores de la síntesis de carotenoides. Por su parte Ruddat y 

Garber (1983) observaron que el extracto de levadura, como fuente de nitrógeno, 

estimuló la carotenogénesis en este mismo hongo. 

1.3c. EFECTO DE LA LUZ. 

Una alta intensidad de luz favoreció la síntesis de carotenoides coloridos en el 

micelio de hongos ( Oramley y Mackenzie, 1992 ). La fotorregulación de la biosíntesis 

de carotenoides ha sido reportada en por lo menos 15 especies de hongos ( Rau, W. 

1983). En algunos casos la luz incrementa el contenido de carotenoides coloridos en el 

micelio. 

La cinética de fotorregulación en hongos sigue 2 etapas: la primera dependiente de 

la luz, pero independiente de la temperatura la cual es de duración corta (fase de luz). 

La segunda es una etapa independiente de la luz durante la cual la biosíntesis de 

carotenoides se lleva a cabo (reacción oscura). 

Las enzimas que catalizan la conversión de PM a p-earoteno están ausentes 

cuando las células se crecen en la oscuridad y son fotoinducibles. La IIMG.CoA 

reductasa es fotorregulada en RhodotorsoM minuta, pero las enzimas que convierten 

Momo a carotenoides coloridos no son fotoinducibles en levaduras (rada, Mil and 

col, 1982). 
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Existen efectos de fotorregulación a nivel transcripcionaL un ejemplo es Fusariun►  

aqu.  aeductututt (Rau,\V. 1983). La desrepresión de la transcripción del gen carotenoide 

en Neurospora crassa es controlada por la concentración intracelular de cAMP. La luz 

causa un decremento en los niveles de eAMP lo cual elimina la represión del gen 

carotenoíde. (Kritsky, M.S. and Col 1982). 

1.3d. EFECTO DEL O. 

La síntesis es controlada por el estado de oxidación del acarreador de electrones en 

el sistema celular. Cuando el acarreador se encuentra en su estado reducido la síntesis 

de pigmentos procede activamente, el acarreador se oxida por la introducción de OH 

proveniente del agua y por incrementos en la intensidad de la luz, llegando a un 

estado de oxidación crítica que detiene la síntesis. ( Britton y Goodwin, 1971). La 

intensidad de la oxigenación influye de manera significativa en la apariencia y la 

proporción de los carotenoides sintetizados. 

ZEAXANTINA. 

La zeaxantina (3,3-dibidroxi-(3-caroleno) es una santofila de color amarillo, con peso 

molecular de 568; es soluble en acetona, cloroformo, eta• de petróleo y etanol. Su 

estructura se presenta en la. figura. 1.4. 

HO 

OH 

4.-Estructura de la Leaxantina. 
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1.4a. OBTENCION Y USOS. 

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

ha obtenido de el maíz, de la alfalfa, de la flor de cempasúchitl y yema de huevo ( Nelis 

y De leenher, 1991 ). Por otro lado se ha encontrado en la grasa y en el hígado 

humanos. También se ha encontrado en microorganismos como las cianobacterias y 

algunas bacterias no fotosintéticas (Peppler y Perlmann 1979 ). 

En cuánto a su poder pigmentante es dos veces mayor que el de la luteína. Hoy en 

día la única fuente comercial de este pigmento es la flor de caléndula (flor de 

cempasúchitl) que sin embargo la produce en muy baja concentración (5% base seca) 

No obstante, esta flor es empleada debido a que posee una suena proporción de 

luteína (75% base seca). Otras fuentes naturales de pigmentos estan representadas 

por los sistemas microbianos, el género Flavo bacterium que representa a las bacterias 

de color amarillo (Bergey's, 1980) es de especial interés por su elevado porcentaje de 

zaexantina intracelular que produce. Por ejemplo en el Flavobacterium 81560, el 95% 

de sus carotenoides corresponde a esta xantofila ( Dritton y Goodwin,1971) 

La zeaxantina es empleada a nivel industrial en la formulación de alimentos para 

aves, cerdos y peces: en los primeros para mejorar el color de la yema del huevo y de 

la piel y en los peces y cerdos para pigmentar la piel (Nelis y De Leenheer, 1991) 

1.4b. BIOSIN'l'ESIS. 

Dritton y Coodwin (1971) utilizaron la cepa de Havobaderium R 1560, bacteria 

gram negativa que incorpora eficientemente ácido mevolónico para sintetizar 

carotenoides, para elucidar la ruta de biosíntesis de xantofilas. De esta manera se 

estableció que : 1) los grupos hidroxilos se introducen hasta después de la eiclización 

2) se necesita la presencia de oxígeno, y 3) el licopeno es el precusor inmediato de los 

carotenoides cíclicos. 
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MacDermott y col. (1973, 1974) han propuesto tres rutas alternativas para la 

biosíntesis de zeaxantina: a) vía 13-zeacatoteno; b) vía P-caroteno; y e) vía licopeno 

rubixantina (Figura. 1.5 ). 

La ruta (a) representa la principal vía de síntesis de zeaxantina, en la cual el 

neurosporeno se cicliza dando lugar a la formación de p-zeacaroteno, el cual se 

hidroxila a 3-hidroxi-p-zeacaroteno, que después se desatara y se convierte en 

rubixantina. Por último la rubixantina se cicliza y se hidroxila para producir íi-

criptoxantina y zeaxantina. 

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

de nicotina en el medio. Se presenta por ello una ruta alterna de síntesis (ruta b). En 

ella primeramente el licopeno se cicliza para formar 3-caroteno el cual produce j3-

caroteno que finalmente se hidroxila generando zeaxantina. La ruta (c) se presenta 

cuando se inhibe la conversión de )-caroteno a fi-caroteno por la acción de bajas 

concentraciones de nicotina. Este inhibidor impide la ciclización del 8-caroteno 

formando entonces rubixantina y finalmente zeaxantina. 
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Figura 1.5. mosiNTEsts DE ZEAXANTINA. 
Ruta (a) via P-zeacitroteno, ruta (b) via 0-caroteno y (c) ruta via Iicopeno y rubixantina. 

FUENTE: Menerinott, C;13ritton, (; and Goottwin, W (1973). 



1 5 OPTIMIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO EN FERMENTACIONES, 

Un problema que se presenta con frecuencia en el campo de la fermentación es el del 

incremento en la productividad. En general podemos considerar que el medio de 

cultivo disponible proviene de dos fuentes, como parte de la adquisición de una 

patente extranjera o de su desarrollo parcial o total por la compañia. 

Muchas veces se ignora el porqué de los porcentajes de los diversos componentes del 

medio, pudiéndose dar el caso en que uno o varios constituyentes del medio sean 

superfluos, porque las condiciones de operación no siempre son las óptimas ó porque 

el desarrollo se ha efectuado por procedimientos empíricos de ensayo y error. 

En ambos casos es altamente probable que el medio de cultivo original pueda 

optimizarse, esto es, modificando los porcentajes de algunos componentes, obteniendo 

un medio de cultivo que proporcione mayores rendimientos en la producción. 

Haciendo uso de combinaciones entre los cambios en los porcentajes de los 

ingredientes del medio de cultivo, es factible optimizar un medio, haciéndolo más 

productivo. Además si durante la optimización se eliminan nutrimentos por no ser 

importantes para la producción, los costos se pueden reducir. 

Para alcanzar tales objetivos, es necesario hacer uso de métodos estadísticos, como 

son los diseños factoriales a dos niveles que nos permiten determinar los efectos de las 

variables sobre la respuesta de interés. El algoritmo de Yates permite calcular los 

mismos efectos pero de una manera más rápida, y el método de Box-Wilson nos 

permite saber qué tanto aumentar o disminuir las variables para obtener una mejor 

respuesta. 

1 
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II. ANTECEDENTES. 

En 1929 Karrer, Salomon y Wehrli aislaron una nueva fitoxantina del maíz, a la que 

llamaron zeaxantina. De 1931 a 1932 Karrer y sus colaboradores determinaron la 

constitución química de la zeaxantina. 

Algunas plantas contienen zeaxantina como principal pigmento como son el maíz y 

las hojas de fisalis. 

Karrer y Solmssen llevaron a cabo la formación de la zeaxantina a partir de otro 

carotenoide con 40 átomos de carbono llamado rodoxantina por reducción con 

isopropóxido de aluminio, representando la primera síntesis parcial de un carotenoide 

de 40 carbonos. 

Los Microorganismos del género Flavobacleriu►►►  se caracterizan por la producción 

de pigmentos amarillos. En algunas especies estos pigmentos presumen ser de 

naturaleza carotenoide. Algunas cepas capaces de producir carotenoides son: F. sp 

21588, F. sp 21081, F. balustinum y F. aquatile, variando la capacidad de producción 

de pigmentos entre ellos y afectándose directemente el perfil de carotenoides por los 

componentes del medio de cultivo (Dergey's 1980). 

Se han realizado fermentaciones con cepas del género Flavobaderium obteniendo 

pigmentos amarillos que se usan para la pigmentación de alimentos de consumo 

humano y animal, así como en procesos industriales, un ejemplo de ello es la 

compañia de alimentos Nestlé que reporta la producción de zeaxantina por algunas 

flavobactcrias en algunos medios patentados por ella misma (Dasek y.col.,1973). 

La evaluación de diferentes cepas de Flavobaderium ha demostrado la importancia 

de la composición del medio de cultivo y las condiciones de incubación para obtener 

cantidades apreciables del pigmento. Díaz (1995), tomando como medio base el 

patente de Nestlé, evaluó la influencia de la glucosa como fuente de carbono, extracto 
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de levadura, triptona y licor de maíz como fuente de nitrógeno así como la influencia 

del ión magnesio sobre la capacidad de producción de carotenoides totales por 

Flavobacterium sp 21588. Encontró que concentraciones mayores y menores al 2% de 

glucosa, reducen tanto el crecimiento como la producción, logrando producciones de 

pigmento que van de 2.5 a 3.2 pg/ml. 

Posteriormente al evaluar diferentes fuentes de nitrógeno orgánicas, observó que las 

mejores producciones (5.3 pg/ml y 4.5 ml/µg) se obtuvieron cuando el extracto de 

levadura y la triptona se eliminaron del medio de cultivo respectivamente. El licor de 

maíz al 1% (v/v) permitió obtener las mejores producciones (3.2 µg/m1), su presencia 

en el medio se consideró necesaria ya que las producciones bajaron mucho en su 

ausencia con respecto a las obtenidas cuando se encontraba. 

El efecto del ión magnesio se evaluó porque al parecer su ausencia en el medio de 

cultivo inhibió el crecimiento del microorganismo y por lo tanto no hubo producción 

de pigmentos. Se utilizaron sulfato de magnesio y cloruro de magnesio al 1.5% cada 

uno, encontrando que efectivamente el km magnesio favoreció la síntesis de 

carotenoides, pero la producción fue mayor cuando se usó cloruro de magnesio, en 

lugar del sulfato de magnesio reportado en la patente de la compañia Nestlé. 

Así mismo la influencia de factores físicos ha sitio establecida en la producción del 

pigmento. Estudios en Flavobacterium debydrogenaus (una bacteria que produce un 

pigmento amarillo denominado R439), demostraron que para la síntesis de este 

carotenoide es indespensable la presencia de luz y oxígeno, ya que la producción 

especifica de este compuesto se incrementa cuando ambas se utilizan (Weeks y 

Garner, 1967; Weeks y Andrewes, 1969). 

En base a lo anterior, pareció interesante evaluar la capacidad de producción del 

pigmento zeaxuntina en diversas cepas del genero Flavabacterium. Una vez 

seleccionada la mejor cepa, realizar estudios de optimización del medio reportado por 

Díaz (1995). 
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MICROORGANISMOS DE ESTUDIO 

El género Flavobacterium ( bacteria amarilla ), es una bacteria Gran• 7icgativa que 

produce un pigmento característico supuestamente de naturaleza carotenoide, que 

puede ser amarillo, anaranjado, rojo, o café amarillento, lo cual depende del medio 

nutritivo en que se crezca el microorganismo y de la temperatura de incubación. 

Cómúnmente estos microorganismos son proteolíticos, con baja capacidad para 

fermentar los carbohidratos y sus requerimientos nutricionales no son complejos. Las 

colonias típicas son amarillas translúcidas, planas y enteras, ocasionalmente opacas. 

su temperatura de incubación preferentemente es abajo de 30 °C. Se localizan en el 

suelo, aguas frescas y marinas, siendo aerobios o anaerobios facultativos. 

Los microorganismos de estudio y medios de propagación de los mismos, reportados 

por la American Type Culture Collection se muestran a continuación: 

MICROORGANISMO 	 MEDIO ATCC 

*Flavobacterium balustinum  	agar nutritivo. 

*Flavobacterium aquatile 	 caseinato de sodio. 

*Flavobacterium sp 21588  	YTN. 

*Flavobacterium sp 21081  	GTYE 

Flavobacterium sp: Es anaerobio facultativo, que presenta su crecimiento máximo a 

las 36 hrs de incubación a 29" C. No utiliza la glucosa como principal fuente de 

carbono, sino que requiere de aminoácidos como fuente de carbono y nitrógeno para 

crecer y producir pigmento en concentraciones aceptables. El ión Mg" es 

determinante para el crecimiento y la síntesis de pign► entos en este microorganismo. 

21 



111 . OBJETIVOS: 

O OBJETIVO GENERAL. 

Selección de una cepa productora dezeaxantina y optimización del medio de 

producción. 

O OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1. Evaluar diferentes cepas del género Flavabacterium para la producción de 

zeaxantina. 

2. Seleccionar la mejor cepa productora de zeaxantina. 

3. Optimizar las condiciones fisicoquimicas determinantes de la producción de 
zeaxantina. 

1 

4. Optimizar el medio de producción de zeaxantina utilizando métodos estadísticos. 



ESTRATEGIA 

E1WACION DE LAS DIFERENTES CEPAS DE Flevobactrerium 
IV. PARA SELECCIONAR LA MEJOR PRODUCTORA DE ZEAXANTINA 

STOCK DE CEPAS 
DE 

FL/4/08ACTERIUM 

CRECIMIENTO 
EN MEDIOS 
DE ATCC 

1 

F. sp 21688 F. sp 21081 F. beluetinum F. *quede 
YTN 29oC/48hr Medio A Medio A Medio B 

pH-7.2 29oC/48hr 29oC/48hr 28oC/48hr 
pH-7.2 pH-7.2 pH-17.2 

CRECIMIENTO EN 
PATENTE MODIFICADO 

EXTRACCION 
Y 

ANALISIS 
DE PIGMENTOS 

r CEPAS NO 1 ar7,  
PRODUCTORAS 

i 	DE 
LZEAXANTINA 

ELIMINAR 
CEPAS 

• 
	

CEPAS 
PRODUCTORAS 

DE ZEAXANTINA 

1  
CUANTIFICACION 
DE ZEAXANTINA 

POR ESPECTROFOTOMETRIA 
Y DENSITOMETRIA 

1 
SELECCION DE 

MEJOR CEPA 
PRODUCTORA DE 

ZEAXANTINA 

k  Medio modificado de una patente 
de la compañía Nestlé, en estudios 
previos realizados por Díaz (1995). EFI

EVALUAR MEDIOS 
DE PRODUCCION 

Y 
CONDICIONES 
SICOQUIMICAS  

OPTIMIZAR EL 
MEDIO DE MAXIMA 

PRODUCCION Y 
CUANTFICAR EL 

PIGMENTO. 



V. MATERIAL Y METODOS: 

5.1.-REACTIVOS. 

5.1a. ANALITICOS. Acido bórico, carbonato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de 

magnesio, cloruro de manganeso , cloruro de cobre, cloruro de zinc, fosfato 

monobásico y dibásico de potasio, glucosa, molibdato de sodio, sulfato de fierro, 

sulfato de cobre, y tartrato doble de sodio y potasio se obtuvieron de J.T. Daker de 

México, S.A. 

Extracto de levadura, hidróxido de sodio se obtuvieron de Merck de México S.A. 

Peptona, triptona y altar de DIFCO Laboratorios de Estados Unidos. 

Caseinato de sodio de Química Raras de México S.A. 

5.11 INDUSTRIALES: Aceite de maíz Wesson elaborado por Wesson Foods U.S.A. 

Licor de maíz (Nutriferm) y dextrosa monohidratada fueron obsequiados por Arancia 

Comercial S.A de C.V. 

Cloruro de magnesio se adquirió de la Droguería Cosmopolita, S.A. de C.V. 

5.2. MICROORGANISMOS. 

Las cepas utilizadas fueron: 

• Flavobacterium sp ATCC 21081. 

• Flavobacterium sp ATCC 21588. 

* Flavobacterium aquatile ATCC 11947. 

• Flavobacterium balastinum ATCC 33487. 

Obtenidos de la American Type Culture Collection. 
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5.3. MEDIOS DE CULTIVO 

A) Para mantenimiento y propagación se utilizaron los medios reportados en el 

Catalogue of Bacteria and Bacteriophages ATCC (1982) para cada microorganismo. 

Flavobacterium sp 21588. 

YTN: triptona 1%, extracto levadura 1%, glucosa 0.1%, NaCI 0.1% elementos traza y 

en el caso de cultivos sólidos agar 1.5%. 

Flavobacterium sp 21081 y Flavobacterium balustinum. 

MEDIO A: Exklev, 1%, peptona 2%, glucosa 1%. 

Flavobacterium aquatile. 

MEDIO 13: Caseinato de sodio 0.2%, ext. de levadura 0.05%, peptona 0.1%, 

K2HP04 0.05%. 

5.3a. CONDICIONES DE CULTIVO : 

Se emplearon matraces Erlenmeyer de 250m1 con 50 ml de medio a pH de 7.2, y 26 °C 

de temperatura para F. (m'afile y F. sp 21081. Para F.sp 21588 y F. balustinum se 

utilizaron de temperatura 29°C y un tiempo de fermentación de 72 h a 180 rpm de 

agitación. 

B) Para producción de pigmentos: 

Para la optimización del medio de producción se partió de un medio patentado por la 

compañia Nestlé ( Patente 790,289, 1973, J. Dasek ), con modificaciones realizadas 

por estudios previos a la optimización ( Díaz, 1995, en proceso de elaboración ), 
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La composición del medio Patente Nestlé (PN) : triptona 0.8%, extracto de levadura 

1.8%, glucosa 7%, licor de maíz 1.6%, aceite de maíz 0.08%, MgSO4  03% y agur 

I.5%.( para medio sólido), el cual se modificó como sigue:. 

Medio Patente Modificado (PM): triptona 0.8%, ext, lev. 1.8%, * glucosa 2%, licor 

maíz 1.6%, aceite de maíz 0.08% y * MgC12  1.5% .1  

* Reactivos modificados. 

La optimización se realizó en un medio sin triptona y extracto de levadura el cual se 

identificó como: 

Medio sin triptona/ext. lev.(STYE): 4. glucosa 2%, licor maíz 1.6%, aceita de maíz 

0.08% y si MgCl2  1.5%. 

5.3b. CONDICIONES DE CULTIVO: 

Matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml, con 100, 50, y 25 ml de medio para ver 

influencia de la oxigenación sobre la producción, 01=7.2 y 63, T= 29°C con 120h de 

fermentación a 180 rpm. 

El pll inicial de los medios se ajustó con hidróxido de sodio 0.1N, antes de 

esterilizarlos durante 20 min a l20°C . La glucosa se esterilizó por separado para 

evitar su caramelización. 

5,4. INOCULO: 

A partir de un "stock", el microorganismo se creció por 48 h en cajas de petri con 

YTN. Posteriormente se rasparon las cajas y las células se resuspendieron en solución 

salina hasta obtener una densidad óptica de 0.3 . Se sembraron las diferentes 

condiciones a evaluar con el 5% de volumen del inoculo correspondiente al volumen 

total de la muestra. 

4 Reactivos grado analítico que se sustituyeron por grado industrial, quedando un medio grado 

industrial completamente. 
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5.5.FERMENTACION: 

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer baleados de 250 ml, 

con 50m1 de medio al principio y con 25m1 al final al encontrarse que con menor 

volumen de llenado se favorece la producción de zeaxantina. El medio de partida fue 

el PM al que se le fueron eliminando nutrientes pura posteriormente optimizar los 

más importantes, para la producción del pigmento. En todos los experimentos los 

matraces se inocularon con el 5% v/v, a excepción de los experimentos del efecto de la 

concentración del inóculo en la producción, que se inocularon con 3%, S% y 7%. 

METODOS ANALITICOS: 

5.6. CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO: 

FUNDAMENTO: 

El crecimiento se estimó cuantificando proteína por el método de Lowry (1951) que 

tiene como base la formación de un complejo colorido entre el grupo fenólico ( ó el 

grupo aromático en el caso de triptofano, histidina y fenilalanina ) de la tirosina de las 

proteínas y el ácido fosfotúngstico-molíbdico (color oro) que oxida al grupo hidroxilo 

de la tirosina en condiciones alcalinas dando un color azul intenso que se mide a una 

longitud de onda de 595 nm, utilizando un espectrofotómetro Bausch and Lomb E-21. 

Tratamiento de la muestra: 

1)Centrifugar la muestra a 6,500 rpm 15nain guardar sobrenadante para pH. 

2)Resuspender con 2 ml de TCA al 5%, agitar 5 min. 

3)Centrifugar a 7500 rpm, 10 min. 

4)Tirar el sobrenadante y restispender en 1 ml de N110110.4 N. 
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5.6a. METODO DE LOWRY: 

1) I ml de muestra ( variando la fracción alícuota aforando a 1 ml ) 

2) Resuspender con 2 ml de TCA al 5%, agitar 20 seg. 

3) Centrifugar a 7500 rpm, 10 min. 

4) Agregar 0.5 ml de sol. de Folla, diluida 1:3. 

5) Agitar y reposar 30 min. 

6) Leer a 595 nm. 

La concentración de proteína se determina por comparación con una curva estándar 

de albúmina sérica bovina (figura 5.1). 

•0.1 
0 	25 	50 	75 	100 	150 	200 

alKmina (egimi) 

Figura 5.1. CURVA PATRÓN DE CONCENTRACION DE ALIIUMINA VS D.0 PARA LA 

DETERMINACIÓN DEI, CRECIMIENTO CELULAR. 
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5.7. METODOS DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PIGMENTOS: 

La extracción del pigmento se efectuó por la técnica reportada por Britton (1985). 

1)2 ml de muestra del cultivo en matraz, centrifugar a 7 500 rpm por 15 min. 

2) Separar sobrenadante. 

3) Resuspender el pellet en 4 g de perlas de vidrio. 

4) Agregar 2 ml de acetona pura y agitar 1 min. con vortex. 

5) Agregar 2 ml de dietil éter -éter de petróleo 1:1 y agitar 10 seg. 

6) Agregar agua destilada y agitar 10 seg. 

7) Centrifugar a 5,000 rpm. por 7 min y extraer fase etérea o epifase con pipeta 

Pasteur 

8) Dejar secar fase oleosa 24 hrs. (proteger de la luz) 

9) Resuspender el pigmento con 2.5 ml de etanol absoluto. 

10) Leer a 450 nm. (en alta) en un espectofotómetro utilizando el coeficiente de 

extinción de 2549 (1%, lem). 

NOTA: 

Corno las muestras presentaban cierta degradación al dejarlas secar se decidió leerlas 

inmediatamente después de su extracción resuspendiendo en eter de petróleo 

utilizando un coeficiente de extinción de 2348 (1"/0,1cm). 
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El cálculo de la concentración del pigmento se realizó aplicando la siguiente fórmula 

propuesta por Uritton y Goodwin (1985): 

1% 

lig de earotenoides=[(A)(y)(10 6)/(4.)(100)J 

Donde: 

A = absorbancia de la muestra 

y = volumen del extracto en ml 

106= constante para expresar los carotenoides en lig 
1% 

Aicm  coeficiente de extinción especifico para zeaxantina 

100= constante para eliminar el factor de porcentaje. 

5,8. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC): 

La técnica de cromatografía en capa fina (TLC) se utilizó para la separación de la 

zeaxantina de los otros pigmentos producidos por las flavobacterias y así poder 

cuantificarla por medio de un densitómetro marca CAMAG que dependiendo de la 

intensidad de las manchas determina la concentración de las muestras, utilizando un 

estándar puro de zeaxantina proporcionado por lloffman Le Roche como patrón de 

referencia. Otros estándares utilizados fueron el de B-caroteno proporcionado por la 

misma compañía y la oleoresina de flor de caléndula (flor de cempasúchitl) que nos 

permitieran conocer qué otros pigmentos son sintetizados por las Ilavobacterias. 

Las cromatografias se realizaron sobre placas de sílica gel 60 (Kieselgel DC-alufolien 

sin indicador fluorescente) de 10 x 20 em x 0.2 mm. 

El desarrollo de las cromatografias se realizó con una mezcla de 

diclorometano:acetato de etilo (80:20), en una camara sobresaturada. 



5.9. CUANTIFICACION DE ZEAXANTINA POR DENSITOMETRIA: 

La 'cuantificación de zeaxantina se llevó a cabo con un densitómetro marca CAMAG 

TLC SCANNER II que tiene un mecanismo para montar y mover una placa 

cromatográfica a través de un haz de luz. Se miden las absorbancias de las distintas 

regiones de la placa. Si se acopla un registrador, se obtiene una gráfica de absorbancia 

frente a la posición de la placa (FIG. 5.1). El área bajo los distintos picos es 

proporcional a la cantidad de pigmento presente, la cual se determina utilizando 

estandares puros, específicos para cada pigmento. 

Fuente de radiación 
visible 

Rendija 

Filtro 
• 

Po 

Dirección de 

movimiento de 
la tira 

Tira electroforética 

P 	

para TLC 

nDetector de radiación visible 

Componentes electrónicos 
y lectura de absorbancia N.  

Registro Figura 5.1. PARTES DE UN DENsurentrilio. 
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5.10. CUANTIFICACIÓN DE GLUCOSA RESIDUAL: 

La glucosa residual se cuantificó utilizando el paquete para diagnóstico enzimático 

de glucosa en suero GOD-PAD. 

FUNDAMENTO: 

La glucosa oxidasa (GOD)((I-D-glucosa:oxigeno-l-oxidorreductasa) cataliza la 

oxidación de la glucosa. 

GOD 

glucosa + 02  + 1120 —) Acido glucónico + 11202  

El peróxido de hidrógeno formado reacciona con 4-amino antipiridina y fenol en 

presencia de peroxidasa (PAD) a través de una reacción oxidativa de acoplamiento 

formando una antipirilquinonimina roja cuya intensidad de color es proporcional a la 

concentración de glucosa en la muestra analizada. 

PAD 

211202 + 4-amino + Fenol —) Antipirilquinonimina + 4 H20 

antipiridina 

1)Disolver el contenido de reactivo No. 1 en 200 ml. de agua destilada 

2)Madir el contenido de un frasco No, 2. Mezclar suavemente y conservar a 4" C. 

3)Marcar 3 tubos con M ( muestra), P (patrón) y 11 ( blanco) y proceder como sigue: 

(ti 	0,,( o 	1,,,, 1 go \ \ it 1 \ 1 R  

AGUA DESTILADA 0.025 •••• ••• 

I'ATRON ••• 0.025 ••• 

MUESTRA *e • ••• 0.025 

MEZCLA DE 2.5 2.5 2.5 

REACCION 

4)Mezclar e incubar 25 minutos a 20°C. Evitar la luz directa del sol. 

5)Determinar las absorbancias a 510 nm durante los 15 minutos posteriores a la 

incubación. 

32 



CALCULOS: 

absorbancia de la muestra 

GLUCOSA (mg/m1) — 

absorbancia del patrón 

5.11. DETERMINACION DE AMONIO: 

Se determinó por el método de Berthelot ( Neatherburn, 1967 ) 

Para preparar un litro de cada solución. 

Solución A:): Pesar 20 g de fenol y disolver en agua, agregar inmediatamente 50 mg 

de nitroprusiato de sodio. Guardar en frasco ámbar a 4°C. 

Solución B: Pesar 5 g de NaOH y disolver en agua, agregar 8.4 ml de hipoclorito de 

sodio al 5.6%. 

METODOLOGIA: 

1)Diluir las muestras hasta una concentración menor a 10 mM. 

2)Poner alicuotas de 50 jil en tubos de 5 ml. 

3)Agregar S ml de sol. A y agitar. 

4)Agregar 2.5 ml de sol. B y agitar. 

5)Dejar reaccionar 30min a temperatura ambiente ( sin luz ) 

6)Leer a 625 nm. 

5.11». CURVA ESTANDAR DE AMONIO. 

La cuantificación de amonio residual se determina por comparación con una curva 

estándar de cloruro de amonio 0.1 M, realizando diluciones de 0.5, 1, 1.5, 2.5 y 5 mM. 

(figura 4.2). Las absorbancias de las muestras se extrapolan en la curva y 

considerando el factor de dilución se calcula la concentración. 

1 
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CALCULOS: 

absorbancia de la muestra 

GLUCOSA (mg/m1) — 

absorbancia del patrón 

5.11. DETERMINACION DE AMONIO: 

Se determinó por el método de Berthelot ( Neatherburn, 1967 ) 

Para preparar un litro de cada solución. 

Solución A:): Pesar 20 g de fenol y disolver en agua, agregar inmediatamente 50 mg 

de nitroprusiato de sodio. Guardar en frasco ámbar a 41r. 

Solución B: Pesar 5 g de NaOII y disolver en agua, agregar 8.4 ml de hipoclorito de 

sodio al 5.6%. 

METODOLOGIA: 

1)Diluir las muestras hasta una concentración menor a 10 mM. 

2)Poner alicuotas de 50 id en tubos de 5 ml. 

3)Agregar 5 ml de sol. A y agitar. 

4)Agregar 2.5 ml de sol. B y agitar. 

5)Dejar reaccionar 30min a temperatura ambiente ( sin luz ) 

6)Leer a 625 nm. 

5.11a. CURVA ESTÁNDAR DE AMONIO. 

La cuantificación de amonio residual se determina por comparación con una curva 

estándar de cloruro de amonio 0.1 M, realizando diluciones de 0.5, 1, 1.5, 2.5 y 5 mM. 

(figura 4.2). Las absorbancias de las muestras se extrapolan en la curva y 

considerando el factor de dilución se calcula la concentración. 
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Figura 5.2. CURVA PATRÓN DE CONCENTRACIÓN DE NII,' Vti D.0 PARA LA DETERMINACIÓN DE 

NITRÓGENO TOTAL. 

5.12. DETERMINACION DEL pH: 

El 01 del medio de cultivo fue medido con un potenciómetro digital marca Heckman 

modelo 3500. 

5.13. ANÁLISIS ESTADISTICO: 

El análisis estadístico se realizó mediante la aplicación de diseños factoriales 

completos a dos niveles. Cada condición evaluada se realizó por triplicado para 

reducir errores de variabilidad. Se estableció') un coeficiente de variación del 25% 

como límite máximo por tratarse de sistemas biológicos. 
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Figura 5.2. CURVA PATRÓN DE CONCENTRACIÓN DE 	S'S DM PARA I.A DETERMINACIÓN DE 

NITRÓGENO TOTA I.. 

5,12. DETERMINACION DEL pH: 

El p11 del medio de cultivo fue medido con un potenciómetro digital marca lleckman 

modelo 3500. 

5.13. ANÁLISIS ESTÁDISTICO: 

El análisis estadístico se realizó mediante la aplicación de diseños factoriales 

completos a dos niveles. Cada condición evaluada se realizó por triplicado para 

reducir errores de variabilidad. Se estableció!) un coeficiente de variación del 25% 

como límite máximo por tratarse de sistemas biológicos. 
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V1.-RESULTADOS 

6.1. SELECCION DE LA CEPA PRODUCTORA . 

En este trabajo se evaluaron cuatro cepas del género Flavobacterium, identificadas 

como: Flavobacterium sp 21588, Flovobacterium sp 21081, Flavobaclerium balustinum 

y Flavobacterium atpiaille para seleccionar la mejor productora del pigmento 

zeaxantina. 

Las cuatro cepas se recuperaron de liofilizados, haciéndolas crecer en medios de 

propagación reportados en el catálogo de la Atncrican Type Culture Collection de 

1992, para cada especie de flavobaeteria. Después de la propagación, se realizaron 

análisis de los pigmentos generados por cada cepa, utilizando la técnica de 

cromatografia en capa tina, de manera visual y por comparación de los Rfs de las 

manchas generadas por las distintas bacterias con el Rf del estándar puro de 

zeaxantina (0.25), se determinó que únicamente Flavabacterium sp 21588 fue capaz de 

producir zeaxantina en cantidades apreciables en su respectivo medio de propagación 

fig.6.l, ya que las otras tlavobacterias sintetizaron fl-eisrofeno como principal 

pigmento. 
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Vi-RESULTADOS 

6.1. SELECCION DE LA CEPA PRODUCTORA 

En este trabajo se evaluaron cuatro cepas del género Flavobacterium, identificadas 

como: Flavobacterium sp 21588, Flavobacterium sp 21081, Flavobacterium balustinum 

y Flavobacterium aquatile para seleccionar la mejor productora del pigmento 

zeaxantina. 

Las cuatro cepas se recuperaron de liofilizados, haciéndolas crecer en medios de 

propagación reportados en el catálogo de la American Type Culture Collection de 

1992, para cada especie de flavobacteria. Después de la propagación, se realizaron 

análisis de los pigmentos generados por cada cepa, utilizando la técnica de 

cromatografia en capa fina, de manera visual y por comparación de los Rfs de las 

manchas generadas por las distintas bacterias con el Rf del estándar puro de 

zeaxantina (0.25), se determinó que únicamente Flavobacterium sp 21588 fue capaz de 

producir zeaxantina en cantidades apreciables en su respectivo medio de propagación 

146.1, ya que las otras flavobacterias sintetizaron p-caroteno como principal 

pigmento. 
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V VI VII VIII IX 

Figura 6.1. CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA 1W LOS P1G MENTOS PRODUCIDOS POR 4 ESPECIES 

DE FLAvonAcTERIAs EN DIFERENTES MEDIOS DE cui,Tivo. 

1= st. zexantina; 11= Fluvohacierinni sp 21588 en medio YTN; 111= Flavobacteritins sp 21588 en 

medio Patente; IV-,  FIneabacivritins sp 21588 en medio M'YE; V= Ilavolnuierium sp 21081 en medio 

PN1; VI Fhwohaderium mit:afile en medio PM; VII flarobacteriunt balustinum en medio A; VIII 

Flarobacterium baInstintun en medio PM,; IX St. zea xantina y X 81 de p-earoteno. 
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.o 

Considerando lo anterior se realizó un nuevo análisis de los pigmentos de cada fiavobacteria, 

creciéndolas en el medio a optimizar (medio STYE) y se realizó una cromatografía para 

corroborar los resultados anteriores. En la fig. 6.2, se observa que efectivamente 

Flavobaclerium sp 21588 fue el único capaz de producir zeaxantina al comparar la mancha 

generada por el estándar con la formada por la cepa anteriormente mencionada. Utilizando 

un densitón►etro marca CAVIA( se pudo determinar la concentración real de zeasantina de 

las muestras (fig. 6.3). De esta manera se corroboró que efectivamente Flavobacterium sp 

21588, fue el único capaz de producir zeaxantina en cantidades cuantilicables (1.61) pg/m1), 

con poca acumulación de otros carotenoides. 

1 Flavobacteriurn 21081 

II Flavobacterium 21588 

III 	F. aquati/e 

IV F bakistinurn 

A St. Zeaxantina 

St. /3-caroteno 

4,1,'1' 4,  \I,  4' 
1 	II 	III 	IV 	A 	13 

Figura 6.2. CIZONIATOC;12AFIA EN CAPA f•I;NA I)E LOS (:AIZOTEN()IDES PRODUCIDOS POR .1 

ESPECIES DE FLAN't)11ACTEIZIAS EN/51E1)1f) S'UF. Tiempo de fermentación 48 1► . 
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Figura 6.3. ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO DE LOS PIGMENTOS PRODUCIDOS POR LAS 4 

FLAVOHACTERIAS EN MEDIO sTvE CON 48 II DE FERMENTACIÓN. 

1 = F, sp 21081; 2 = F. sp 21588; 3 =F. aquatile; 4 = F. balusitatun; 5 = St, zeaxantina (1.36 m1/20111); 

6 = St. 13-c:troten° (19.95 niz/10111). 

Los resultados anteriores permitieron seleccionar a Flarohaderium sp 21588 como la mejor 

opción para incrementar la producción de seaxanlina, por medio de la optimización de un 

medio modificado del patente Nestlé. 
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6.2. SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO. 

Dado que se contaban con antecedentes en el laboratorio de que el medio n►odifcado 

de la patente Nestlé (PM) permitía a Flavobaderhom sp 21588 producir considerables 

concentraciones de zeaxantina (Díaz, 1995), se eligió dicho medio para iniciar los 

estudios de optimización, ofreciendo ventajas como su bajo número de nutrimentos y 

además la posibilidad de sustituir los pocos reactivos grado analítico por otros grado 

industrial, abatiendo con ello costos de producción. 

Tabla 6.1. COMPOSICIÓN DEL MEDIO DE PARTIDA 

(Patente Modificado) 

Ingrrdit IIIC 

Aceite de maíz 0.08 

•Extracto de levadura 1.8 

•Glucosa 2 

Licor de maíz 1.6 

•MgCl2 1.5 

'Triptona 0.8 

Agua de la llave c.b.p. 100 ml.  

* Ingredientes grado analítico ( posteriormente se sustituyeron por grado industrial) 
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6.3. SELECCION DE LAS CONDICIONES DEL INOCULO. 

Antes de evaluar el efecto de diversos factores y nutrimentos sobre la producción de 

zeaxantina en el medio a optimizar, se consideró conveniente seleccionar el medio y las 

condiciones para el crecimiento del inóculo que mayor producción generen del 

pigmento. 

Se probaron como posibles medios de propagación el medio YTN, reportado por 

F.Hoffmann como adecuado para la producción de zeaxantina y el medio patente sin 

extracto de levadura y triptona denominado STYE, sobre el cual se llevó a cabo la 

optimización. Se pretendió usar como medio de inoculación el mismo de producción, 

con el propósito de crecer al microorganismo desde un principio bajo las mismas 

condiciones. 

Además de la selección del medio, se determinó el tiempo de crecimiento del inóculo 

y el porcentaje de inóculo necesario para iniciar la fermentación en el medio de 

producción. 

Para seleccionar las mejores condiciones del inóculo se recurrió a un diseño factorial 

de dos niveles 2 3. El análisis de los datos se realizó por medio del algoritmo de Yates 

tabla 6.3 , el cual nos permitió conocer que variables del inoculo influyen de manera 

significativa sobre la producción de zeaxantina, los datos generales se muestran en 

una matriz de diseño (tabla 6.2). 

El tiempo de fermentación para el análisis se fijó a las 24 h, ya que la máxima 

productividad se obtuvo a este tiempo (tabla 6.3). 

Por medio del algoritmo de Yates, se pudo calcular la desviación típica de este 

experimento, obteniendo un valor de la misma de 9.194, la cual permitió determinar 

qué variables del inóculo afectaban significativamente la producción de zeaxantina. El 

medio de cultivo y el tiempo de crecimiento del inóculo resultaron ser importantes 

40 



para la producción del pigmento. Los signos positivos de las estimaciones de estas 

variables nos indicaron que el tiempo y el medio a utilizar para el crecimiento del 

inóculo serian los valores máximos de los mismos, es decir medio YTN con 24 h de 

crecimiento. Con respecto al porcentaje de inóculo éste no fue de importancia 

significativa, por lo que se decidió utilizar el 5%, manejado normalmente en el 

laboratorio en otros estudios sobre Flavobacterium. 

El efecto de las variables fue de manera individual ya que las interacciones entre las 

mismas no ejercieron una influencia significativa sobre la respuesta. 

Los coeficientes de variación de las distintas condiciones evaluadas fueron menores 

al 25% permitido para sistemas biológicos, por lo que los resultados obtenidos se 

consideraron confiables. 
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Tabla 6.2, DATOS DE UN DISEÑO FACTORIAL 2 3  PARA LA EVALUACIÓN DEL INOCULO. 

Condición Tiempo 

(h) 

T 

Concentración 

(%) 

C 

Medio 

(A o E) 

M 

Producción 

(lig/mi) 

y 

a) Unidades originales de variables 

I 12 3 A 1,91 

2 12 3 E 2.086 

3 12 7 A 1.69 

4 12 7 II 2.38 

5 24 3 A 2.06 

6 24 3 13 2.50 

7 24 7 A 2.15 

8 24 7 111 2.32 

b) Unidades codificadas de variables 

1 1.91 

2 + 2.086 

3 + 1.69 

4 + + 2.38 

5 + 2.06 

6 + + 2.50 

7 + + 2.15 

8 + + r 2.32 

Tiempo (h) 	 Concentración 	 Medio 

+ 	 1- 	 4- 

12 	24 	 3 	7 	 A 	II 

A= Medio STYE 

II= Medio 'VEN. 
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Tabla. 6.3. ALGORITMO DE YATES PARA LA EVALUACIÓN DEL INOCULO. 

Cálculo de las estimaciones para determinar las niejorts condiciones del inóculo por medio 

del algoritmo de Yates. Donde T es el tiempo de incubación, C es la concentración del medio 

de propagación, M el medio de cultivo, S la desviación estandar y C.V el coeficiente de 

variación. 

6.4. EFECTO DEL EXTRACTO DE LEVADURA Y TRIPTONA SOBRE LA 

PRODUCC1ON DE ZEAXANTINA. 

Como estudios previos a la optintización se evaluó el efecto del extracto de levadura 

y triptona sobre la producción de zeaxantina por Flavobacterium sp 21588, ya que al 

parecer estos nutrimentos incrementaban la producción de carotenoides totales, pero 

la concentración real de zeaxantina fue muy baja, al acumularse mayormente p-

caroteno (Díaz, 1985). 

El efecto de los nutrimentos antes mencionados se corroboró al crecer a 

Flarobaderium sp 21588 en medio PM y en medio STYE. Los resultados obtenidos de 

este experimento se muestran en las figuras 6.4 y 6.5, observándose un mayor 

crecimiento y producción volumétrica de carotenoides totales en el medio STYE, pero 

la producción especifica fue mayor en el medio PM, lo cual nos indicó que aunque el 

crecimiento no fue muy grande en los primeros tiempos (24-48 h.), las producciones 
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con ese crecimiento resultaron mejores que las alcanzadas en el medio STYE, en el 

cual la bacteria optó por crecer preferentemente. 

0 5 

o 
o 
	

24 	 48 	 72 	 t20 

Figura 6.4. CINÉTICA 1W CRECIMIENTO DE flambacterinni Sp 2198 EN DOS MEDIOS DE 

CULTIVO: (•) Patente Modificado y (x) STVE. 
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Figura 6.5. PRODUCCIÓN VOLUMÉTRICA Y ESPECIFICA DE CAROTENOIDES TOTALES. 

POR Flavobacterium sp 21588 

(•) Medio PM producción volumétrica; (x) Medio STYE producción volumétrica. 

(4) Medio PM producción específica y (e) Medio STYE producción específica. 

El medio PM, resultó ser un mejor medio de producción de carotenoides totales, 

pero al realizar un análisis cromatográfico de los pigmentos producidos en ambos 

medios por la flavobacteria fig.6.6, se observó que el incremento de carotenoides 

totales en el medio PM se debió a la acumulación de is-caroteno, pero la concentración 

de zeaxantina fue muy baja, en cambio en el medio STYE de la producción de 

carotenoides totales en casi un 100% correspondió a zeaxantina. 
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Figura 6.6. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DF: LOS PIGMENTOS PRODUCIDOS POR 

Flavo bacterium SI) 21588 EN DOS MEDIOS DE CULTIVO. 

(A) Patente Modificado y (B) sTvE. Tiempo de fermentación 48 y 72 h. 

* St. zeaxantina. 

Considerando el objetivo planteado de incrementar la producción de zeaxantina, se 

decidió realizar la optimización del medio M'YE por su baja acun►ulación de otros 

pigmentos diferentes a zeaxatitina, teniendo asi una pureza cercana al 100%. 

La evolución de los valores del p11 en ambos medios fue muy semejante, siendo 

ligeramente mayor en el medio PM, manteniéndose en un intervalo de 7-9, lo cual nos 

indicó que la bacteria requiere un 1)11 muy básico para crece• y producir pigmentos 

figura 6,7. 
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Figura 6.7. VARIACIÓN DEL PII EN DOS MEDIOS DE PRODUCCIÓN POR Flavobaclerlum sp 

21588. (•) Patente Modificado y (x) STYE. 

6.5. EFECTO DE LA FRACCION DE LLENADO SOBRE LA PRODUCCION DE 

ZEAXANTINA. 

Se decidió probar el efecto de la fracción de llenado sobre la producción de 

zeaxantina, al considerar que dicha fracción se encuentra directamente relacionada 

con la oxigenación, ya que a menor fracción de llenado la oxigenación existente dentro 

del sistema es mayor, lo cual podría beneficiar la producción de pigmentos al obligar a 

la célula a producirlos como defensa antioxidante. 

Dicho efecto se evaluó en los dos medios anteriormente mencionados PM y STYE, 

analizándose tres fracciones de llenado 0.4, 0.2 y 0.1 en matraces bateados de 250 ml. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.4 y en las figuras de la 6.8 a la 6.10. 

Se observa que en ambos medios la fracción de llenado afectó tanto el crecimiento 
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como la producción, es decir, una fracción de llenado de 0.4 no permitió una buena 

oxigenación por lo que la flavobacteria creció lentamente, produciendo una mínima 

cantidad de pigmentos, con 0.2 de fracción de llenado se obtuvo un buen crecimiento y 

producción, presentando sus máximos a las 72 h en ambos medios. Las máximas 

producciones se observaron con una fracción de llenado de 0.1 reduciéndose el tiempo 

de máxima producción a 48 II, siendo mayores en el medio PM (6.28µg/m1), que en el 

medio STYE (3.5µg/m1) 

tiempo (h) 

Figura 6.8a. IMPORTANCIA DE LA FRACCION Figura 6.8b. IMPORTANCIA DE LA 

DE LLENADO SOBRE EL CRECIMIENTO DE 

Flavobacterium sp 21588 en medio PM. 

FRACCION DE LLENADO SOBRE EL 

CRECIMIENTO DE Flavobacterium sp 21588 

en medio STYE. 
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Figura 6.9a. Importancia de la fracción de 

llenado en la producción volumétrica de 

carotenoides totales en medio PM. 

Figura 6.9b. Importancia de la fracción de 

llenado en la producción volumétrica de 

carotenoides totales en medio STYE. 
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Tiempo (5 ) Tiempo (5) 

Figura 6.10a. Importancia de la fracción de 	Figura 6.10b. Importancia de la 

llenado en la producción específica de 	fracción de llenado en la producción 

carotenoides totales en medio PM. 	 especifica de carotenoides totales en 

medio STYE. 

Lo anterior nos mostró que una fracción de llenado de 0.1 influyó de manera 

positiva sobre el crecimiento y producción (le pigmentos por Flavobacterium sp 21588, 

obteniéndose los máximos tanto de crecimiento como de producción en un menor 

tiempo, ya que con una fracción de llenado de 0.2 y 0.4 el crecimiento y las 

producciones son menores, alcanzándose los máximos en un mayor tiempo de 

fern►entación. 
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El p11 tendió a desestabilizarse y disminuir drásticamente en el medio PM cuando se 

usó una fracción de llenado de 0.4, lo cual pudo deberse al poco crecimiento de la 

bacteria; con fracciones de 0.2 y 0.1 el pll se mantuvo más estable en un rango de 7-9. 

En medio STYE el p11 tendió a aumentar en función del tiempo, siendo ligeramente 

menor con la fracción de llenado de 0.4, debido igualmente como en el medio PM al 

crecimiento deficiente del microorganismo comparado con el alcanzado con fracciones 

de 0.2 y 0.1(Fig. 6.11 a y b). 

6 

24 	48 	72 	96 	 0 	24 	48 	72 	08 

Tiempo (h) 	 Tiempo (h) 

Figura 6.11a. Influencia de la fracción de 	Figura 6.l lb, Influencia de la fracción de 

llenado sobre el 01 del medio de producción 	llenado sobre el p11 del medio de producción 

(PM), 	 (M'E). 
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Cromatográficamente se evaluaron las tres fracciones de llenado antes mencionadas 

para conocer su efecto sobre la producción de zeaxantina. En la fig. 6.12, se observan 

las variaciones en la intensidad de las manchas de los pigmentos producidos por la 

flavobacteria. En medio STYE con una fracción de llenado de 0.1, las manchas 

correspondientes a zeaxantina fueron más intensas que las generadas con 0.2 y 0.4 las 

cuales tendieron a disminuir de manera marcada. La fracción de llenado de 0.1 en 

medio STYE además de favorecer una mayor producción de zeaxantina, evitó la 

acumulación de otros pigmentos entre ellos el 0-caroteno, que se acumuló de manera 

marcada con fracciones de llenado de 0.2 y 0.4 y aún más en medio PM con las 

mismas fracciones de llenado. Este experimento permitió seleccionar una menor 

fracción de llenado de 0.1, ya que anteriormente se manejaba una fracción de 0.2 que 

acumulaba otros carotenoides diferentes a zeaxantina. 
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Figura 6.12. Importancia de la oxigenación en la producción de pigmentos por 

Flavobacterium sp 21588 a las 48 h y 72 h de fermentación, con tres fracciones de 

llenado. (A) Medio PM 0.1, 0.2 y 0.4 respectivamente de fracción de llenado. (El) 

Medio STYE 0.1,12 y 0.4 de fracción de llenado. * St. zeaxantina. 
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Tabla 6.4, EFECTO DEL MEDIO Y FRACCIÓN DE LLENADO SOBRE LA PRODUCCIÓN DE 

CAROTENOIDF:S TOTALES. 

Medio 	Vid. del malva/ 	k'ol. del Medi° 	Enfermo de 	( uioicmodeN 

llenado 

PM 250 25 	 0.1 6.28±1.04 

PM 250 50 	 0.2 4.16±2.35 

PM 250 100 	 0.4 0.025±0.15 

STYE 250 25 	 0.10 3.90±0.042 

STYE 250 50 	 0.2 3.50±0.07 

STYE 250 100 	 0.4 1.65±0.148 

El experimento se llevó acabo por duplicado a 29°C y 189 r.p.m. durante 48h. 

En este experimento observamos que la producción de carotenoides totales en medio 

STYE correspondió casi en un 109% a zeaxantina, según los resultados 

cromatográficos anteriores, que mostraron una mínima acumulación de otros 

pigmentos. 

6.6. l'ECU) DEL MEDIO DE CULTIVO, FRACCION DE LLENADO Y p11 SOBRE 

LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA. 

Muchas veces no se tienen las condiciones adecuadas para obtener los mejores 

resultados de un determinado proceso, es por ello que mediante un análisis estadístico 

se puede determinar la importancia de las diferentes variables que pueden influir 

sobre la respuesta de interés. En este estudio se desea conocer si el medio de cultivo, la 

fracción de llenado y el 1)11 ejercen una influencia significativa sobre la producción de 

zeaxantina tanto de manera individual como de manera interactiva para lo cual se 

utilizó un análisis de varianza. Las combinaciones de las tres variables a evaluar se 

presentan en una matriz de diseño (tabla 6.5), la cual nos permite visualizar los niveles 

máximos y mínimos manejados. 
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Tabla 6.5. EFECTO DEL P11, VOLUMEN DE LLENADO Y MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA 

PRODUCCIÓN. 

Condición PH 

P 

Volumen 

(m1) 

V 

Medio 

(A o I» 

M 

Producción 

Carotenoides 

(µg/ml) 

48 h. 

Producción 

Zeaxantina 

04/1110 

48h. 

a) Unidades originales de variables 

6.5 25 A 2.91 1.91 

2 7.2 25 A 3.04 1.21 

3 6.5 25 13 1.95 1.64 

4 7.2 25 13 2.20 1.91 

5 6.5 SO A 2.5 1.55 

*6 7,2 50 A 2.01 0.793 

7 6.5 50 II 2.15 1,14 

8 7.2 50 II 2.32 0.700 

I» Unidades codificadas de variables 

1 1.91 1.91 

2 + 2.086 1.21 

3 + 1.69 1.64 

4 i- 2.38 1.91 

5 + 2.06 1.55 

*6 + + 2.50 0.793 

7 + + 2.15 1.14 

8 + + + 2.32 0.700 

A= Medio PM. 

11=Medio STYF. 

*La condición 6 corresponde al control. 

55 



El análisis de varianza presentado en el anexo 3, permitió conocer que la 

composición del medio de cultivo y la fracción de llenado afecta de manera importante 

la producción de zeaxantina, siendo el medio STYE y la fracción de 0.1 los más 

adecuados. El pH no ejerció ninguna influencia por lo que la producción no se ve 

afectada si se maneja un p11 de 6.2 o uno de 7.2 

La mejor combinación de las tres variables evaluadas (medio, fracción de llenado y 

pH) se seleccionó considerando la mayor producción de zeaxantina obtenida en las 

condiciones presentadas en la tabla 6.5. 

De las condiciones evaluadas la número dos (medio PM, fracción de llenado de 0.1 y 

pH de 7.2) fue la que permitió obtener la mayor producción de carotenoides totales 

(3.04 lig/mi). 

Con respecto a la producción de zeaxantina, un análisis cromatográfico permitió 

visualizar en las condiciones 3 (medio STYE, fracción de llenado 0.1 y p11 de 6.5) y 4 

(medio STYE, fracción de 0.1 y pH de 7.2) poca acumulación de otros carotenoides 

(Fig. 6.13). Sin embargo en la condición cuatro el pll de 7.2 favoreció la síntesis de 

zeaxantina obteniendo una pureza cercana al 100% 
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Figura 6.13. INFLUENCIA DEL MEDIO DE CIJLTIVO, FRACCIÓN DE LLENADO Y pII SOBRE LA 

PRODUCCIÓN DE ZEANANTINA POR navobacterium sp 21588. 1= Medio PM, (1.1, 6.5. 11= Medio 

PM, 0.1, 7,2. III=Medio M'YE, 0,1, 6.5, IV= Medio M'YE, 0.1,7,2. V= Medio PM, 0.2, 6.5. VI= 

Medio PM, 0.2, 7.2. VII= Medio STVE, (1.2, 6.5. VIII= Medio M'YE, 0.2, 7.2. C I = Medio PM, 

0.2,7.2, C2= S'UD:, 0.2, 7.2, ' St. zeasantina. 

Con base en estos resultados y en función de nuestro objetivo de optimizar la 

producción de zeaxantina, las condiciones de partida fueron medio STYE, con un 

volumen de llenado de 25 ml en matraces hafleados de 250 ml , con un pil inicial de 

7.2. 
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6.7. VARIABILIDAD EN LA PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA EN LAS 

CONDICIONES A OPTIMIZAR. 

La finalidad de este experimento fue establecer la variabilidad máxima que se puede 

generar en las condiciones experimentales establecidas hasta ahora, con el fin de 

asegurar que los resultados obtenidos durante el desarrollo del trabajo fueran 

confiables. Se revisó la variabilidad en un mismo experimento y la variabilidad de un 

experimento a otro. 

En el primer caso, se utilizaron 10 corridas en matraces bafleados de 250 ml con 25 

ml de medio STYE con reactivos grado analítico-industrial, (los reactivos analíticos 

más adelante se sustituyeron por reactivos industriales al obtener mejores 

producciones con estos), las 10 repeticiones se sometieron a las mismas condiciones y 

fueron evaluadas en el mismo tiempo, para evitar la influencia de factores ambientales 

o de manipulación que pudieran afectar el comportamiento de la cepa. 

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 1 del anexo 3 donde se muestra la 

variabilidad en la producción de carotenoides totales y zeaxantina a las 48 h de 

fermentación sobre un mismo experimento. La diferencia entre el valor más alto y 

más bajo fue de 1.47 mino' , esta variación estadísticamente representa el 10.90 % del 

promedio, cifra que en la práctica se considera razonable para sistemas biológicos. 

Para analizar la variabilidad de un experimento a otro se llevaron a cabo corridas 

por triplicado en fechas diferentes, preparando el medio de cultivo cada vez. El lote de 

reactivos, los tratamientos y las condiciones utilizadas para cada corrida, fueron los 

mismos. 

Los resultados obtenidos presentados en la tabla 2 del anexo 3 muestran la 

magnitud del intervalo de variación. A partir de los 15 datos de producción obtenidos 

de 5 experimentos realizados por triplicado, se observó un considerable intervalo de 
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variación de un experimento a otro. Con estos resultados se realizó un análisis de 

varianza con un nivel de confianza del 95%. Los resultados mostrados en la tabla 3 

del anexo 3 indican que la variabilidad de la producción en diferentes experimentos es 

mayor a la obtenida en un mismo experimento, siendo altamente significativa. 

El análisis de homogeneidad que se presenta en la tabla 4 del anexo 3, nos muestra 

al comparar los promedios de producción de los diferentes experimentos, que existe 

una diferencia altamente significativa del experimento 4 con respecto a los otros, los 

experimentos 1 y 5 no presentan diferencias significativas entre ellos, al igual que los 

experimentos 2 y 3, pero de manera comparativa estos dos grupos presentan una 

diferencia significativa. Lo anterior nos muestra que la variación entre experimentos 

es mayor a la generada en un mismo experimento. 

6.8. INFLUENCIA DEL TIPO DE REACTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE 

ZEAXANTINA 

Los reactivos usados al inicio del trabajo fueron una mezcla de reactivos grado 

industrial-analítico, lo cual generaba interferencias al no tener un grado de pureza 

uniforme, además como en cualquier optimización, lo que se desea es una mayor 

producción al menor costo posible, se decidió sustituir los reactivos grado analítico 

por reactivos grado industrial, para observar el efecto de la pureza de los mismos 

sobre la producción de zeaxantina. 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.6 y en las figuras 6.14-6.16. Se 

observa que los reactivos grado industrial favorecen tanto la produción de 

carotenoides totales como de zeaxantina, asi corno el crecimiento, obteniendo 

respuestas mayores a las generadas en el medio con la mezcla de reactivos grado 

analítico-industrial. 
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I ll 1111141 	 ( a111)(1011111(1C, 1111411ES 	 fl'éllánililil 

(lo 	 ipg ml) 	 1!'g mi) 

14 ind ' knalit 	14 hitiu.triales 	R. Int) 'Atulit 	14 indusilialv% 

24 3.79 4.32 3.76 	 4.08 

48 3.96 5.62 3.60 	 5,41 

72 3.39 4.31 3.23 	 4.04 

96 3.23 3.51 2.81 	 3.0 

Tabla 6.6. EFECTO DEL TIPO DE REACTIVO (R) SOBRE LA PRODUCCIÓN DE 

ZEAXANTINA. 

El experimento se llevó a cabo en matraces bateados de 250 ml con 25 ml de medio STYE 

durante 96 h. *Glucosa y MgCl2  se manejaron como reactivos grado analítico. 
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Figura 6.14. IMPORTANCIA DEL TIPO DE REACTIVO. 

Cinética de crecimiento de Flavobacteriuni sp 21588 en medio M'YE, 

con un pli inicial de7.2 y una fracción de llenado de 0.1. 

(*) Reactivos grado analítico y (x) Reactivos grado industrial 
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Figura 6.15 a. PRODUCCIÓN VOLUMÉTRICA DE CAROTENOIDES TOTALES Y 

ZEAXANTINA EN MEDIO STYE USANDO REACTIVOS GRADO ANALITICO. 

(*) earotenoides totales y (x) zeaxantina. 
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Figura 6.151). PRODUCCIÓN VOLUMÉTRICA Y ESPECIFICA DE 

ZEAXANTINA EN MEDIO STYE CON REACTIVOS GRADO INDUSTRIAL. 

(*) Producción volumétrica y (x) Producción específica. 
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Figura 6.16. PRODUCCIÓN ESPECIFICA DE CAROTENOIDES 

TOTALES Y ZEAXANTINA EN MEDIO S'FVE USANDO REACTIVOS 

GRADO ANALITICO. 	zeaxantina y (x) carotenoides totales. 

En la figuras 6.17, 6.18, 6.19 y 6.20 se muestran las placas cromatográficas y los 

análisis densitométricos respectivamente de las cinéticas de producción de zeaxantina 

por Flavobacterimm sp 21588 en el medio STVE con reactivos analíticos-industriales y 

con reactivos 100% Industriales, en el primer caso se observó que a las 24 h. de 

fermentación se alcanza el máximo de producción de zeaxantina (3.76 µg/ml), con 

poca acumulación de otros carotenoides, y en el segundo caso se alcanzó el máximo a 

las 48h (6.35 µg/m1), igualmente con poca acumulación de otros carotenoides, pero con 

un incremento considerable en la producción. Algo importante que se observó fue que 

a medida que el tiempo transcurre se incrementa la cantidad de carotenoides totales, 

pero disminuye notablemente el porcentaje de zeaxantina. 
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Figura 6.16. PRODUCCIÓN ESPECÍFICA DE CAROTENOIDES 

TOTALES Y ZEAXANTINA EN MEDIO STYE USANDO REACTIVOS 

GRADO ANALÍTICO. (*) zeaxantina y (x) carotenoides totales. 

En la figuras 6.17, 6.18, 6.19 y 6.20 se muestran las placas cromatográficas y los 

análisis densitométricos respectivamente de las cinéticas de producción de zeaxantina 

por Flavobacterium sp 21588 en el medio STVE con reactivos analíticos-industriales y 

con reactivos 100% industriales, en el primer caso se observó que a las 24 h. de 

fermentación se alcanza el máximo de producción de zeaxantina (3.76 sg/ml), con 

poca acumulación de otros carotenoides, y en el segundo caso se alcanzó el máximo a 

las 48h (6.35 tg/m1), igualmente con poca acumulación de otros carotenoides, pero con 

un incremento considerable en la producción. Algo importante que se observó fue que 

a medida que el tiempo transcurre se incrementa la cantidad de carotenoides totales, 

pero disminuye notablemente el porcentaje de zeaxantina. 
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Figura 6.17. uNtric,k DE PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA POR Flavobacterium sp 21588 EN 

mino srvE USANDO ReAcTivos catA DO ANA Lituo. 
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24h. 48h. 72h. 

Figura 6.18. CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA POR Flavobacierium sp 21588 EN 

MEDIO STYE USANDO REACTIVOS GRADO INDUSTRIAL. 1 = St. zeaxuntina y II = St. p-earoteno. 
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Figura 6,19. ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO. Pigmentos producidos por Flavobactedum sp 

21588 en medio STVE, usando reactivos grado analítico y 72 h de fermentación. 

Figura 6.20, ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO. Cinética de pigmentos producidos por 

Havabacterium sp 21588 en medio srvE, usando reactivos grado i►idustrial. 
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Con lo que respecta al consumo de g!ucosa, amonio y variación del pH inicial, los 

resultados en ambos medios se muestran en las gráficas 6.21-6.23. Se observa que la 

bacteria consume casi el 100% de glucosa a las 48 h, sin importar que los reactivos 

sean grado analítico o industrial. El amonio igualmente se consume en ambos medios 

casi al 100% a las 24h, pero posteriormente el microorganismo comienza a excretado, 

esto posiblemente ocurra como mecanismo de defensa para evitar que el amonio 

intracelular a altas concentraciones afecte el crecimiento celular. El p11 en ambas 

condiciones de un valor inicial de 7.2 tiende a incrementarse, mayormente en el medio 

con reactivos grado industrial, alcanzando valores hasta de 8.93. 
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Figura 6.21. CONSUMO DE GLUCOSA en medio 	Figura 6.22. AMONIO RESIDUAL presente 

STYE. Concentración inicial 2%. 	 durante el crecimiento de Fluvobacterium 

(RA) Reactivos grado analítico y 	 sp 21588 en medio STYE. 

(R1) Reactivos grado industrial. 	 (11A) Reactivos grado analitco y 

(R1) Reactivos grado industrial. 
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Figura 6.23. EFECTO DE LA PUREZA DE LOS DE LOS REACTIVOS SOBRE 

LA VARIACIÓN DEL pll EN EL MEDIO STYE. 

(RA) Reactivos grado analítico y (RI) Reactivos grado industrial. 

6,9. IMPORTANCIA DE LOS NUTRIMENTOS DEL MEDIO A OPTIMIZAR 

SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA 

Como una fase previa a la optimización del medio STYE, se realizó un diseño 

factorial 24 , para determinar que nutrimentos ejercían un efecto significativo sobre la 

producción de zeaxantina, considerando tanto los efectos positivos como los negativos 

y buscando asi poder generar un modelo matemático que pudiera pronosticar 

adecuadamente el efecto de los nutrimentos sobre la producción y con ello prever 

próximos experimentos. 
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Se realizó un experimento por duplicado aplicando el diseño factorial 24  , en el que 

se evaluaron los cuatro ingredientes del medio a optimizar (licor de maíz, MgCI,, 

aceite de maíz y glucosa), todos ellos grado industrial. La matriz de diseño con los 

valores máximos y mínimos de cada nutrimento se muestra en la tabla 6.7. 

Los valores máximos y mínimos de los nutrimentos se establecieron en base a 

estudios previos realizados en el laboratorio. Los decrementos e incrementos fueron 

del 50% para licor, glucosa y MgCl2  y de un 100% para el aceite de maíz, en relación 

a la concentración de los mismos en el medio base a optimizar. 

Por medio del algoritmo de Yates se determinó el efecto de los nutrimentos sobre la 

producción de zeaxantina. Los coeficientes de regresión obtenidos para cada 

nutrimento nos permitieron determinar cuales ejercían realmente una influencia 

significativa sobre la producción y si esa influencia era positiva o negativa. Los 

resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.8, en la cual se observa considerando, 

dos veces el valor de la desviación típica (0.32) (con el fin de tener un 95% de 

confiabilidad de las respuestas), que al comparar esta desviación con los coeficientes 

de los diferentes nutrimentos, únicamente el licor de maíz influyó de manera 

significativa y positiva sobre la producción de zeaxantina. No existió influencia 

importante por parte de los demás nutrimentos y tampoco la hubo por efecto de las 

dobles y triples interacciones de los mismos. 
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Tabla 6.7. DATOS DE UN DISEÑO FACTORIAL 24  PARA DETERMINAR LA IMPORTANCIA 

DE LOS NUTRIENTES A OPTIMIZAR SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA. 

Condición Licor de maiz MgCl2 Glucosa Aceite de maiz Zeaxantina 

(m1) (g) (g) (m1) (µg/m1) 

1 0.8 0.75 1 0 2.27 

2 0.8 0.75 1 0.16 1.81 

3 0.8 0.75 3 0 1.84 

4 0.8 0.75 3 0.16 1.42 

5 0.8 2.25 1 0 1.34 

6 0.8 2.25 1 0.16 1.30 

7 0.8 2.25 3 0 1.38 

8 0.8 2.25 3 0.16 2.29 

9 2.04 0.75 1 O 5.03 

10 2.04 0.75 1 0.16 4.47 

II 2.04 0.75 3 0 3.89 

12 2.04 0.75 3 0.16 4.10 

13 2.04 2,25 1 O 3.96 

14 2.04 2.25 1 0.16 2,94 

15 2,04 2.25 3 0 4.42 

16 2.04 2.25 3 0.16 3.82 

C 1.6 1.5 2 0.08 3.03 
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Tabla 6.8. ALGORITMO DE. YATES 

IMPORTANCIA I)E LOS NUTRIMEN ros A OPTIMIZAR SOBRE 

LA PRODUCCIÓN I)E LEAXANTINA. 

N". Condicion 	Vur inbtes 

5 	III 	( 	1) 

Media 	' 

9.1gani) 

Esti- 

mución 

S. tlpieri leltrili- 	S.eNhandair 

fluaci41n 

( .5 

1 2.27 2.89 ±0.095 Media 0.14 6 

2 - 	- 1.81 -0.124 ±0.I 9 10 ti 0.037 2 

3 - 	- 1.84 0.003 ±0.19 I 0 e 0.21 11 

4 • + 	+ 1.43 0.135 ±0.1910 cd 0.05 3 

5 1.84 -0.211 ±0.1910 b 0.21 11 

6 - 	+ 	- 1.30 0.028 10.1910 bd 0.08 4.5 

7 - 	1. 	+ 	- 1.89 0.293 10.1910 be 0.06 5 

8 - 	+ 	1 	1-  2.29 0.034 10.1910 bed 0.084 4.5 

9 + 	- 	- 	- 5.03 1.18 ±0.1910 a 0.31 11 

10 4- 	- 	- 4.47 -0.122 +0.1910 ad 0.42 8 

I I - 	, 	- 3.89 -0.024 +0, I 91 0 ac 0.26 6 

I2 - 	-4 4.60 0.013 +0.1910 acd 0.38 10 

13 I 	+ 	- 3.96 -0.083 1-0.1910 ab 0.17 4 

14 4 	f. 	- 2.44 0.189 ±0.19111 

10.1910 

abd 0.17 

15 + 	+ 	1 	• 4.42 0.062 abc 0.54 12 

16 4- 	I 	1 	+ 3.81 -0.071 10.1910 abed 0.77 20 

C 3.03 0,29 10 
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Considerando lo anterior, el modelo n'atemático que pronosticó el efecto de los 

nutrimentos sobre la producción de zeaxantina fue el siguiente: 

L= y 2.893 + I.184A 

Donde: 

y= Concentración de zeaxantina esperada. 

2.893 = Error aleatorizado e independiente. 

1.184A = Coeficiente de regresión del licor de maíz. 

El modelo matemático nos dice que la concentración de zeaxantina es linealmente 

dependiente de la concentración del licor de maíz, el signo positivo del coeficiente nos 

dice que el licor debe incrementarse aproximadamente en 1.184 unidades para 

obtener una mayor producción del pigmento de interés. El análisis pronosticado nos 

permitió usar posteriormente el método de llox-Wilson para encontrar la 

concentración mínima necesaria de los nutrimentos no significativos que permitiera la 

mejor producción del pigmento, para posteriormente mantener dichas 

concentraciones constantes y buscar por último la concentración óptima de licor de 

maíz que resultara en la mayor producción de zeaxantina. 

También se aplicó el algoritmo de Yates al revés, para comprobar que efectivamente 

el modelo obtenido, pronosticaba adecuadamente el efecto de los nutrimentos sobre la 

respuesta, lo cual se corroboró al obtener residuos cercanos a cero. 

En virtud de que el MgCl2, el aceite de maíz y la glucosa no ejercieron un efecto 

significativo sobre la producción de zeaxantina, con un nivel de confianza del 95%, 

sus concentraciones mínimas necesarias se determinaron por medio del método de 

liox-Wilson. 

72 



El método de Box-Wilson nos permitió determinar la mejor concentración de los 

nutrimentos que no ejercieron un efecto importante sobre la producción ( MgC12, 

glucosa y aceite de maíz) para posteriormente mantenerlos constantes y variar 

únicamente el licor de maíz hasta encontrar la concentración óptima del mismo que 

generó la máxima producción de zeaxantina, además nos indicó en cuantas unidades 

aumentar o disminuir los nutrimentos poco significativos, los valores se muestran en 

la tabla 6.9. 

Tabla 6.9. VARIACIÓN DE LOS NUTRIMENTOS POCO SIGNIFICATIVOS. 

ied 111 Hale 
	 k 	 u 	 C 

	
I) 

 

1 nur de mal' 	Mg( 1. 	Cilueo.a 	At'ille de 111.10 

     

I.6 
	

1.5 
	

0.08 

Unidades de 	 -0.167 
	

+ 0.0032 	-0.010 

Variación 

Considerando las unidades de variación de cada nutrimento, el licor de maíz deberá 

incrementarse a razón de +1 unidad a partir del medio base original, el MgC12  deberá 

disminuirse en 0.167 unidades, glucosa incrementarse en 0.0032 y aceite de maíz 

bajarse en 0.010 unidades. Tomando como medio de partida el medio STYE, se 

realizaron corridas por triplicado para evaluar los 8 nuevos medios, los cuales se 

muestran en la tabla 6.10. 
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Tabla 6.10. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN 1W LOS NUTRIMENTOS SOBRE LA 

PRODUCCIÓN DF. ZEAXANTINA. 

( uudíc,ou 

A 

Nutrimenio 

13 	 (. 1) 

2.6 1.33 	 2.003 0.07 

2 3.6 1.166 	 2.006 0.06 

3 4.6 0.999 	 2.009 0.05 

4 5.6 0.832 	 x3.012 0.04 

5 6.6 0.665 	 2.015 0.03 

6 7.6 0.498 	 2.018 0.02 

7 8.6 0.331 	 -2.021 0.01 

8 9.6 

1.6 

0.164 	 2.024 

1.5 	 2 _ 

0 

0.08 C 

Se realizó la cuantificación tanto de zcaxantina como de carotenoides totales, los 

resultados obtenidos se muestran en las figuras de la 6.24-a la 6.26. Se observa que la 

condición 3 es la que permite obtener la mayor producción y crecimiento de la 

flavobacteria, con valores de 9.657 pg/ml de carotenoides totales y 6.45 lig/mi de 

zeaxantina. . 
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CONDICIONES 

Figura 6.24. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE 1.0S NUTRIMENTOS SOBRE 

EL. CRECIMIENTO DE Havohaderium sp 21588. 

(La concentración de los nutrimentos se modifico en el siguiente orden: 

% licor de maíz, % MgC12, % glucosa y % aceite de maíz). 

Condiciones. 

1= 2.6, 1.33, 2,003, 0.07, 

2= 3.6,1.166, 2.006, 0.06. 

3= 4.6, 0.099, 2,009, 0.05. 

4= 5.6, 0.832, 2.012, 0.04, 

5= 6.6, 0.665, 2.015,0.03. 

6= 7.6, 0.498, 2.018, 0.02. 

7= 8,6,0.331, 2.021, 0.01. 

8= 9.6, 0.164, 2.024, 0.0. 

Control= 1.6, 1.5, 2.0, 0.8. 
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TOP° (h). 

Figura 6.25a. Efecto de la concentración de los 	Figura 6.25b. Efecto de la concentración de los 

nutrimentos en la producción volumétrica 	nutrimentos en la produción volumétrica de 

de zeaxantina 	 carotenoides totales. 

Condiciones: 

(variación de licor, MgCl2, glucosa y aceite respectivamente) 

1= 2.6,1.33, 2.003, 0.07. 

2= 3,8, 1.66, 2.066, 0.06. 

3= 4,6, 0.999, 2.009, 0.05. 

4= 5.6, 0.832, 2,012, 0.04. 

5= 6.6,0.665, 2.015,0.03. 

6= 7.6, 0.498, 2.018,0.02. 

7= 8.6, 0.331,2.021, 0.01. 

8=9.6, 0.164, 2.024, 0.0. 

9(Control)=1.6, 1.5, 2, 0.08. 

76 



2.5 

         

      

       

       

0.5 

       

0' 

       

       

        

1 
	

3 4 5 6 7 

CONDICIONES 

Figura 6.26. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE LOS NUTRIMENTOS EN LA PRODUCCIÓN 

ESPECIFICA DE PIGMENTOS. ( ) Carotenoides totales y ( X ) Zexantina. 

Con respecto al consumo de glucosa y amonio gráficas 6.27 y 6.28, el azúcar se 

consume casi en un 100% hasta la condición 5, pero apartir de la condición 6 con una 

concentración del 2.018%, el consumo disminuyó considerablemente, esto 

posiblemente por el decremento del MgC12  (0.498%) o por el incremento del licor 

(7.6%), que afectaron el crecimiento y con ello la producción del pigmento. 

El licor de maíz se consumió de manera importante hasta concentraciones de 0.046 

&II, posteriormente su consumo por la fiavobacteria disminuyó acumulándose como 

amoldo residual. 
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CONDICIONES 

Figura 6.27. 
CONSUMO DE GLUCOSA VARIANDO LA CONCENTRACIÓN DE NUTRIMENTOS 

POR Flawhaderium sp 21588. Tiempo de fermentación 48 h. 

Condiciones: 

(variación de licor, MgCl2, glucosa y aceite respectivamente) 

1= 

2= 

3= 

2.6, 

3.8, 

4.6, 

1.33, 

1.66, 

0.999, 

2.003, 0,07. 

2.066, 0,06. 

2.009,0.05. 

4= 5.6, 0.832, 2.012, 0.04. 

5= 6.6, 0.665, 2.015, 0.03. 

6= 7.6, 0.498, 2.018, 0.1)2. 

7= 8.6, 0.331,2.021, °MI. 

8=9.6, 0.164, 2.024, 0.0. 

Control=1.6, 1.5, 2, 0.08. 
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CONDICIONES 

Figura 6.28, AMONIO RESIDUAL PRESENTE AL VARIAR LA CONCENTRACIÓN DE LOS 

NuTRINIENTOS 

POR Flavobacterium sp 21588. Tiempo de fermentación 48 h. 

Condiciones: 

(variación de licor, MgCl2, glucosa y aceite respectivamente) 

1= 

2= 

2.6,1.33, 

3.8,1.66, 

2.003, 0.07. 

2.066,0.06. 

3= 4.6, 0,999, 2,009, 0.05. 

4= 5.6, 0,832, 2.012, 0.04. 

5= 6.6,16665, 2.015, 0.03. 

6= 7,6,0,498, 2.018, 0.02. 

7= 8.6, 0.331,2.021, 0.01. 

8=9.6, 0.164, 2,024, 0.0, 

Control=1.6, 1.5, 2, 0.08. 
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En la figura 6.29 se muestra el efecto de la concentración de los nutrimentos sobre la 

acumulación de los pigmentos sintetizados por Flarobacterium sp 21588. Se observa 

que a mayor concentración de licor de maíz se acumuló mayor cantidad de 13-

caroteno, disminuyendo el porcentaje de zeaxantina. El decremento de la 

concentración del MgC12  afectó el crecimiento y con ello la producción (manchas VII y 

VIII). La glucosa y el aceite no parecen haber afectado la síntesis de zeaxantina, 

posiblemente por que sus concentraciones no se modificaron marcadamente. El 

control no presentó acumulación de p-caroteno, pero la concentración de zeasantina 

fue menor a la de las condiciones 1-V1. 

" 

I JI 	EZ 	 171 y1I YIII C 

Figura 6.29. Encro DE LA CONCENTRACIÓN DE LOS NUTRIMENTOS EN LA SÍNTESIS DE 

ZEANANTINA POR Harobacterium sp 21588, Condiciones e 1 = 2.6, 1.33, 2.003, 0.07. II = 3.6, 

1.16, 2.0116,11.06. 111 = 4.6, 0.999, 2.009, 0.05. IV = 5.6, 0.832, 2.012, 0.04. V = 6,6, 0.665, 2.012, 

0.04, VI = 7,6, 0.498, 2.018, 0.02. VII 	8.6, 0.331, 2.021, 0.01. VIII = 9,6, 0.164, 1024,0, 

Control = 1.6, 1.5, 2, 0.08. * St. zeaxantina. ( Variación del licor de maíz, MgC12, glucosa y 

aceite respectiva men te). 
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6.10. OPTIMIZACION FINAL 

Por el método de Box-Wilson, las concentraciones mínimas necesarias del MgC12, 

glucosa y aceite fueron: 1.166, 2.006 y 0.06 respectivamente, las cuales se mantuvieron 

constantes durante la búsqueda de la concentración óptima de licor de maíz. 

Se realizó un experimento por triplicado en el que se evaluó el efecto de 10 diferentes 

concentraciones de licor de maíz sobre la producción de carotcnoides totales y 

zeaxantina (tabla 6.11) Los incrementos se establecieron por criterio propio, 

considerando no tener intervalos de variación muy amplios que pudieran enmascarar 

los resultados, por lo que se estableció un incremento acumulado de 0.4 unidades. 

Tabla 6.11. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DEL LICOR 1W MAÍZ SOBRE LA 

PRODUCCIÓN DE CAROTENOIDES TOTALES Y ZEAXANTINA 

N. 	 % hi tid n'Ileon) 

'ondición 	Licor de mal/. 	MgCI, 	Glucosa Aceite de mal/ 

( :un 1'. 

INgimp 

Lea xantina 

(It g/ ni I) 	, 

2.8 166 	 2.006 0.06 8.22 6.10 

T 0.06 8.46 7.52 

2 3.2 166 	 2.006 

3.6 .166 2.006 0.06 9.10 6.12 

3 
0.06 10.07 6.61 

4 4.0 .166 2.000 

0.06 9.30 6.62 
2.006 

5 4.4 .166 

(1.06 9.73 5.40 
.166 2.006 

6 4.8 
0.06 10.34 5.80 

7 5.2 .166 2.006 

.166 2.000 0.006 11.99 5.88 

8 5.6 
0.06 7.76 5.78 

2.000 9 6.0 .160 

.160 	 2.000 0.06 7.47 5.73 

10 6.4 
0.08 5.16 5.03 

1.6 1.5 
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Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 6.311 y 6.31, de las mediciones 

evaluadas la condidón 2 con 3.2 % de licor fue la que pensil» obtener la mayor 

producción de zeasantina (1.52 pginel), pero no asó de contenida; Millo ya que estos 

se incrementaron proporcionalmente con respecto a la cotweneraeilm del licor, 

Seguido a valores de 1 l.99 µg/ad, con una concentración de liar de 5.4%. Una mayor 

concentración del entrimento causó un efecto negativo ea el aseilmiasta y por lo tanto 

rana disminución de la producción del pigmento. Se comprobó que dectivanseate el 

licor ea altas concentraciones permitió que la bacteria sintetizara preferentemente p-

e:brotes* por encima de ~matiza. 
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C 24 26 32 30 40 C 24 ZO 3.2 30 40 44 11 62 66 60 6.4 

% licor de maíz 	 % icor de Mei z 

44 48 52 50 130 64 

Figura 6.30. Efecto de la concentración del 	Figura 6.31. Efecto de la concentración 

licor de maíz sobre la producción vol. 	del licor de maíz sobre la producción vol. 

de carotenoídes totales. ( Control 1.6 % ). 	de zexantina. 
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La figura 6.32, muestra el análisis cromatográfico del efecto de la concentración del 

licor de maíz sobre la producción de zeaxantina. Se observa que el incremento de este 

nutrimento favoreció la síntesis de zeaxantina, pero también la de otros carotenoides, 

los cuales se incrementaron de manera proporcional a la concentración del licor de 

maíz. La mancha de zeaxantina de la condición 2, efectivamente fue la que se observó 

más intensa de las condiciones evaluadas. El control con 1.6% de licor además de 

presentar acumulación de otros carotenoidcs, resultó con una mancha de zeaxantina 

menos intensa a la generada en las otras condiciones. 

el/ 	•10 	%Te», low 

$ 

e 	• 	I • 	• 
tb • * o 4 
	

s 

- 4;1 o 	O - 0 ----1-- ,} 	• 

I 	II III 	IV V 	e 	VI VII VIII I X X 

Figura 6.32, EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DEL. LICOR DE MAÍZ SOBRE LA PRODUCCIÓN DF. 

ZEAXANTINA. Concentraciones (u/o) : 1= 2.8; II = 3.2; 111= 3.6; IV = 4.0; V = 4.4; VI = 4.8; VII 

= 5.2; VIII = 5.6; IX = 6.0 y 10= 6.4. C = Control + st, interno de zeaxantina, * St zeaxantina; 

4 = St. 11-earoteno. 
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ti.tt 	1..1.,i, ít it .111111.1 	,fittl 

Licor de maíz 

MgCl2  

Glucosa 

Aceite de maíz 

2.006 

0.006 

5.88 11.99 

5.6 3.2 

7.52 

La optimizacióa final permitió obtener una concentración de zeasaatiaa de 7.52 

ligind, con una concentración de licor de maíz de 3.2% y con respecto a carotenoides 

totales, la mizinta concentración akazada fue de 11.99 µg/ml, cola una concentración 

de licor de 5.6%. El medio optimizado quedo con la composición y concentración de 

"miriade§ mostrado en la tabla 6.12. La concentración de maíz se optimizó tanto para 

carotenoides totales como para zealantina, siendo de 5.6 py/nd y de 3.2 µVial 

respectivas:trate. 

Tabla 6.12. MEDIO OPTIMIZADO PARA LA PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA. 

La fermentación se llevó acabo en matraces !maneados de 250 ml con 25 ml de medio de 

cultivo durante 48 h a 29 "C y 180 rpm. 
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\ I I l)li) I > \1 

1.6 Licor de maíz 

MgCl2  1.5 

Glucosa 2.0 

Ext. Levadura 1.8 

Triptona 0.8 

Aceite de maíz 0.08 

VII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El medio modificado por Díaz que nos permitió iniciar los estudios de optimización 

sufrió modificaciones tanto en composición como en la concentración de los 

autrimentos, las cuales se muestran en las siguientes tablas. 

A) MEDIO ORIGINAL. 

La optimización se inició con el medio modificado por Diaz de la Patente de Nestlé 

en el que se evaluaron tres fracciones de llenado 0.4,0.2 y 0.1 y dos pll's 6.5 y 7.2, 

obteniendo producciones de 0.925, 3.66 y 6.28 µg/ml de carotenoides totales 

respectivamente en cada fracción de llenado. El valor del p11 no afecto la producción 

por lo que se decidió usar el p11 de7.2.el cual ;I, manejó en experimentos previos. La 

pureza de los reactivos de este medio fue una mezcla de grado analítico-industrial. 
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1.6 

1.5 

2.0 

0.08 

Licor de maíz 

MgCl2 

Glucosa 

Aceite de maíz 

Licor de maíz 

r5,11' 	T I A10 1 

•Aceite de maíz. 

•MgCIz  

I uc osa 

3.6 

1.166 

2.006 

0.06 

9) MEDIO SIN TRIPTONA/EXT. DE LEVADURA. 

Posteriormente se eliminó el extracto de levadura y la triptona, ya que favorecían la 

acumulación de 13-caroteno por encima de zeaxantina, obteniéndose producciones de 

1.65, 3.50 y 3.90 ng/m1 de carotenoides totales, en fracciones de llenado de 0.4,0.2 y 0.1 

respectivamente. El 90% de los carotenoides correspondieron a zeaxantina. La pureza 

de los reactivos fue una mezcla de reactivos analíticos-industriales. Posteriormente se 

evaluó la producción con reactivos 100% industrial obteniéndo producciones de 5.025 

pg/ml con fracciones de llenado de 0.1. Considerando lo anterior las mejores 

producciones se logran obtener cuando se usan reactivos 100 % grado industrial, un 

p11 de 7.2 y una fracción de llenado de 0.1. 

C) CONCENTRACIÓN DE LOS NUTRIMENTOS I'OCO SIGNIFICATIVOS. 

Lo siguiente fue determinar la concentración mínima necesaria de lo nutrimentos no 

significativos para la producción de zeaxantina (*), utilizando el método de Box-

Wilson, obteniendo producciones de 9.657 pg/m1 de carotenoides totales y 6.449 µg/ml 

de zeaxantina. 
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‘II DIO 01'1 VII() Ft1,A1 

Licor de maíz 3.2 

MgCl2  1.166 

Glucosa 2.006 

Aceite de maíz 0.06 

D) OPTIMIZACIÓN FINAL. 

Por último se evaluarón diferentes concentraciones de licor de maíz, encontrando 

que 3.2% fue la concentración óptima para obtener la máxima producción de 

zeaxantina (7.5211g/m1) y una producción de carotenoides totales de 8.46 	Con 

respecto a carotenoides totales la concentración óptima de licor fue de 5.6% 

obteniendo producciones de 11.99 	Las condiciones de fermentación fuerón 48 

h, 29°C a 180rpm, en matraces Erlenmeyer batleados de 250 ml con una fracción de 

llenado de 0.1 y un pll de 7.2. 

Comparando las producciones reportadas en estudios previos de carotenoides totales 

(3.2 µ/m1) y de zeaxantina (1.8 1.1/m1) con las obtenidas después de la optimización 7.52 

µMil de zeaxantina y 11.99 p/m1 de carotenoides totales, se observa que gracias a la 

optimización las producciones de ambos pigmentos lograron cuadruplicarse, por lo 

que este estudio resultó ser de gran valor al incrementarse más del doble la 

producción inicial. 

En cuanto a costos de producción en el medio optimizado se eliminaron dos 

nutrimentos presentes en el medio original (extracto de levadura y triptona) 

reduciendo de esta manera costos de producción, además su ausencia permitió 

obtener zeaxantina en mayor proporción que la de otros carotenoides. 
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VIII. CONCLUSIONES,  

* No todas las flavobacterias probadas son capaces de producir zeaxantina. 

* 1)e las cuatro fiavobacterias evaluadas, Flavolmelerium sp 21588, resultó ser la 

mejor cepa productora de zeaxantina. 

* La composición del medio de cultivo afecto de manera significativa la concentración 

de zeaxantina con respecto a la de otros carotenoides. 

* El extracto de levadura y la triptona favorecen la síntesis de I3-caroteno por encima 

de zeaxantina. 

* El medio patente sin triptona y extracto de levadura denominado medio STYE, 

favorece la síntesis de zeaxantina, con poca acumulación de fi-caroteno. 

* La fracción de llenado afecta de manera importante la oxigenación del sistema y con 

ello la capacidad de síntesis de zeaxantina por la flavobacteria, siendo 0.1 la mejor 

opción en el medio STYE, permitiendo un incremento importante en la producción de 

dicho pigmento, con poca acumulación de otros carotenoides. 

* El licor de maíz resultó ser el único nutrimento que efecta de manera significativa la 

producción, (p< .05) 

* Las mejores condiciones para el inóculo resultaron ser el medio YTN, con 24 h de 

crecimiento y un concentración del 5%, con respecto al volumen final del medio. 

* La variabilidad dentro de un mismo experimento resultó ser menor a la de 

diferentes experimentos, siendo los resultados confiables al tener un coeficiente de 

variación menor al 25% permitido para sistemas biológicos. 
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* El p11 no influye de manera importante sobre la síntesis de zeaxantina, 

manteniéndose entre 7-9 durante la fermentación. 

* La concentración mínima necesaria de los nutrimentos poco significativos en la 

producción se determinó por el método de Box-Wilson, tomando los siguientes 

valores: glucosa 2.006, MgCl2  1.166 y aceite de maíz 0.06. 

* El licor de maíz a altas concentraciones favorece la síntesis de p-caroteno, pero no 

así la de zeaxantina. por lo que una concentración de 3.2 % resultó ser la óptima para 

obtener producciones de 7.52 µg/ml de zeaxantina y 8.46 1.1g/m1 de carotenoides 

totales. Una Concentración de 5.6% de licor resultó ser la óptima para la producción 

de carotenoides totales (11.99 µg/ml). 

* El medio optimizado mostró la siguiente formulación: Licor de maíz 3.2%, glucosa 

2.006%, MgCl2  1.166% y aceite de maíz 0.06%. Las condiciones de fermentación 

fuerón 48 h, a 29°C y 180 rpm, en matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml con una 

fracción de llenado de 0.1 y un pH de 7.2. 
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X. APENDICES., 

APENDICE 1, 

Colorantes usados en la industria de alimentos y sus especificaciones. 

Colorantes Alimenticios Naturales, 

*Descripción: Los colorantes naturales, generalmente se obtienen de fuentes 
vegetales, ejemplos de ellos son, la paprika, annato y curcuma. Los colorantes se 
procesan con diferentes vehículos inertes para presentarlos como acuarresinas, 
oleorresinas y en polvo. 

*Propiedades: Se aplican en concentraciones de 0.1 a 2% de pendiendo de la 
tonalidad, del color deseado en el alimento. El nonato puede remplazar al color 
amarillo N" 6. FD & C (Food Drug and Cosmetie) o mezclas del color N" 5 y N" 6 (FD 
& C). La curcuma puede remplazar al color amarillo N" 5 (FD & C). La paprika 
produce un color rojo-naranja cuya tonalidad depende de la concentración del 
pigmento usado en el alimento, 

*Aplicaciones: En quesos, mantequilla, botanas, bebidas, cereales, helados, dulces, 
productos horneados, aderezos, sopas, margarinas, productos para repostrería, carnes 
procesadas, salsa, etc. 

*Especificaciones: Se usa en forma líquida o en polvo y se ajustan de acuerdo al 
pigmento activo del color como 'Yo de bixina en nonato, % de curcumin en cúrcuma y 
unidades internacionales de color en paprika. Los colorantes naturales son inócuos a 
la salud (Amer. Spice Trode Assoc.) 

Colorantes Alimenticios Sintéticos, 

*Descripción: Son fabricados apartir de diversos productos químicos para obtener 
colores grado F & C (Final Drug and Cosmetic) es decir, aprobados para uso en 
alimentos como: amarillo N" 5 y N" 6, azul N" I y N" 2 y rojo N"3, N" 5 y N" 40. E stos 
colorantes llamados primarios se pueden mezclar para obtener una variedad de 
colores llamados secundarios. A partir de los colorantes se derivan las lacas de 
concentración simple y doble. Los colorantes se manejan en diferentes formas. 

*Propiedades: Los colorantes sintéticos se usan en concentraciones menores a 
0.03%. Son materias primas estables que no imparten olor o sabor ajenos al producto. 
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Son compuestos que no deben reaccionar con el producto o los envases, son fáciles de 
aplicar y económicos. 

*Especificaciones: Los colorantes primarios, deben tener un mínimo de 85% de 

concentración del color, las lacas de concentración simple desde un 12% (azúl laca N" 
1) al 27% (amarillo laca N° 5) y las lacas dobles de concentración desde un 36% a un 
40% (azól laca doble y rojo laca doble cone. N" 3 y N" 40). Su uso esta controlado por 
la FDA (Food and Drug Administration) y la Secretaría de Salud. 

( ..1 	1.11va, 	.(aas atoes 1.1)&C (n'ad Drag and ( imai tic) 

IIIM1111 	 1 Ileil 

S1111111e COM' 	 1:11114:. 

Pureza % 	 85-93 	 12-27 	 36-41  
Aplicación % 	0.01-0.03 	0.2-03 	 0.1-0.2 
Solubilidad agua, glicerina, propilenglieol insolubles en la mayoría de solv. 

Aplicaciones: 

1 111.) Oh' 1111111000 ( elitIrn KIM kil ith 1 M'II 1 

Chicle o goma para mascar Mezcla con lacas Adecuado 
Bebidas carbonatadas Adecuado No se recomienda 
Dulces (tabletas) comprimidas Previa granulación Muy adecuado 
Aceites hidrogenados No se recomienda Adecuado 
Dulces "macizos" /Adecuado No se recomienda 
Debida en polvo __/Adecuado Previo encapsulado 
Gelatinas Muy adecuado 	 ----INo se recomienda 
Conntados Previa disolución en glicerina Muy adecuados 
Relleno para galletas y pasteles Adecuado Muy adecuado 
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APENDICE 2. 

ANALISIS PROXIMAL DEL LICOR DE NIAIZ. 

1) ANALISIS GENERAL 

96 

Arancia 
liase comercial 

Agua, 	 45-55 	 47-49 
Nitrógeno total 	 2.7-4.7 	 5.5-8,0 
(Kjeldahl) 	 (base seca) 
Nitrógeno amino 	 1.0-1.8 
Nitrógeno volátil 	 0.15-0.40 
Azucares 	 0.1-11.0 	 II max. 
Reductores directos. 	 (base seca) 
Acido láctico 	 5-15 	 16-26 

(base seca) 
Cenizas 	 9-11) 	 12-15 

(base seca) 
Acidas volátiles (como 	0.1-0.3 
acético) 
Dioxido de azufre 	 0.01-0.015 

II) COMPOSICION DE LAS CENIZAS. 

% base seca. 

Calcio 	 0.5-1.5 

Cobre 	 0.0-0.001 

Fierro 	 11.01-0.05 

Manganeso 	 0.004 

Magnesio 	 11.5-1.1) 

Fósforo 	 2.11.3.11 

Potasio 	 1.11-2.0 

Azufre 	 0.34 

Zinc 	 0.005 



II1) MICROMOLOCIA: Colonias/mi. 

Bacterias earóbicas. 	 30,000.1,000,000 
Bacterias anaerobias 	 5,000-20,000 
Bacterias microaerofilicas 	 10,000,000.10,000,000,000 
Levaduras 	 10-1,000,000 

IV) NITROCENO TOTAL Y SU DISTRIBUCION 

I.- Nitrógeno total : 7.3 g/I00 gr de sólidos. 

2.- Distribución en "A) del nitrógeno total. 

SOLUBLE 	 89.1 	INSOLUBLE. 
Amino ácidos libres 	 36.9 	Proteína 

	 10.9 
Amoniaco libre 	 6.1 	No identificados 

	
I.0 

38.3 
Nitrógeno cuaternario 	 1.0 
Heterociclicos 
No identificados 
	

4.7 

V. DISTRIBUCION DE AMINOACIDOS: ing nitrógeno/100 g. 

Alanina 579 
•Lcucina 384 
Prolina 506 
Ornitina 224 
*Lisina 363 
•Arginina 489 
Acido p•  animo batirle° 174 
Asparagina - 
*Valina 290 
Serien►  263 
*Glicina 433 
*Fenilalanina 129 
•Isolcucina 151 
*Trconina 197 
•Metionina 94 
Acido giutánuco 515 
"Ilistidina 348 
Acido aspa ri ico 245 
Eianotamina 8 
Tirosina 47 
(Islilla 125 
Aminoácidos esenciales. 
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VI) VITAMINAS: mg/100 g de sólidos. 

Tiamina 0.6 
Ribollavina 1.2 
Niacina 16.3 
Piridoxina 1.8 
Acido pantoténica 3.0 
Acido fólico 0.3 - 
Biotina 0.04 

Datos proporcionados por Arancia S.A de C.V. (06/16/94). 
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APENDICE 3. 

ANALISIS ESTADISTICO. 

La investigación científica es un proceso de aprendizaje dirigido. El objeto de los 

métodos estadísticos es hacer que ese proceso sea lo más eficiente posible. El diseño de 

experimentos nos permite conocer las zonas obscuras que tenemos con el conocimiento 

actual del problema y cuya iluminación consideramos un avance importante. 

Para un investigador es posible realizar una investigación sin estadística, sin 

embargo es mucho mejor el científico que utiliza métodos estadísticos. Aun cuando los 

datos no sufran ninguna perturbación causada por un control incompleto del entorno 

del experimento o por errores de medida, La inducción de la realidad propia de 

sistemas complejos es muy difícil. La existencia de errores experimentales hace la 

tarea aún más difícil. En estas circustancias se aprovecha mejor la inteligencia y el 

conocimiento del tema del investigador cuando tiene herramientas estadísticas a su 

disposición. 

Los experimentos se pueden realizar seetiencialmente, de modo que la información 

obtenida en un grupo de experimentos pueda ser utilizada directamente en la elección 

de los siguientes, obteniendo resultados congruentes, sin dejar de evaluar zonas 

importantes del sistema a evaluar. 

Los diseños factoriales facilitan el descubrimiento de similitudes y simplificaciones 

entre variables y así ayudan en el proceso de construcción de modelos. Estos diseños 

también proporcionan estimaciones con el mínimo de contaminación por error 

experimental posible, de los "efectos" de los cambios. Con el diseño el 

comportamiento de cada variable a distintos niveles de otras variables puede ser 

inmediatamente apreciado, facilitando la elección de un modelo. Por el contrario en 

un ordenamiento al azar, es muy dificil o imposible hacer las comparaciones de un 

►nodelo. 



Para realizar un diseño factorial general, el investigador selecciona un número fijo 

de "niveles" para cada una de un conjunto de variables (factores) y luego hace 

experimentos con todas las combinaciones posibles. Si hay 11 niveles para la primera 

variable, 12 para la 2'1,—, y lk para la k-ésima, el conjunto de todas las II x 12 x ..x lk 

condiciones experimentales se llama diseño factorial II x 12 x ..x lk. Por ejemplo un 

diseño factorial 2 x 3 x 5 comprende 39 experimentos elementales. 

Es posible evaluar un factor cada vez, obteniendo una estimación del efecto de una 

única variable a condiciones seleccionadas y fijas de las demás. 

*Importancia: 

1.- Requieren relativamente pocos experimentos elementales por cada factor y pueden 

indicar tendencias y con ello determinar una dirección prometedora para futuros 

experimentos. 

2.- La interpretación de las observaciones producidas por estos diseños se puede 

realizar en gran parte a base de sentido común y aritmética elemental. 

Desviación típica. Es la variación entre las observaciones asociadas, nos permite 

conocer que variables de un determinado experimento son significativamente 

importantes sobre la respuesta. 

Algoritmo de Yates. Es un método que nos permite calcular de manera rápida los 

efectos de las variables sobre la respuesta de interés, se puede utilizar para un diseño 

factorial 2k replicado. Se aplica una vez que las observaciones se han ordenado al azar 

en orden estándar. Un diseño factorial está en orden estándar cuando, la 1' columna 

de la matriz de diseño consta de signos menos y mases alternados; la 2", es de parejas 

de signos alternados; la 3', de cuatro signos menos seguidos de cuatro signos más y así 

sucesivamente. La matriz del diseño da las condiciones experimentales en orden 

estando.. 
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El análisis estadístico de los diferentes tratamientos se realizó mediante la aplicación 

de diseños factoriales completos a dos niveles, usando el algoritmo de Yates y el 

método de 13ox-Wilson. El análisis de varianza, sirvió para simplificar cálculos y 

generar un estudio más completo, lo cual permitió conocer que variables 

fisicoquímicas y nutrientes afectaban de manera significativa la producción de 

zeaxantina. 

En un diseño factorial completo se toman en cuenta todas aquellas variables que se 

cree afectan la producción de manera positiva ó de manera negativa. Se elaboran 

matrices 2n donde n es el número de variables a evaluar, al realizar el análisis se 

conoce que variables son las más importantes en la respuesta y para el siguiente 

experimento nos indica que tanto aumentar o disminuir dichos parámetros en el 

medio base. 

Cada condición evaluada se realizó por triplicado para reducir errores de 

variabilidad. Se estableció un coeficiente de variación de 25% como límite máximo 

por tratarse de sistemas biológicos y poder considerar reproducibilidad entre los 

resultados. 

101 



ANÁLISIS DE VARIANZA DEL EFECTO DEL pH, VOLUMEN DE LLENADO 
Y MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA POR 
Flavobacterlum sp 21588. 

Se realizó un estudio de optimización de las condiciones necesarias para la 

producción de zeazantina en dos medio de cultivo (PM Y STYE), con dos valores de 

pH (6.3 y 7.2) y dos fracciones de llenado (0.1 y 0.2). Cada análisis se realizó por 

triplicado. 
. 	_ 
.NATA LIST FIXEO /V1 1 V2 3 V3 5 V477 V5 
F•ORMATS V5 (F4.21. 
ZEGIN DATA. 

2'4 cases are wr•itten tu the uncomoressed active Fila. 

ilis proceduie waa comoleted al. 0:27:01 
OLIPLAY. 

Pagó 	2 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacter•ium so 

91 	 * No label * 
V2 	 * No label * 
V3 	 * No label * 
V4 	 * No label * 
V5 	 * No label * 

LIST. 

Pase 	3 	ANALISIS ESTADISTICO DE CPTIMIZACIOII DE CONDICIONES 	 1/1/80 
,iCD0CCION DE ZAEXANTINA POR Flavobactevium sp 

\I V2 V3 V4 	V5 

1 I 1 1 2.46 
1 1 1 2 3.09 
I 1 1 3 2.95 
1 1 2 1 3.57 
1 1 2 2 3.05 
1 1 2 3 3.36 
I 2 1 1 2.14 
1 2 1 2 2.05 
1 2 1 3 1.92 
1 2 2 1 1.67 
1 2 2 2 1.65 
1 2 2 3 1.84 
2 1 1 1 1.75 
2 1 1 2 1.56 
2 1 1 3 1.70 
2 1 2 1 1.31 
2 1 2 2 1.34 
2 1 2 3 1.36 

9 	1 	1 	.7A 
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VI V2 V3 V4 	VS 

2 	2 1 2 .98 
2 	2 1 3 1.26 
2 	2 2 1 1.04 
2 	2 2 2 1.62 
2 	2 2 3 1.06 

Number of cases raed = 24 	Number of cases listad . 	24 

Page 	5 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium so 

This procadure was completad at 0:27:17 
VARIABLE LABELS VI 'MEDIOS' 

V2 'VOLUMEN GEL INOCULO' 
V3 'PH' 
V4 'REPETICIONES' 
VS 'ZEAXANTINA PRODUCIDA (ug/mL)'. 

VALÚE LABELS VI 1 'MEDIO PATENTE' 
2 'MEDIO kl 	1./STY6 

V2 1 '25 mL INOCULO' 
2 '50 mL INOCULO'/ 

V3 1 'pH 6.5' 
2 'pH 7.2'/ 

V4 1 'REPETICION 1' 
2 'REPETICION 2' 
3 'REPETICION 3'. 

DISPLAY. 

Page 	6 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 
	

1/1/80 
PRODUCCION DE 2AEXANTINA POR Flavobacterium sp 

VI 	 MEDIOS 
V2 	 VOLUMEN DEL INOCULO 
V3 	 PH 
V4 	 REPETICIONES 
V5 	 ZEAXANTINA PRODUCIDA (ug/mL) 

ONEWAY V5 BY VI (1,2) /STATISTICS ALL. 

iage 	4 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE 2AEXANTINA POR Flavobacterium sp 

Page 	7 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp 

ONEWAY 

	

Variable V5 	 ZEAXANTINA PRODUCIDA (ug/mL) 

	

By Variable VI 	 MEDIOS 

Anallogis of Variance 

	

Sum of 	 Nean 	 F 	F 
Source 	 D.F. 	Squares 	Squares 	 Ratio Prob. 

Between Grouos 	 1 	8.3898 	8.3698 	30.6516 .0000 

Within Groups 	 22 	6.0218 	 .2737 

Total 	 23 	14.4116 



1 	age 	8 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
RODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp 	 5 

ONEWAY 

Standard standard 
Group 	Count 	Mean 	Deviation 	Error 	95 Pct Conf Int for Mean 

Grp 1 	 12 	2,4958 	.6711 	.1937 	2.0694 Tu 	2.9222 
Grp 2 	 12 	1.3133 	.3115 	.0899 	1.1154 	To 	1.5112 

Total 	 24 	1.9046 	.7916 	.1618 	1.5703 To 	• 2.2388 

Fixed Effects Model 	.5232 	.1068 	1.6831 To 	2.1261 

	

Random Effects Model 	 .5913 	-5.6080 To 	9.4171 

Random Effects Model - Estimate of Between Comoonent Variance 	 .6763 

Page 	9 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp 

Group 	Minimum 	Maximum 

Grp 1 	 1.6700 	3.5700 
Grp 2 	 .7600 	1.7500 

Total 	 .7600 	3.5700 

Tests for Homogeneity of Variances 

Cochrans C = Max. Variance/Sum(Variances1 • .8228, P 	.017 (Approx.) 
Bartlett-Box F 	• 	 5.691 . P • .017 
Maximum Variance / MiniMUm Variance 	 4.642 

Page 10 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp 

Thie procedure was completad at 0:27:46 
ONEWAY VS BY V2 (1,21 /STATISTICS ALL. 

Page 11 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp 

ONEWAY 

	

Variable V5 	 ZEAXANTINA PRODUCIDA (ug/mL) 

	

By Variable V2 	 VOLUMEN DEL INOCULO 

Analysis of Variance 

	

Sum of 	 Mean 	 F 	F 
Source 	 D.F. 	Squares 	Squares 	 Ratio Prob. 

Between Groupe 	 1 	3.6270 	3.6270 	7.3990 .0125 4 

Within Groupe 	 22 	10.7846 	 .4902 

Total 	 23 	14.4116 
a  

'In.. 11 	ANAITSTR FCTAnTe.TTrn nF nOTTMT7ArTnN nF rmNnTrTnNc. 	 1/tan 



r.CDUCC:31 0E ZAEovNTINA 	 idm so 

-21Ew 	- • 

	

standard 
	

Standard 

Gr:,) 
	

C.sont 	 mean 
	

Ceviation 
	

Error 	95 Pct Conf Int for Mean 

919 1 	 12 	2.2933 	 .0706 	.2513 	1.7402 To 	2.8465 

Gro 2 	 12 	1.5158 	.4117 	.1262 	1.2161 To 	1.8155 

Total 	 24 	1.7046 	.7916 	.1616 	1.5703 Tu 	2.2398 

	

Fixed Effects Model 	.7001 	.1429 	1.6082 To 	2.2010 

	

Random Erfects Model 	 .3888 	-3.0350 Tu 	6.8441 

Randum Effects Model - Estímate of Ettween Comoonent variante 	 .2614 

Pace 	13 	ANALISI EITADISTICO DE GFTIMI2ACION CE CONDICIONES 	 1/1/80 

.1":2DUCCIC41 DE ZAEXANTINA PJR Flavobacterium sp 

Go .up 	 Minlinosi 	.,Aaxlmism 

iro 1 	 .:30 	3.5700 
:HL . 	 ..'690 	2.1400 

retal 	 .7000 	3.5700 

Tests for Flcmogeneitv of yarianices 

Cot:hians C . Max. Ve,ianee/210ffilvdriane?s1 . 	.7730. P = .054 l'Appoux.) 

	

Battlett-Eox F 	 3.7i3 . F . .054 
Maximum Variarle? 	Minimum 	Variarle? 	 3.406 

14 	'iNALI;Hi 1:iT401..T170 DE GPrIMIZCICTI CE CCdDICI2NE3 
	

1 1.90 
,CDLCC1jN CE ZAEXANTINA 	Flayobacte.•issi 

chis prueednie 'vas eumoleted at 0:28:04 
CNEWAY V5 BY V3 (1.21 iSTATISTIC5 ALL. 

Page 	:5 	ANAL) IS ESTADISTICO DE GPTIMIZACION DE CONDI'CIONE'S 	 1/1/80 
PPJLUC2ICO CE ZAEXANTINA PCR Flayobacterium sp 

DNEWAY 

,J1 lable v5 	 ZEAXANTIMA PRODUCIDA (oqimL1 

8v Variable V3 	 PH 

Analvsis or Variante 

	

Sum uf 	 Mean 	 F 	F 

lauree 	 D.F. 9duares 	 ZQUdreS 	 Ratio Prob. 

Eetween ',i1OUPS 	 1 	 .0077 	 .0077, 	 .0118 	.9146 

Within Gru0Os 	 22 	14.4039 	 .6547 

T.)tal 	 23 	14.4116 

sge 	16 	Ai.ALISIZ EZTAC.ISTICO DE OPTIMIZA:12N JE CONDICIONE.; 	 1/1/80 

FAL 	 N 



Zoun'. 
Standard 

LeviatiJn 

- 	- 

5tandard 
Error 95 	Pct 	Conf 	Int ter 	otean 

;313 	1 12 	1.8867 .7155 .2065 1.4321 To 2.3413 
2 12 	1.5225 .8910 .2578 To 2,4999 

Total 24 	1.9046 ,7916 .1616 1.5703 ro 2.2388 

Fixed 	Effects 	Mode; .8091 .1652 1.5620 To 2.2471 

Randcm Effects Mudel .1652 -.1941 To 4.0032 

WARNI(nj - Eetween compcnent variance 1s aegative 
it was !aplacad by 0.0 in c.mputing abuye 1 Ind.:,m effects meassres 

Kand,ni Effects Model - Estimate uf 8etween Comounent Variante 	 -.05J9 

Page 	!) 	 EETADISTIC: DE OPTIMIZACION DE CONDICIA,ES 	 1/;;1/8C 
PRODU=N CE 2,ki:XTIdA POR Flavcbacterium sp 

• Mini li.uni 

-11 p 1 	 7500 	3 . J3U 
3rp 2 	 1.0400 	3.5700 

Total 	 .1600 	3.5700 

Tests fi, Hcmogeneity if Variances 

OJGhtams C . Max. Varlanc,a/Sum(Variiices1 	.8091. P 	.4 7 4 (Applx.1 
Balt ett.Eox F 	 . 	.474 
MaxifflUin V3I iance / Mln7mum Vsri)11,:e 	 1.338 

Paye 	,0 	ANALIZI.1 liTAGIZTE0 DE C•PTIMIZACICO CE •;.'ONDI.2:CNE.3 li 1!90 

FRODUCCI2.(1 CE 2AEXANTINA POR Flavobacter:um ap 

This procedure was completad at 0:28123 
ANOVA. V. BY VI (1,21 V2 (1.2) V3 11,21. 

'ANOVA' PROBLEM REOUIRE9 	986 BYTES CF MEMORY. 

Page 	19 	A(IALISI9 ESTADISTIC.) DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/00 
PRODUC:ICN DE ZAEXANTINA FDR Flavobacterium so 

	

e e • 
	

ANALYSIS 	OF 	VARIANCE • e • 

	

VS 	2EAXANTINA PRiDUCIDA fujImLI 

	

BY VI 	MEDIOS 

	

V2 	VOLLMEN DEL INOCULO 

	

V3 	PH 

	

Sum of 
	

Mean 	 31gnlf 
Source of Variation 

	
Squaras 	DF. 	Souare 	F 	of F 

Main Effects 12.025 3 4.008 94.427 5 .000 
VI 8.390 1 8.390 176.721 > .000 
v2 3.627 1 3.627 76.399 ) .000 
V3 .008 1 .008 .162 < .692 

1 



- waV Int,I.V3,:t t.:ns 	 .971 	3 	 .324 	6.816> .004 
VI 	V2 	 .917 	1 	 .917 	19.105.5 ,000 
VI 	V3 	 .044 	1 	 .044 	.331 > .349 
/2 	V3 	 .010 	1 	 .010 	.211¿ .652 

Faue 20 	ANALISIS ESTADI3TICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PFSDUCCICN DE 2AExANTINA POR Flavobacterlum 51) 

1-wav InteractiJns 	 .657 	I 	 .657 	13.813 	.002 
VI 	V2 	V3 	 .657 	1 	 .657 	13.833 	.002 

Exolained 	 13.652 	7 	1.950 	41.080 	.000 

Residual 	 .760 	16 	 .047 

Total 	 14.412 	23 	 .627 

24 Case$ ware processed. 

	

O CASE$ 	.0 PCT) were missing. 

Page 21 	ANALISIS ESTADISTICD DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DI ZAEXANTINA POR Flavobacteriuh sp 

ThI5 proceJure was comoleted at 0:28:4b 
ANOVA V5 BY VI (1,21 /2 (1,2) V3 (1.2) ¡OPTIONS 3. 

'ANOVA' PROBLEM REQUIRES 	410 BYTES OF MEMORY. 

Page 22 	ANALISIS ESTADISTICO CE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/00 
PRODUCCICN DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp 

*** ANALYSIS OF VARIANCE * * 

	

V5 	2EAXANTINA PRODUCIDA tug/mL) 

	

ev VI 	MEDIOS 

	

V2 	VOLUMEN DEL INOCULO 

	

V3 	PH 

	

Sum of 	 Mean 	 Signif 
Source of Variatton 
	

Squares 	DF 	Souaute 	F 	of F 

Main Effects 	 12.025 	3 	4.008 	33.583 	.000 
VI 	 8.290 	I 	8.390 	70.296 	.000 
V2 	 3.627 	1 	3.627 	30.390 	.000 
V3 	 .008 	1 	 .008 	.065 	.802 

Explained 	 12,025 	3 
	

4.008 	33.583 	.000 

Residual 	 2.387 	20 
	

.119 

Total 	 14.412 	23 	 .627 

Page 23 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION DE ZAEXANTINA FOR Flavobacterium sp 

24 Caaes were processed. 
O CASES ( 	.0 PCT) were missing. 

Page 24 	ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 	 1/1/80 
PRODUCCION OE ZAEXANTINA POR Flavobactertum sp 

fhis urocedure was completad at 0:29101 



Tabla 1, VARIABILIDAD DE LA PRODUCCIÓN DE CAROTENOIDES TOTALES Y 

ZEAXANTINA EN UN MISMO EXPERIMENTO. 

N' \hin mi ( *aro'. totales 

(pg/t(0) 

icitk.0001 

11,k mli 

I 3.99 3.63 

2 3.74 3.40 

3 3.11) 2.82 

4 4.05 3.68 

5 4.04 3.67 

6 4.57 4.15 

7 3.74 3.40 

8 3.85 3.59 

9 4.26 3.87 

10 3.36 3.05 

Promedio 3.88 3.52 

Desviación estándar ±0.4229 ±0,383 

Coeficiente de variación 10.99% 10.87% 

El experimento se llevó acabo en matraces balleados de 250 ml con 25 ml del medio STYE 

(reactivas analíticos-industriales), incubados durante 48 11 a 29 °C y 180 rpm. 
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Tabla 2. VARIABILIDAD DE LA PRODUCCIÓN DE CAROTENOIDES TOTALES EN 

DIFERENTES EXPERIMENTOS. 

N" 1. 	p. 	1 and. lotalt• 	 l'ioniedio 	 ' 	Dess. si 

otg'ili1( 	 (1) 	 ('4.) 

1 2.82 	3.25 	3.07 3,046 .021 7.08 

2 3.89 	3.45 	3.69 3.69 0.22 6.0 

3 3.99 	4.05 	4.03 4.02 0.03 0.7 

4 4.20 	4.07 	5.45 4.37 0.76 16 

5 4.57 	4,28 	3.75 4.2 	 0.41 9.9 

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado en fechas diferentes, en matraces 

Indicados de 250 ml con 25 ml de medio STYE, incubados 48 h a 29°C y 180 rpm. 

Tabla 3. ANÁLISIS DE VARIANZA DE LA PRODUCCIÓN DE ZEAXANTINA EN DIFERENTES 

EXPERIMENTOS. 

1 ueivie de 	(*hados de 	Sonsa de 	Cuadrado 	 Signiiisank 

tarineion 	lihenad 	cuadrados 	Medio 	 (1' 0 ni) 

Diferentes 2.3435 0.5859 10.3173 

experimentos *** 

En un mismo 

experimento 

10 0.5679 (1.0568 

El analisis se realizó con los datos presentados en la tabla 5.7, utilizando la prueba de 

Cocbrans u un nivel de confianza del 95%. 
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Tabla 4. ANÁLISIS DE HOMOGENEIDAD 1W GRUPOS DE LA PRODUCCIÓN 1W 

ZEAXANTINA EN DIFERENTES EXPERIMENTOS. 

N' I 	periutentii liepeiiciones Media de Producción 

(Pgintl) 

3.70 

Homogeneidad de 

grupo?, 

2 4.02 

3 4.20 

4 3 3.05 

5 3 1 3.83 ** 
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