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RESUMEN

El considerable interés mundial que se ha despertado en los Gltimos aiios por los
colorantes naturales, principalmente rojos y amarillos ha incrementado su demanda
en ¢l mercado mundial, lo cual ha llevado a pensar en los microorganismos como una

alternativa de produccion.

Con la finalidad de incrementar la produccion microbiana de un pigmento amarillo
(zeaxantina), se realizaron estudios de optimizacion con un medio para el género
Flavobacterium. El género Flavobacterium presenta la caracteristiea que del total de
sus carotenoides el 90% corresponden a zeaxantina, la cual se utiliza en alimentacion
animal. Estudios previos en el laboratorio permiticron evaluar el efecto de los
nutrimentos del medio a optimizar sobre la produccion del pigmento (Diaz, 1995). El
medio de cultivo de partida se adquirié de una patente reportada por la compafia
Nestlé, compuesto por reactivos grado analitico-industriales, siendo sustituidos los
primeros por nutrimentos industriales al iniciarse la optimizacion del medio, En este
medio se lograron obtencr producciones de zeaxantina por arriba del 100 % a las

reportadas por la compaia Nestlé en el medio original,

Interesados en la produccién 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 Ameriean Type
Culture Collection. De entre ellas, se selecciondé a Flavobacterium sp 21081 como la

mejor eepa productora de zeaxantina, pigmento amarillo de interés comercial,

A partir de herramientas estadisticas, se evalud Ia importancia de los diferentes
componentes del medio de cultivo ( fuentes de carbono y nitrigeno, sales), asf como los
factores fisicoquimicos ( pl, fraceion de lenado y tiempo de fermentacién) que

puedan afectar la produccion del pigmento.
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Por medio de disefios factoriales comnpletos, se pudo conocer que el licor de maiz es
el nutriente que mayor influcncia tiene sobre el crecimiento y produccion, ya que su
prescincia estimula la sintesis de zeaxantina, pero en cambio triptona y extracto de
levadura favorecen la sintesis de f-caroteno. Los resultados anteriores permitieron
climinar extracto de levadura y triptona del medio de cultive, ya que la composicion
compleja del licor de maiz aporté los nutrientes nccesarios para la sintesis del
pigmento, Con respecto al cfecto 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 nutricnte, por lo que su presencia no influye de manera

significativa sobre la sintesis del producto pero es necesaria para el crecimiento,

De los factores fisicoquimicos evaluados la fraccion de llenado, que se relaciona
directamente con la oxigenacion del medio, resulté ser de suma importancia sobre la
capacidad de sintesis de zeaxantina por Flavobacterium sp 21588, ya que a mayor
oxigenacion la formacion de zeaxantina predomina por encima de otros pigmentos y

en cambio poca oxigenacion favorece la sintesis de i-caroteno,

En el medio optiniizado las mdximas producciones del pigmento de interés se
lograron a las 48h de fermentacion, con una fraccion de llenado de 0.1 en matraces
bafleados de 250 ml, logrando cuadruplicar tanto la produccién de carotenoides
totales como de zeaxantina (11,99 pg/ml y 7.52 pg/ml) respectivamente, en base a la
produccion en el medio reportado por la compaiiia Nestlé (3.66 pg/mly 1.99 pg/ml),
Los costos se abatieron, al sustituir los reactivos grado analitico por grado industrial y

al eliminar dos nutrientes del medio de produccion.
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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 orgdnico sintético: mauve 114 inicidndose el apogeo de los compuestos
sintéticos, legando a disminuir considerablemente la presencia de los colorantes

naturales en ¢l mercado.

La prohibicidn por la FDA a principios de los aiios 80, del uso de la mayor parte de
los pigmentos rojos y amarillos sintéticos en alimentos y cosméticos debido a sus
efectos noeivos sobre la salud, asi como la creciente demanda de colorantes ,
propiciaron ¢l estudio masivo de pigmentos de origen natural (Klaui y Bavernfeind,
1981).

Los microorganismos son una fuente interesante para la obtencién de colorantes
naturales, al ser de fieil manipulacion y crecer rapidamente en poeo espacio y de
forma independiente de los factores estacionales. Ademss , mediante estratégias de
mejoramiento genético y estudios nutricionales, se pueden mejorar los rendimientos

de produceiin,

Los carotenoides son uno de los grupos mis importantes de pigmentos que se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Son los responsables de la
coloracion del amarillo al rojo de frutas y flores, y se encuentran también en muchos

organismos no fotosintéticos, ineluyendo 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 bioldgico, En este sentido la produccion de
zeaxanting por el género Flavobacterium ha despertado interés, tanto de investigacion
como de aplieacién imlustrial, debido a que algunas especies de éste género, producen

zeaxanting en un 95% del total de sus carotenoides.

~ et



La zeaxantina de origen natural se utiliza principalmente en alimentacion animal
como suplemento alimenticio para aves ( pigmentacion de yema de huevo y picl ) y en
peces ( pigmentacion de la piel ). La zeaxantina sintética es utilizada en la claboracion

de grasas, bebidas calientes y frias, budines y salsas ( Badui, 1980 ).

En la actualidad se conoee muy poco sobre ¢l efecto que ejercen los factores
fisicoquimicos y nutricionales sobre la sintesis de este carotenoide. Por ello se planted
esta investigacion cuyo principal objetivo es lograr optimizar las condiciones de
produccién de zeaxantina cn una cepa del género Flavobacterium, esperando con ello,

inerementertar los rendimientos del pigmento.
1.1 LOS CAROTENOQIDES:

Los carotenoides son una familia de pigmentos naturales que se cneuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Las funciones que presentan cn los
organismos que los conticnen son: absorcion de la luz, fotoproteecion y como
precusores de la vitamina A, Estos pigmcentos poseen un gran interés comercial por
sus amplias posibilidades dec aplicacion en la industria de los alimentos, y en la

farmacéutica, principalmente para eosmetologia,

Los carotenoides son tetraterpenos liposolubles formados por la condensacion de
unidades de isoprenilo, cuya gama de color va del amarillo al rojo. Se dividen
estructuralmente en dos grupos: los earotenos y las xantofilas. El grupo de los
carotenos estd formado por compuestos hidrocarbonados y su prineipal exponente ¢s
¢l B-caroteno. El grupo de las xantofilas esta formado por derivados de los compuestos
hidrocarbonados quc se generan por la introduceion de funciones oxigeno,
especialmente de grupos hidroxi, oxo y epoxi, formando alcoholes, aldehidos y ectonas
(Schwartz y Col, 1989). Las xantofilas son mas solubles en agua que los carotenos,
Tanto los carotenos como las xantofilas estin formados por 40 dtomos de earbono

(Nelis y Leenheer, 1991).
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Los carotenoides permitidos como aditivos de alimentos y forrajes se presentan en la
tabla 1.1,

Tabla 1.1, Pigmentos permitidos como aditivos de alimentos y forsajes.

FUINTE

N

t unpuesty No microblana Microbuwsuy

Zanahoris Alimenilos para
Sintesis

consumo
humano

Alimentos para

Tomate consumo
humano-
Alfalfa, maiz
. flor de Alimento pars
cempasuchitl aves de corral
cf.luteina Alimentos para
aves y peces

Crusticeos Alimento pars

Piumas de aves peces y aves de
sintesis corral
Crustaceos

Plumas dle aves Alimento para

Sintesis y flores peces
Alimentos para
Sintesis aves y consumo
humatio
Alimento para
Paprika aves y consumo

humano

En ¢l campo de Ia medicina se ha reportado un efecto de fotoproteccion (Will y
Scovel, 1987), propicdades anticancerigenas (Bertram y col,, 1987, Kaplan y col,,
1990) inercmento de la respuesta inmune (Krisnsky, 1987) y un aumento en la

longevidad en mamiferas (Cutler, 1984),
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Los earotenoides aprobados por la Food and Drug Administration de los Estados
Unidos de America (FDA) para su inclusion en los alimentos son: ¢l B-caroteno, ¢l f3-

Apo-8-carotenal y 1a cantaxantina ,

1.1a, USOS:
Restaurar la apariencia normal del alimento cuando el color original ha sido
destruido por su proecsamicnto, (frutas enlatadas),
Obtencr un color uniforme en frutas recolectadas en diferentes cosechas,
Intensificar el color natural euando 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 tintoreal,
gran intervalo de color al utilizarse en diferentes combinaciones y actividad de
vitamina A dec algunos de ellos. Las desventajas son su baja solubilidad, su alta
susecptibilidad a 1a oxidacion durante su extraccion y su alto costo comparado con ¢l

de los eolorantes artificiales,

1.2. BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES,

Estudios de Ia biosintesis del colesterol permiticron clucidar los mecanismos de
biosintesis dc estos pigmentos (Lehninger, 1981). Por otro lado, la via de
carotenogénesis asi como algunos aspectos de su regulacion se han estudiado

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

El acetil-CoA es ¢ precusor no solo de los decidos grasos, esteroides vy
prostaglandinas, sino también de los terpenos y las acetogeninas (Lehninger, 1981).En
la figura 1.1, se presenta la importancia del acetil-CoA, ¢c no precusor de estos
compuestos.

10
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Glicidos

Ac, Grasos Amino4cidos

Acetil-CoA

CO2 Y
Acetil~Coa ~3

malonil~CoA Acetoacetil-CoA

l l

Hidroximetil-glutaril/ CoA

|

Prostaglandinas| Cuerpos 0

cetdnicos
Triacilgliceridos
y otros lipidos 9| Terpenos i
complejos \
v
Colesteral
Ac. biliares
v
Hormonas Esteroles
esteroides fecales

Figura 1.1, EL Acctil-CoA COMO PRECUSOR CLAVE DE LA BIOSINTESIS DE NUMEROSOS LIPIDOS.
FUENTE: Lehninger, L.A, (1981),
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En la biosintesis de los carotenoides se pueden distinguir tres etapas (fig. 1.2) :

a) La formacion de dcido mevalénico por condensacion de 3 moléculas de Acetil-CoA,
b) La eonversién del dcido mcvalénico en geranil-geranil pirofosfato a través de
reacciones de fosforilacién, isomerizacion y condensacién,
¢) La formacién del primer tctraterpeno denominado fitoeno, que en funcién del
organismo, plantas, algas, levaduras, hangos o bacterias, sufrird cambios para
generar diversos tetraterpenos.

Al respecto sc reporta quc los -carotenos se sintetizan por hongos y algas, mientras

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

En la ruta de biosintesis de los carotenoides (fig. 1.2), cabe destacar lo siguiente
(Goodwin, 1971; Ninet y Renaut, 1979; Schwartz y col., 1989):

1) El dcido mevalénico se forma por condensacion de tres moléculas de acetil-CoA, El
producto intermediario clave de cstas reacciones es ¢l 3-metil, 3-metil glutaril-CoA
(HGM-CoA), cl cual se reduce por accion de una reductasa para formar ¢
mevalonato.

) El dcido mevaldnico, considerado el primer precusor especifico de todos los
terpenoides, sc fosforila por el ATP, inicialmente para formar un ester S-monofosfato.
Una segunda fosforilacién, también por el ATP, forma el S-pirofosfato que por una
descarboxilacién formars el isopcntenil pirofosfato (IPP). Para la formacion de los
terpenoides apartir de IPP, el primer paso ¢s la isomerizacién de estc compuesto a
dimetil alil pirofosfato (DAPP) que permite la elongacion de 1a cadena. La enzima
prenil-transferasa transficre una molécula de IPP a DAPP para formar geranil
pirofasfato (GPP). La posterior transferencin de una molécula de IPP a GPP conduce
a la formacion de farnesil pirofosfato (FPPP), que finalmente formard, por una nucva
transferencia de 1PP, geranil geranil pirofosfato (GGIPP), Por ultimo dos moléculas de
GGPP se condensarin generando el fitoeno, primer molécula de sintesis de 40 :itomos

de earbono.

11
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IIT) La desaturacién secuencial de fitoeno a licopeno en plantas superiores y algas,
implica una serie de dcshidrogenaciones que producen cn orden de aparicion:
fitoflueno E-caroteno, neurosporeno y licopeno, En cicrtas bacterias fotosintétieas el -
caroteno se sustituye por su isomero asimétrico ¢l 7,8,11,12,-tetrahidroxilicopeno,
mientras que en otras bacterias y hongos ambos isdmeros estan presentes. Por otra
parte se¢ ha visto que el licopeno puede ciclarse para formar ¢l 3-caroteno y después cl

fp-caroteno.

1.3 CONDICIONES DE CULTIVQO QUE CONTROLAN LA BIQSINTESIS DE
CAROTENOIDES: CARBONO, NITROGENO, OXiGENO Y LUZ,

La mayoria de los estudios sobre 1a regulacion de la biosintesis de carotenoides se ha
realizado cn los hongos, los cuales presentan difcrentes mecanismos de regulacion que
son (Rosas, 1993; y col, 1989):

a) Retrorregulacion por producto final.
b) Fotorregulacion,

¢) Efecto del oxigeno.

d) Temperatura.

e) pH.

f) Activacion o inhibicién quimica,

g) Factores de crecimiento.

h) Hormonas o interaccion sexual.

i) Nutrimentos en el medio de cultivo.
k) Efecto del AMP ciclico,

12



Acetil CoA

Acetil CoA

Acetoacetil CoA
Acetil CoA

3-hidroxi, a;metil glutaril CoA
Ac. mevaldnico

Isopentenil PP (6C) —— Dimetilalil PP (6C)

Geranil PP {20C)

Farnesil PP (156C)

[ Geranil-geranil PP (20C)]

/Getanil-geranil PP

Fitotlueno

Zeta-caroteno
i—————-—Neurosporeno——& Alfa-zeacaroteno
Beta~zeacaroteno Lico‘eno-—-—b Delt‘a—caroteno
Gama-caroteno —¥ Alfa~caroteno
Beta-caroteno
Zeaxantina

Violaxantina Luteina

Figum 1.2, RUTA DE LA BIOSINTESIS DE (T.\RQ'I‘ENOIDES.
FUENTE: schwartz, R; Rosas, R; Farrés, A; Paredes, Ly Sanchez, S (1989).
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1.3a. EFECTO DEL CARBONO.

Rosas (1993) estudio ¢l cfeeto de diversas fuentes de carbono sobre la sintesis de
carotenoides cn ol hongo Dacrymyces deliquescens. Observd que en concentraciones
del 1% las mejores fuentes de carbono para la sintesis de pigmentos fueron:D-glucosa,
celobiosay D-xilosa,

Al probar concentraciones del 8%, encontrd que la celobiosa, la D-xilosa y el
almidon cstimularon la produccitn de carotenoides. A esta misma concentracion
reportd un cfecto negativo por la D-glucosa y ¢l dcido citrico, que son fuentes de
carbono ficilmente asimilables,

Por su parte Goodwin (1959) encontrd que la naturaleza de la fuente de carbono
influye en la carotegémesis, cs decir, maltosa y glucosa fueron igualmente
carotenogénicas en Pliycomyces blakesleeanus, xilosa y fructosa al igual que maltosa y
glucosa soportaron buen crecimiento pero resultaron ser sustratos menos eficicntes
para la carotenogénesis,

Alcantara (1995) encontré que Flavobacterimn sp presenta la caracteristica de
utilizar Ia glucosa como fuente de carbono a concentraciones menores de 80 mg/mi, ya
que a concentraciones mayores ejercié un efecto negativo sobre la sintesis del
pigmento. La concentracion optima de este carbohidrato para la producion de
zeaxantina fue de 8 mg/ml. Ademids dicha bacteria presenté la caracteristica de
utilizar los aminoicidos asparagina o glutamina como fuente de carbono y nitrogeno,
siempre y cuando estén presentes los iones azufre y magnesio. Las respuestas en el
crecimiento celular y la produeccion de zeaxantina se ven mejoradas cuando se
adiciona glucosa al medio de cultivo, El piruvato o los dcidos tricarboxflicos en una
concentracion de 10mM, en presenein de glucosa, sustituyeron a la asparagina del
medio de cultivo, La glucosa logrd elintinarla del medio de cultive al manejar
concentraciones de citraty, piruvato y succinato de 55 mM ya que permitieron
uleauzar rvespuestas similares en erecimiento cclular y produccion de pigmento al

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

En sistemas microbianos fijos la naturaleza del anién ligado al amonio fue
importante para la carotenogénesis. Asi el fosfato, ¢l sulfato y el cloruro de amonio
inhibieron la sintesis, pero el nitratro, el bicarbonato, el acetato y el succinato de
amonio no fueron inhibidores,

Orange y Monclair (1961) reportaron que para la familia Dacrymyceteae 1a mejor
fuente de nitrégeno para la sintesis de carotenos fueron los aminodcidos.

Chichester y col. (1959) reportaron que en Phycomyces blakesleeanus 1a leucina y la
valina resultaron inductores de la sintesis de carotenoides. Por su parte Ruddat y
Garber (1983) observaron que el extracto de levadura, como fuente de nitrdgeno,

estimulé la carotenogénesis en este mismo hongo.
1.3¢. EFECTO DE LA LUZ.

Una alta intensidad de luz favorecié la sintesis de carotenoides coloridos en el
micelio de hongos ( Bramley y Mackenzie, 1992 ). La fotorregulacion de la biosintesis
de carotenoides ha sido veportada en por lo menos 1S especics de hongos ( Rau, W.
1983). En algunos casos la luz incrementa ¢l contenido de carotenoides coloridos en ¢l
micelio.

La cinética de fotorregulacion en hongos sigue 2 etapas: la primera dependiente de
Ia luz, pero independiente de la temperatura la cual cs de duracién corta (fase de luz).
La segunda es una etapa independiente de la luz durantc 1a cual Ia biosintesis de
carotenoides se lHeva a caho (reaccion oscura).

Las enzimas que catalizan la conversion ue PPPP a P-caroteno estdn ausentes
cuando las células se crecen en Ia oscuridad y son fotoinducibles, La HMG.CoA
reductasa cs fotorregulada en Rhodotornla minuta, pero las enzimas que convierten
fitaeno a carotenoides coloridos no son fotoinducibles en levaduras (Tada, M\H and

col. 1982).
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Existen cfectos de fotorregulacién a nivel transcripcional, un cjemplo es Fusarium
aqdaeducluum (Rau,W. 1983), La desrepresion de Ia transcripeion del gen carotenoide
en Neurospora crassa es controlada por la concentracion intracelular de cAMP, La luz
causa un decremento cn los niveles de ¢eAMP lo cual climina 1a represion del gen

carotenoide. (Kritsky, M.S. and Col 1982).
1.3d. EFECTO DEL O,

La sintesis es controlada por el estado de oxidacion del acarreador de electrones cn
el sistema celular. Cuando el acarreador se cncuentrit en su estado reducido Ia sintesis
de pigmentos procede activamente, el acarreador se oxida por la introduceién de OH
proveniente del agua y por incrementos en la infensidad de la luz, llegando a un
estado de oxidacién eritica que detienc la sintesis. ( Britton y Goodwin, 1971), La
intensidad de Ia oxigenacion influye de muneri significativa en fa apariencia y In

proporeion de los carotenoides sintetizados,

1.4, ZEAXANTINA, ‘
La zeaxanting (3,3-dihidroxi-B-carotenn) es unit xuntofils de color amarillo, con peso
wolecular de 568; ¢s soluble en seetonit, cloroforing, cter de petréleo y etanol. Su

estructura se presenta en la-figura, 1.4,

FIG.1 4-Estruetur de la zeaxanting,
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1.4a. OBTENCION Y USOS,

La zcaxantina es un pigniento amarillo ampliamente distribuido en Ia naturaleza, Se
ha obtenido de el maiz, de Ia alfalfa, de Ia flor de cempasuchitl y yema de huevo ( Nelis
y De leenher, 1991 ). Por otro lado se ha encontrado en la grasa y en ¢l higado
humanos, También se ha encontrado en microorganismos como las cianobacterias y

algunas bacterias no fotosintéticas (Peppler y Perimann 1979),

En cuanto a su poder pigmentante es dos veces mayor que el de la luteina, Hoy en
dia la vnica fuente comercial de este pigmento es la flor de caléndula (flor de
cempasiuchitl) que sin embargo 1a produce en muy haja concentracion (5% base seca)
No obstante, csta flor ¢s empleada debido a que posee wna huena proporcion de
luteina (75% base seea), Otras fuentes naturales de  pigmentos estan representadas
porlos sistemas microbianos, el género Flavobacterium que representa a las bacterias
de color amarilio (Bergey's, 1980) es de especial interés por su elevado porcentaje de
zaexantina intraeelular que produce, Por ejemplo en el Flavobacterium R1560, el 95%
de sus carotenoides corresponde a esta xantofila ( Britton y Goodwin,1971)

La zeaxantina es empleada a nivel industrial en 12 formulacién de alimentos para
aves, cerdos y peees: en los primeros para mejorar el color de la yema del huevo y de

la piel y en los peces y eerdos para pigmentar Ia picl (Nelis y De Leenheer, 1991)
1.4b, BIOSINTESIS.

Britton y Goodwin (1971) utilizaron Ia cepa de Flavobacterium R 1560, bacteria
gram negativa  que incorpora eficientemente dicido mevoldnico para sintetizar
carotenoides, para chicidar la ruta de biosintesis de xantofilas. De esta manera se
establecid que : 1) los grupos hidroxilos se introducen hasta después de la eiclizacion
2) se necesita la prescncin de oxigeno, y 3) el licopeno es el precusor inmediato de los

carotenoides ciclicos.
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MacDermott y col. (1973, 1974) han propuesto tres rutas alternativas para la
biosintesis de zeaxantina: a) via $-zeacatoteno; b) via P-careteno; y ¢) via licopeno
rubixantina (Figura. 1.5),

La ruta (a) representa la principal via de sintesis de zeaxantina, en la cual el
neurosporeno se cicliza dando lugar a la formacion de [-zeacaroteno, ¢l cual se
hidvoxila a 3-hidroxi--zeacaroteno, que después se desatura y se convierte en
rubixantina. Por ultime la rubixantina se eicliza y se hidrexila para producir f}-
criptoxantina y zeaxantina.

La conversion de neurosporeno a f3-zeacaroteno sc inhibe en altas concentraciones
de nicotina cn ¢l medio, Se presenta por ello una ruta alterna de sintesis (ruta b), En
ella primeramente el licopeno se cicliza para formar S-eavoteno el eual produce -
caroteno que finalmente se hidroxila generando zeaxantina. La ruta (c) se presenta
cuando se inhibe la conversiin de S-caroteno a f-caroteno por la accion de bajas
concentraciones de nicotina. Este inhibidor impide la ciclizacién del S-earoteno

formandoe entonces rubixantina y finalmente zcaxantina,
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Ruta (a) via -zeacaroteno, ruta (b) via f-caroteno y (¢) ruta via licopeno y rubixantina,
FUENTE: McDermott, C; Britton, G and Goodwin, W (1973),
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1.5 OPTIMIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO EN FERMENTACIONES,

Un problema que se presenta con frecuencia en el campo de 1a fermentacion es el del
incremento en la productividad, En gencral podenios considerar que ¢) medio de
cultivo disponible proviene de dos fuentes, como parte de la adquisicién de una
patente extranjera o de su desarrollo parcial o total por la compaiia,

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 fas condiciones de operacion no siempre son las ptimas 6 porque
cl desarrollo se ha cfectuado por procedimicntos cmpiricos de ensayo y error.

En ambos casos ¢s altamente probable que ¢l medio de cultivo original pucda
optimizarse, esta ¢s, modificando los poreentajes de algunos componentes, obteniendo
un medio de cultivo que proporcione mayores rendimientos en la produecién,

Huciendo uso de combinaciones entre los cambios en los porcentajes de los
ingredientes del medio de cultivo, es factible optimizar un medio, haciéndolo mads
productive. Ademis si durante la optimizacion se eliminan nutrimentos por no ser
importantes para la produceion, los costos s¢ pueden reducir.

Para alcanzar tales objetives, es necesario hacer uso de métodos estadisticos, como
son los disciios factoriales a dos niveles que nos permiten determinar los efectos de las
variables sobre lu respuesta de interés. E) algoritmo de Yates permite calcular los
mismos cfectos pero de una manera mds rapida, y el método de Box-Wilson nos

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

respucsta.
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1. ANTECEDENTES.

En 1929 Karrer, Salomon y Wehrli aislaron una nueva fitoxantina del maiz, a In que
llamaron zeaxantina. De 1931 a 1932 Karrer y sus colaboradores determinaron la

constitucion quimica de la zeaxantina,

Algunas plantas conticnen zeaxantina como principal pigmento como son ¢l maiz y

Ias hojas de fisalis,

Karrer y Solmssen llevaron a cabo la formacion de la zcaxantina a partir de otro
carotenoide con 40 dtomos de carbono llamado rodoxantina por reduccion con
isopropdxido de aluminio, representando la primera sintesis parcial de un carotenoide

de 40 carbonos.

Los Microorganismos del género Flavobacterium se caracterizan por la produccion
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 produccion
de pigmentos entre ellos y afectdndose directemente ¢l perfil de carotenoides por los

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

Se han realizado fermentaciones con cepas del género Flavobacterium obteniendo
pigmentos amarillos que se usan para la pigmentacion de alimentos de consumo
humano y animal, asi como en procesos industriales, un cjemplo de ello ¢s In
compaiia de alimentos Nestlé que reporta 1a produceion de zeaxantina por algunas
flavobaeterias en algunos medios patentados por ella misma (Dasek y.col,,1973).

La evaluacion de diferentes cepas de Flavobacterium ha demostrado la importancia
de Ia composicion del medio de cultivo y las condiciones de incubacién para obtener
cantidades apreciables del pigmento, Diaz (1995), tontando como medio base ¢l

patente de Nestlé, evalud Ia influencia de la glucosa como fuente de carbono, extracto
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de levadura, triptona y licor de maiz eomo fuente de nitrogeno asi como 1a influencia
del ién magnesio sobre la capacidad de produccion de carotencides totales por
Flavobacterium sp 21588, Encontré que eoncentraciones mayores y menores al 2% de
glucosa, reducen tanto ¢l crecimiento como §a produccién, logrando producciones de
pigmento que van de 2.5 a 3.2 ug/ml,

Posteriormente al evaluar diferentes fuentes de nitrégeno orgdnicas, observé que las
mejores producciones (5.3 pg/ml y 4.5 ml/ug) se obtuvieron cuando el extracto de
levadura y Ia triptona se climinaron del medio de cultivo respectivamente. El licor de
maiz al 1% (v/v) permitié obtener las mejores producciones (3.2 pg/ml), su presencia
en el medio se considerd necesaria ya que las producciones bajaron mucho en su

ausencia con respecto a las obtenidas cuando se cncontraba,

El efecto del ibn magnesio se evalué porque al parecer su ausencia en el medio de
cultivo inhibi6 el crecimiento del microorganismo y por lo tanto no hubo produccion
de pigmentos. Se utilizaron sulfato de magnesio y cloruro de magnesio al 1.5% eada
uno, encontrando que cfectivamente ¢l ion magnesio favorecid la sintesis de
carotenoides, pero la produecién fue mayor cuando se usé eloruro de magnesio, ¢n

lugar del sulfato de magnesio reportado en Ia patente de 1a compaitia Nestié,

Asi mismo Ia influencia de factoves fisicos ha sido establecida en la produccién del
pigmento. Estudios en Flavobacterium deliydrogenans (una bacteria que produce un
pigmento amarilio denominado R439), demostraron que para la sintesis de este
carotenoide es indespensable Ja presencia de Juz y oxigeno, ya que la produccién
especifica de este compuesto se incrementa cuando ambas se utilizan (Wecks y
Garner, 1967; Weeks y Andrewes, 1969).

En hase a lo anterior, pareeié interesante evalaar Ia capacidad de produceion del
pigmento zeaxantina cn diversas cepas del genero  Flavobacterium. Una vez
seleccionada In mejor cepa, realizar estudios de optimizacion del medio reportado por
Diaz (1995).
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El género Flavobacterium ( bacteria amarilla ), s una bacteria Gram nogacva que
produce un pigmento caracteristico supuestamente de naturaleza carotenoide, que
puede ser amarillo, anaranjado, rojo, o café amarillento, lo cual depende del medio
nutritivo en que se crezca ¢l microorganismo y de la temperatura de incubacion,
Comiinmente estos microorganismos son proteoliticos, con baja capacidad para
fermentar los carbohidratos y sus requerimientas nutricionales no son complejos, Las
colonias tipicas son amarillas translucidas, plunas y cnteras, ocasionalmente opacas.
su temperatura de incubacion preferentemente ¢s abajo de 30 °C. Se localizan en ¢l

suelo, aguas frescas y marinas, siendo acrobios o anacrobios facultativos,

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

por la American Type Culture Collection se muestran a continuacion:

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 maximo a
las 36 hrs de incubacion a 29° C. No utiliza 1a glucosa como principal fuente de
carbono, sino que requiere de aminodcidos como fuente de carbono y nitrégeno para
crecer 'y praduciv pigmento en concentraciones aceptables, El ion Mg" es

determinante para el erecimicnto y la sintesis de pignientos en cste microorganismo,
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. OBJETIVOS:

0 OBJETIVO GENERAL,

Seleccion de una cepa productora dezeaxantina y optimizacién del medio de

produccion,

0 OBJETIVOS ESPECIFICOS,

1. Evaluar diferentes cepas del género Flavobacterium para la produccién de

zeaxanting,

2, Scleccionar Ia mejor cepa productora de zeaxantina,

3. Optimizar las condiciones fisicoquimicas determinantes de I produccion de
zeaxantina.

4. Optimizar ¢l medio de produccion de zeaxantina utilizando métodos estadisticos.
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ESTRATEGIA

EVALUACION DE LAS DIFERENTES CEPAS DE Flavobactrerium
V. pARA SELECCIONAR LA MEJOR PRODUCTORA DE ZEAXANTINA

STOCK DE CEPAS
DE

FLA/OBACTERIUM
CRECMIENTO
EN MEDIOS
DE ATCC
1
¢ e . P ]
F. sp 21688 F. sp 21081 F. balustinum F. aquatie
YTN 290C/48hr Medio A Medio A Medio B
pHw7.2 260C/48hr 290C/ 48k 260C/48hv
pHe7.2 pHe?2 pH=7.2

|

.

CRECMIENTO EN

PATENTE MODKFICADO

EXTRACCION
[y torbrdeidind b . M
; CEPAS NO l/ ANALISIS
|PRODl£J)(éTORAS= DE PIGMENTOS

|
LZEAXANTINA |

ELIMNAR
CEPAS

* Medio madifieado de una patent
de la compmitia Nestlé, en estudios
previos realizados por Dinz (1995)

Y

~a CEPAS
PRODUCTORAS
DE ZEAXANTINA

l

CUANTIFICACION

DE ZEAXANTINA
POR ESPECTROFOTOMETRIA
Y DENSITOMETRIA

l

SELECGION DE
MEJOR CEPA

PRODUCTORA DE
ZEAXANTINA

|

EVALUAR MEDIOS
DE PRODUCCION

OPTIMIZAR EL
MEDIO DE MAXIMA

\ ~g¢ PRODUCCION Y
CONDICIONES CUANTIFICAR EL
FISICOQUIMICAS PIGMENTO.

- o b



i

V. MATERIAL Y METODOS:

S.1.-REACTIVOS,

S.1a. ANALITICOS. Acido hérico, carbonato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de
magnesio, cloruro de manganeso , clorure de cobre, cloruro de zine, fosfato
monobdsico y dibdsico de potasio, glucosa, molibdato de sodio, sulfato de fierro,
sulfato de cobre, y tartrato doble de sodio y potasio se obtuvicron de J.T. Baker de
México, S.A.

Extracto de levadura, hidroxido de sodio se obtuvieron de Merck de México S.A.
Peptona, triptona y agar de DIFCO Laboratorios de Estados Unidos,

Caseinato de sodio de Quimica Barsa de México S.A.

5.1b. INDUSTRIALES: Aceite de maiz Wesson elaborado por Wesson Foods U.S.A.
Licor de maiz (Nutriferm) y dextross monohidratada fucron obsequiados por Arancia
Comercial S.A de C.V,

Cloruro de magncsio se adquirié de 1a Drogucria Cosmopolita, S.A. de C.V,

5.2. MICROORGANISMOS,

Las cepas utilizadas fueron:

* Flavobacteriumsp ATCC 21081,

* Flavobacterium sp ATCC 21588,

+ Flavobacterium aquatile ATCC 11947,

* Flavobacterium balustinum ATCC 33487,

Obtenidos de la American Type Culture Collection,
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5.3. MEDIOS DFE CULTIVO:

A) Para mantenimicnto y propagacién se utilizaron los medios reportados en el

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

Flavobacterium sp 21588,
YTN: triptona 1%, extracto levadura 1%, glucosa 0.1%, NaCl 0.1% elementos traza y

en ¢l caso de cultivos sélidos agar 1.5%.

Flavobacterium sp 21081 y Flavobacterium balustinum.
MEDIO A: Ext.lev, 1%, peptona 2%, glucosa 1%.

Flavobacterium aquatile.
MEDIO B: Caseinato de sodio 0.2%, ext. de levadura 0.05%, peptona 0.1%,
K,HPO, 0.05%.

5.3a. CONDICIONES DE CULTIVO :

Se¢ emplearon matraces Erlenmeyer de 250ml con 50 ml de medio a pH de 7.2,y 26 °C
de temperatura para F. aquatile y F. sp 21081, Para F.sp 21588 y F. balustinum se
utilizaron de temperatura 29°C y un tiempo dc fermentacion de 72 h a 180 rpm de

agitacién.

B) Para produccién de pigmentos:
Para la optimizacién de) medio de produccion se partié de un medio patentado por la
compaiia Nestlé ( Patente 790,289, 1973, J. Dasek ), con modificaciones realizadas

por estudios previos a la optimizacion ( Diaz, 1995, en proceso de elaboracion ).
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La ecomposicion del medio Patente Nestlé (PN) : triptona 0.8%, extracto de levadura
1.8%, glucosa 7%, licor de maiz 1.6%, accite de maiz 0.08%, MgSO, 0.5% y agar
1.5%.( para medio sélido), ¢l eual se modificd como sigue:.

Medio Patente Modifieado (PM): triptona 0.8%, ext, lev. 1.8%, * glucosa 2%, licor
maiz 1.6%, aceite de inaiz 0.08% y * MgCl, 1.5% .

* Reaetivos modificados.

La optimizacién se realizd en un medio sin triptona y extracto de levadura el cual se
identificé como:
Medio sin triptona/ext. lev(STYE): & glucosa 2%, licor maiz 1.6%, aceita de maiz
0.08% y & MgCl, 1.5%.

5.3b. CONDICIONES DE CULTIVO:

Matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml, con 100, 50, y 25 ml de medio para ver
influeneia de la oxigenacion sobre la produccion, pli=7.2 y 6.5, T= 29°C con 120h de
fermentacién a 180 rpm,

El pH inicial de los medios se ajusté con hidroxide de sodio 0.IN, antes de
esterilizarlos durante 20 min a 120°C , La glucosa se esterilizé por separado para

evitar su caramelizacion.

54.INOCULO:

A partir de un "stock"”, ¢l microorganismo se erccio por 48 h en eajas de petri eon
YTN, Posteriormente se rasparon las cajas y las eélulas se resuspendieron en solucion
salina hasta obtener una densidad dptica de 0.3 . Se sembraron las diferentes
condiciones a evaluar con el 5% de volumen del indeulo correspondiente al volumen

total de Ia muestra,

'& Reactivos grado analitico que se sustitnyeron por grado industrial, quedando wn merlio grado

industrial completamente.
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5.5FERMENTACION:

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml,
con 50ml de medio al principio y con 25ml al final al encontrarse que con menor
volumen de llenado se favorece la produecion de zeaxantina, El medio de partida fue
el PM al que se le fueron eliminando nutrientes para posteriormente optimizar los
mds importantes, para la produccién del pigmento. En todos los experimentos los
matraces se inocularon con el §% v/v, a excepeion de los experimentos del efecto de la

concentracion del inéeulo en la produccion, que se inocularon con 3%, 5%y 7%.

METODOS ANALITICOS:
5.6. CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO:

FUNDAMENTO:

El crecimiento se estimé cuantificando proteina por ¢l método de Lowry (1951) que
tiene como base la formacion de un complejo colorido entre el grupo fendlico ( 6 el
grupo aromitico en el caso de triptofano, histidina y fenilalanina ) de la tirosina de las
proteinas y el deido fosfotingstico-molibdico (color oro) que oxida al grupo hidroxilo
de Ia tirosina en condiciones alcalinas dando un color azul intenso que se mide a una

longitud de onda de §95 nm, utilizando un espectrofotometro Bausch and Lomb E-21.

Tratamiento de la muestra:
1)Centrifugar la muestra a 6500 rpm 15Smin guardar sobrenadante para pH.
2)Resuspender con 2 ml de TCA al 5%, agitar § min.
3)Centrifugar a 7500 rpm, 10 min,

4)Tirar el sobrenadante y resuspender en t il de NaOH 04N,

.......
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§.6a. METODO DE LOWRY:

1) 1 ml de muestra ( variando la fraccion alicuota 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 Folin, diluida 1:3.

§) Agitar y reposar 30 min.

6) Leer a 595 nm.

La concentracion de proteina se determina por comparacién con una curva estandar

de albimina sérica bovina (figura §.1).
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Figura 5.1, CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE ALBUMINA VS D.O PARA LA

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR,



5.7. METODOS DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PIGMENTOS:

La extraccion del pigmento se efectud 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.

S) Agregar 2 ml de dietil éter -éter de petrdleo 1:1y agitar 10 seg.

6) Agregar agua destilada y agitar 10 seg.

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

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

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

10) Leer a 450 nm. (en alta) en un espectofotometro utilizando el coeficiente de
extincion de 2549 (1%, lem),

NOTA:

Como las muestras presentaban cierta degradacion al dejarlas secar se decidid leerlas

inmediatamente después de su extraccion resuspendiendo en eter de petréleo

utilizando un coeficiente de extincion de 2348 (1%,1cm).



El edleulo de 1a eoncentracién del pigmento se realizo aplieando la siguiente formula

propuesta por Britton y Goodwin (1985):

1%

pg de carotenoides=[(A)(y)(10 *)/(A ;) (100)]

Donde:
A = absorbancia de la muestra
y = volumen de¢l extracto en ml
10%= constante para expresar los earotenoides en pg
1%
Aycn= coeficiente de extincion especifico para zeaxantina

100= constante para eliminar ¢l factor de porcentaje.

5.8. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC):

La téeniea de eromatografia en eapa fina (TLC) sc utilizé para la separacion de la
zeaxantina de los otros pigmentos producidos por las flavobacterias y asi poder
cuantificarla por medio de un densitémetro marca CAMAG que dependiendo de la
intensidad de las manchas determina la eoneentracion de las muestras, utilizando un
estindar pure de zeaxantina proporcionado por Hoffman Le Roche como patrén de
referencia. Otros estindares utilizados fueron ¢l de f-earoteno proporcionado por la
misma compaiia y la olcoresina de flor de caléndula (flor de eempasichitl) que nos

permiticran conoeer qué otros pigmentos son sintetizados por las flavobaeterias,

Las eromatografias se realizaron sobre placas de silica gel 60 (Kieselgel DC-alufolien
sin indicador fluoreseente) de 10 x 20 em x 0.2 mm.
El desarrollo de las cromatografias  se  realizd con una mezcla de

diclorometano:acetato de ctilo (80:20), cn una camara sobresaturada,

0
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5.9. CUANTIFICACION DE ZEAXANTINA POR DENSITOMETRIA:

La cuantificacién de zeaxantina se llevé a cabo con un densitémetro marca CAMAG
TLC SCANNER II que tienc un mecanismo para montar y mover una placa
cromatogrifica a través de un haz de luz, Se miden las absorbancias de las distintas
regiones de la placa. Si se acopla un registrador, se obticne una grifica de absorbancia
frente a la posicidon de Ia placa (FIG. 5.1). El dirca bajo los distintos picos es
proporcional a la cantidad de pigmento presente, 1a cual se determina utilizando

estandares puros, especificos para cada pigmento,

——

— Fuente de radiacién
- T~ visible
AN

/1

Rendija
v
L | Filtro
Po
Direccién de
< Tira electroforética
. P para TLC

movimiento de
fa tira

v

GD Detector de radiacién visible

Componentes electrdnicos
y lectura de absorbancia

Figura 5.1, PARTES DE UN DENSITOMETRO,
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5.10. CUANTIFICACION DE GLUCOSA RESIDUAL:

La glucosa rcsidual se cuantifico utilizando ¢l paqguete para diagnéstico cnzimitico

de glucosa en suere GOD-PAD,
FUNDAMENTO:

La glucosa oxidasa (GOD)(B-D-glucosa:oxigeno-1-oxidorreductasa) cataliza la

oxidacion de la glucosa,
GOD
glucosa + 0; + H,0 ——) Acido glucdnico + H;0,

El perdxido de hidrégeno formade reacciona con 4-amine antipiridina y fenol en

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

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

concentracion de glucosa en la muestra analizada.
PAD
2H,0;+ 4-amino + Fenol —) Antipirilquinonimina + 4 H,;0

antipiridina

1)Disolver el contenido dc rcactivo No. 1 ¢n 200 ml, de agua destilada
Z)Aiadir ¢l contenido de un frasco No, 2, Mezclar suavemente y conservar a 4° C,

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

AGUA DESTILADA 0.025 soee soe

PATRON oo 0.025 oo
MUESTRA ser seo 0.025
MUZCLA DE 25 25 2.5
REACCION

4)Mezelar ¢ incubar 25 minutos a 20°C, Evitar 1a luz directa del sol.
§)Determinar las absorbancias a 510 nm durante los 15 minutos posteriores a fa

incubacion.

32
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CALCULOS:
absorbancia de 1a muestra

GLUCOSA (mg/mi) =

absorbancia del patrén

511, DETERMINACION DE AMONIO:

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

Para preparar un litro de cada solucion.
Solucién A:): Pesar 20 g de fenol y disolver en agua, agregar inmediatamente 50 mg
de nifroprusiato de sodio. Guardar en frasco dmbar a 4°C,
Solucién B: Pesar § g de NaOH y disolver en agua, agregar 8.4 ml de hipoclorifo de
sodio al 5.6%.

METODOLOGIA:

1)Diluir jas muestras hasta una concentracién menor a 10 mM,
2)Poner alicuotas de 50 pl en tubos de 5 ml,

3)Agregar 5 ml desol. A y agitar,

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

S)Dejar reaceionar 30min a temperatura ambiente ( sin luz )

6)Leer a 625 nm.

S.11a. CURVA ESTANDAR DE AMONIO,

La cuantificacion de amonio residual se determina por comparacién con una curva
estandar de cloruro de ainonio 0.1 M, realizando diluciones de 0.5, 1, 1.5, 2.5y § mM.

(figura 4.2), Las absorbaucias de las muestras se extrapolan en la curva y

considerando ol factor de dilucion se calcula Ia concentracion,
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CALCULOS:
absorbaneia de 1a muestra
GLUCOSA (mg/ml) =

absorbancia del patrén

5.11. DETERMINACION DE AMONIO:

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

Para preparar un litro de cada solucién,
Solucién A:): Pesar 20 g de fenol y disolver en agua, agregar inmediatamente 50 mg
de nitroprusiato de sodio, Guardar en frasco smbar a 4°C,
Solucién 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 econcentracién menor a 10 mM.
2)Poner alicuotas de 50 pl ¢n tubos de S5 ml.

3)Agregar 5§ ml de sol. Ay 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 ESTANDAR DE AMONIO.

La euantificacion de amonio residual se determina jor eomparacién con una curva
estindar de cloruro de amonio 0.1 M, realizando diluciones de 0.5, 1, 1.5,2.5y § mM.

(figura 4.2). Las absorbancias dc las muestras se extrapolan cn la curva y

considerando cl factor de dilucién se ealeula la concentracion,
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Figura 5.2, CURVA PATRON DE CONCENTRACION DENI,' V'S D.O PARA LA DETERMINACION DE

NITROGENO TOTAL.
5.12. DETERMINACION DEL pH:

Fl pH del medio de cultivo fue medido con un potencidmetro digital marca Beckman

modelo 3500.
5.13. ANALISIS ESTADISTICO:

El anilisis estadistico s¢ realizo mediante a aplicacion de disedos factorinles
completos a dos niveles, Cada condicion evaliada se realizé por triplicado para
reducir errores de variabilidad. Se establecion un cocficiente de variacion del 25%
como lintite maximo por tratarse de sistemas hinligicos. .
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Figura §.2. CURVA PATRON DE CONCENTRACION DE NI, VS D.0 PARA LA DETERMINACION DE

NITROGENO TOFAL,
5.12. DETERMINACION DEL pH:

El pH del medio de cultivo fue medido con un potencidmetro digital marca Beckman

modelo 3500.
5.13. ANALISIS ESTADISTICO:

El anilisis estadistico se realizé mediante Ia aplicacion de disefios factoriales
completos a dos niveles. Cada condicion evaluvada se realizoé por triplicado para
reducir errores de variabilidad, Sc establecion un coeficiente de variacion del 25%

como limite miximo por tratarse de sistemas bioligicos,
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6.1, SELECCION DE LA CEPA PRODUCTORA ,

En este trabajo sc 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

zcaxantina,

Las cuatro cepas se recuperaron de liofilizados, haciéndolas crecer en medios de
propagacion reportados cn ¢l catilogo de ta American Type Culture Collection de
1992, para cada especie de flavobacteria. Después de la propagacion, se realizaron
anilisis de los pigmentos generados por cada cepa, utilizando la técnica de
cromatografia cn capa fina, de mancra visual y por comparacién de los Rfs de las
manchas generadas por las distintas bacterias con ¢l Rf dcl cstindar pure de
zeaxantina (0.25), se determiné que Gnicamente Flavobacterium sp 21588 fue capaz de
producir zeaxantina cn cantidades apreciables ¢n su respectivo medio de propagacion
fig.6.1, ya que las otras fMlavobactering sintetizaron B-caroteno como principal

pigmento,
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VI.-RESULTADOS

6.1. SELECCION DE LA CEPAPRODUCTORA .

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
propagacion reportados en ¢l catdlogo de la Ameriean Type Culture Colleetion de
1992, para cada especie de flavobaeteria. Después de la propagacion, se realizaron
andlisis de los pigmentos generados por cada ccpa, utilizando 1a téeniea de
cromatografia en capa fina, de manera visual y por comparaeion de los Rfs de las
manchas generadas por las distintas bacterias con el Rf del estindar puro de
zeaxanting (0.25), se¢ determind que unicamente Flavobacterium sp 21588 fue eapaz de
producir zcaxantina en camtidades apreciables en su respeetivo medio de propagaeion
fig.0.1, ya que las otras flavobacterias sintetizaron f-caroteno eomo prineipal

pigmento,
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Figura 6.1, CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS PIGMENTOS PRODUCIDOS POR 4 ESPECIES
DE FLAVOBACTERIAS EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO,

= St zexantingg U= Flavobacterinm sp 21588 en media YIN; W= Flavobacterium sp 21588 en
medio Patente; 1V=: Flavobacterium sp 21588 en medio STYE; V= Flavobacteriun sp 21081 en medio
PM; VI Flavohacterisan agquatile en medio PM; VI Flavobacterium balustinum en medio A3 VIH

Flavobacterium fialusthupim en medio PM,; IX St zeaxanting y X St de [I-caroteno.
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Considerando lo anterior se realizé un nuevo andlisis de los pigmentos de cada flavobacteria,
creciéndolas en el medio a optimizar (medio STYE) y se realizé una cromatografia para
corroborar los resultados anteriores. En In fig. 6.2, se observa que cfectivamente
Flavobacterium sp 21588 fue cl vinico capaz de producir zeaxantina al comparar la mancha
generada por el estdndar con la formada por Ia cepa anteriormente mencionada. Utilizando
un densitémetro marea CAMAG se pudo determinar la concentracion real de zeaxanting de
Ias muestras (fig. 6.3). De csta manera se corrobord que efectivamente Flavobacterium sp
21588, fue ¢l tdnico capaz de produeir zeaxantina en cantidades cuantificubles (1,60 pg/ml),

con poea acumulaeion de otros earotenoides,

| Flavobacteriurm 21081
W Flavobacteriurm 215688 1‘ %

M £ aquatie
\V £ balustinurm

A St Zeaxantina

B St [f-caroteno

O S S O T e S [ R 0 e e

N N N Y N AN

| T m W A B

Figura 6.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS CAROTENOIBES PRODUCIDOS POR 4
ESPECIES DF FLAVOBACTERIAS EN MEDIO STYFE, Tiempo de fermentacion 48 h,
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Figura 6.3. ANALISIS DENSITOMETRICO DE LOS PIGMENTOS PRODUCIDOS POR LAS 4

FLAVOBACTERIAS EN MEDIO STYE CON 48 It DE FERMENTACION.,
1=F sp2l081; 2= F, sp 21588; 3 =F. aquatile; 4 = F, balustinum; 5 = St, zeaxantina (1.36 pp/20pul);

6 = 8t, -cavotena (19,95 pg/10ul).

Los resultados anteriores permilicron seleecionar a Flavobacterium sp 21588 como la mejor

opeion para inerementar Iy produceidn de zeaxanting, por medio de Ia optimizaciin de un

medio modifieado 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 modificado
de la patente Nestlé (PM) permitia a Flavobacterium sp 21588 producir considerables
concentraciones de zeaxantina (Diaz, 1995), se eligio dicho medio para iniciar los
estudios de optimizaeion, ofreciendo ventajas como su bajo ndmero de nutrimentos y
ademis la posibilidad de sustituir los pocos reactivos grado analitico por otros grado

industrial, abaticndo con ¢llo costos de produccién,

Tabla 6.1. COMPOSICION DEL MEDIO DE PARTIDA
(Patente Modificado)

Accite de maiz 0.08

*Extracto de levadura 1.8
*Glucosa 2
Licor de mafz 1.6
*MgCI2 1.5
“Triptoma 0.8
Apua de la lave c.b.p. 100 ml.

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

Antes de evaluar ¢l efecto de diversos factores y nutrimentos sobre I8 produccién de
zeaxantina en el medio a optimizar, se considerd conveniente seleccionar el medio y las
condiciones para el crecimiento decl inéculo que mayor produccién generen del
pigmento,

Se probaron como posibles medios de propagacion el medio YTN, reportado por
F.Hoffmann como adecuado para la produccion de zeaxantina y el medio patente sin
extracto de levadura y triptona denominado STYE, sobre el cual se llevé a cabo la
optimizacion. Se¢ pretendié usar como medio de inoculacién ¢l mismo de produccion,
con ¢l propasito de creeer al microorganismo desde un principio bajo las mismas

condiciones.

Ademis de la seleccion del medio, se determiné el tiempo de crecimiento del inéculo
y el porcentaje de indculo necesario para iniciar la fermentacién en ¢l medio de

produccion.

Para selcccionar las mejores condiciones del indculo se recurrio a un disciio factorial
de dos niveles 2%, El analisis de los datos se realizé por medio del algdritmd de Yates
tabla 6.3 , ¢l cual nos permitié conocer que variables del inoculo influyen de manera
significativa sobre la produccién de zeaxantina, los datos generales se muestran en

una matriz de diseiio (tabla 6.2).

El tiempo de fermentacion para el analisis se fijé a las 24 h, ya que la mixima

productividad se obtuvo a este tiempo (tabla 6.3).

Por medio del algoritmo de Yates, se pudo caleular la desviacion tipiea de este
experimento, obteniendo un valor de la misma de 0.194, Ia cual permitio determinar
qué variables del indculo afectaban significativamente Ia produccion de zeaxantina, El

medio de cultivo y el tiempo de crecimiento del indeulo resultaron ser importantes
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para la produccion del pigmento, Los signos positivos de las estimaciones de estas
variables nos indiearon que el tiempo y ¢l medio o utilizar para el crecimiento del
indeulo scrian los valores mdximos de los mismos, es decir medio YTN con 24 h de
crecimiento. Con respeeto al poreentaje de indculo ¢ste no fue de importuncia
significativa, por lo que se decidié utilizar el §%, manejado normalmente en el

laboratorio en otros estudias sobre Flavobacterium.

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

mismas no ejercicron una influencia signifieativa sobre la respuesta.

Las coeficientes de variacion de las distintas condiciones evaluadas fueron menores
al 25% permitido para sistemas biologieos, por lo que los resultados obtenidos se

consideraron confiables.
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Tabla 6.2, DATOS DE UN DISENO FACTORIAL 2* PARA LA EVALUACION DEL INOCULO.

Condicion Ticmpo Concentracién Medio Produccion
() (%) (AoB) (pg/mh)
T C M y
1) Unidades originales de variables
1 12 3 A 1,91
2 12 3 B 2.086
3 12 7 A 1.69
4 12 7 B 2.38
] 24 3 A 2,06
6 24 3 B 2.50
7 24 7 A 2.18
8 24 7 B 232
b) Unidades codificadas de variables
1 - - - 1.91
2 - - + 2.086
] - + - 1.69
4 - + + 2.38
5 + . - 2,06
6 + + 2.50
7 + + - 2,15
8 + + + 232
Tiempo (h) Concentracion Medio
- + - r -+
12 24 3 7 A B

A= Medio STYE
li= Medin YTN.

S e 20 W pund



P s pumpn

Tahbla. 6.3. ALGORITMO DE YATES PARA LA EVALUACION DEL INOCULO.

N Varables Meduevp. Fsiimas Sodpiea ldenti- N

Combion de maliig chemcntat Clanges ficacion  tatuwndar
A)l N (g mi)

: & k)
Cilculo de las eslimaciones para determinar las mejores condiciones del indculo por medio

del algoritmo de Yales. Donde T es el tiempo de incubacion, C es la concentracién del medio
de propagacién, M ¢l medio de cultivo, S la desviacion estandar y C.V ¢l coeficiente de

variacion,

6.4, EFECTO DEL EXTRACTO DE LEVADURA Y TRIPTONA SOBRE LA
PRODUCCION DE ZEAXANTINA,

Como estudios previos a la optimizacion se evalud el efecto del extracto de levadura
y triptona sobre la produccion de zeaxantina por Flavobacterium sp 21588, ya que al
parccer cstos nutrimentos incrementaban In produceion de earotenoides totales, pero
Ia concentracion real de zeaxanting fue muy baja, al acumularse mayormente p-

caroteno (Diaz, 1985).

Fl efceto de los nutrimentos antes mencionados se corroboré al crceer a
Flavobacterium 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, observandose un mayor
erecimiento y produccion voluméiriea de earotenoides totales en ¢l medio STYE, pero
la produccion espeeifica fue mayor en el medio PM, lo cual nos indicé que aunque ¢l

crecimicento 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 ¢l medio STYE, en ¢l

cual la bacteria optd por crecer preferentemente.
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Figura 6.4, CINETICA DE CRECIMIENTO DE Flavobacterium Sp 21588 EN DOS MEDIOS DE

CULTIVO: (») Patente Madificado y (x) STYE.
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Figura 6.5. PRODUCCION VOLUMETRICA Y ESPECIFICA DE CAROTENOIDES TOTALES.
POR Flavobacterium sp 21588
(*) Medio PM produccién volumétrica; (x) Medio STYE produccién volumétrica,
(*) Medio PM produccion especifica y (@) Medio STYE producciéon especifica.

El medio PM, results ser un mejor medio de produccién de carotenoides totales,
pero al realizar un andlisis cromatogréfico de los pigmentos producidos en ambos
medios por la flavebacteria fig.6.6, s¢ observi que el incremento de carotenoides
totales en el medio PM se debid a la acumulacion de f-caroteno, pero la concentracion
de zeaxantina fue muy baja, en cambio en el medio STYE de la produccion de

carotenoides totales en casi un 100% correspondié a zeaxantina.
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Figura 6.6, CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS PIGMENTOS PRODUCIDOS POR
Flavobucterium sp 21588 EN DOS MEDIOS DE CULTIVO.
(A) Patente Modificado y (B) STYE. Tiempa de fermentacion 48 y 72 h,

* St, zeaxanting,

Consideranto el objetivo planteado de inerementar la produecion de zeaxantina, se
decidid realizay la optimizaeion del medio STYE por su baja acumulacién de otros

pigmentos diferentes a zeaxanting, teniendo asi una pureza cercana al [00%.,

La evolucion de los vilores del pll en amhos medias fae muy semejante, siendo
ligeramente mayor en el medio PM, munteniéndose en un intervalo de 7-9, lo cual nos
indicd que la bacteria requicre un pll muy bisico para erecer y producir pigmentos

figura 6.7,

16

s -t



-

.
85 -

Tiempo (h)

Figura 6.7, VARIACION DEL PH EN DOS MEDIOS DE PRODUCCION POR Flavobacterium sp
21588, (o) Patente Modificado y (x) STYE.

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

Se decidié probar el cfecto de la fraccion de lenado sobre la produceién de
zeaxanting, al considerar que dicha fraccion sc encuentra directamente relacionada
con la oxigenacién, ya que a menor fraccion de lienado la oxigenaeién existente dentro
del sistema es mayor, lo cual podria beneficiar la produceion de pigmentos al obligar a
Ia célula a produeirlos como defensa antioxidante.

Dicho efccto se evalud en los dos medios anteriormente mencionados PM y STYE,
analizdndose tres fracciones de Henado 0.4,0.2 y 0.1 ¢en matraces bafleados de 250 ml.
Los resultados obtenidos s¢ muestran cn la tabla 6.4 y en las figuras de 12 6.8 a 1a 6.10,

Se observa que en ambos mcedios la fraceion de Henado afectd tanto el crecimiento
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como la produccién, es decir, una fraccion de llenado de 0.4 no permitié una buena
oxigenacién por lo que la flavobacteria crecié lentamente, produciendo una minima
cantidad de pigmentos, con 0.2 de fraceion de lienado se obtuvo un buen crecimiento y
produccién, presentando sus mdximos a las 72 h en ambos medios, Las mdximas
producciones se ohservaron con una fraccion de lenado de 0.1 reduciéndose el tiempo
de méxima produccién a 48 h, siendo mayores en ¢l medio PM (6.28ug/ml), que en el
medio STYE (3.5ug/ml)

9"~ e [ F—— ol [ { ul I}
[ 2¢ 4 n 96 0 2] “ n ]
Tiempo (h} Tiempa (h)

Figura 6.82, IMPORTANCIA DE LA FRACCION  Figura 6.8b, IMPORTANCIA DE LA

DE LLENADO SOBRE EL CRECIMIENTODE  FRACCION DE LLENADO SOBRE EL

Flavobacterium sp 21588 en medio PM. CRECIMIENTO DE Flavobacterium sp 21588
en medio STYE,
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Figura 6.9a. Importancia de la fraccion de Figura 6.9b. Importancia de la fraccién de
llenado en la produccién volumétrica de llenado en la produccién volumétrica de
carotenoides totales en medio PM. carotenoides totales en medlo STYE.
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Figura 6.10a, Importancia de la fraceion de Figura 6.10b, Importancia de la

licnado en la produecion especifica de fraccion de llenado en la produceion
carotenoides totales en medio PM, especifica de carotenoides totales en
medio STYE.

Lo anterior nos mostré que una fraceion de llenado de 0.1 influyé de manera
positiva sobre el erecimiento y produccion de pigmentos por Flavobacterium sp 21588,
obteniéndose los méximos tante de crecimiento como de produccién en un menor
tiempo, ya que con una fraceion de llemado de 0.2 y 0.4 el crecimiento y lus
producciones son menores, alcanzdndose los miximos ¢cn un mayor tiempo de

fermentacion.
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El pH tendid a desestabilizarse y disminuir dristicamente en el medio PM cuando s¢

usé una fraceién de lienado de 0.4, lo cual pudo deberse al poco crecimiento de la

bacteria; con fraccioncs de 0.2 y 0.1 el pH sc mantuvo mas estable cn un rango de 7-9.

En medio STYE el pH tendidé a aumentar en funcion del tiempo, sicndo ligeramente

menor con la fraccion de Nenado de 0.4, debido igualmentc como en ¢l medio PM al

crecimiento deficiente del microorganismo comparado con el aleanzado con fracciones

de 0.2y 0.1(Fig. 6.11 ay b),
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Figura 6.11a. Influencia de 1a fraccion de
llenado sobre ¢l pli del medio de produccion
(PM).
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Figura 6.11b, Influencia d¢ la fraccion de
lienado sobre el pit del medio de produccion
(STYE).

51

~temonal



N

Cromatogrificamente se evaluaron las tres fracciones de llenado antes mencionadas
para conocer su efecto sobre la produccién de zeaxantina. En la fig. 6.12, se observan
las variaciones en la intensidad de Ias manchas de los pigmentos producidos por Ia
flavobacteria, En medio STYE con una fraceion de llenado de 0.1, las manchas
correspondientes a zeaxantina fueron mds intensas que las generadas con 0.2 y 0.4 las
cuales tendieron a disminuir de manera marcada. La fraccién de llenado de 0.1 en
medio STYE ademids de favorecer una mayor produccién de zeaxanting, evité la
acumulaeion de otros pigmentos entre ellos el -caroteno, que se acumulé de manera
marcada con fracciones de llenado de 0.2 y 0.4 y atin mds en medio PM con las
mismas fracciones de llenado. Este experimento permitié seleccionar una menor
fraccion de llenado de 0.1, ya que anteriormente se manejaba una fraccion de 0.2 que

acumulaba otros carotenoides diferentes a zeaxantina,
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Figura 6.12, Importancia de Ia oxigenacion en la produceion de pigmentos por
Flavobacterium sp 21588 a las 48 h y 72 h de fermentacion, con tres fraceiones de
llenado. (A) Medio PM 0.1, 0.2 y 0.4 respectivamente de fraccion de llenado, (B)
Medio STYE 0.1, 0.2 y 0.4 de fraccion de llenado. * St. zeaxantina,
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Tabla 6.4, EFECTO DEL MEDIO Y FRACCION DE LLENADO SOBRE LA PRODUCCION DE
CAROTENOIDES TOTALES,

Medio Vol del matras Vol. del medio Fraccron de Camrotenandes
{ml) Henado tpp mb

6.28+1.04
PM 250 N ) 11623235
™M 350 oo | 04 09254015
STYE 250 23 o 0.10 3.90£0.042
STYE 350 50 j 0.2 3.5010.07
STYE 350 700 ! 04 16520148

El experimento se lleva acabo por duplicado a 29°C y 180 r.p.m. durante 48h,

En este experimento observamos que ka produccion de earotenoides totales en medio
STYE correspondiéo casi en un 0% a  zeaxantina, segin los resultadoy
cromatogrificos anteriores, que mostriaron una minima acuinulaciin de otros

pigmentos.

6.6. FECTO DEL MEDIO DE CULTIVO, FRACCION DE LLENADO Y pH SOBRFE
LA PRODUCCION DFE ZEAXANTINA,

Muchas veces no se tienen las condiciones adecuadas para obtener los mejores
resultados de un determinado proceso, s por ello que mediante un andlisis estadistico
s¢ puede determinar ln importancia de las diferentes variables que pueden influir
sobre la respuesta de interés. En este estudio se desea conocer si el medio de cultivo, In
fraccion de llenado y el pl cjereen una influencia significativa sobre la produceinn de
zeaxanting tauto de manera individual como de manera interactiva para lo cual se
utilizé un analisis de varianza, Las combinaciones de las tres variables o evaluar se
presentan en una matriz de diseio (tabka 6.5), L cual nos pérmitc visualizar los niveles

miximos y minimos manejados,
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Tabla 6.5. EFECTO DEL PH, VOLUMEN DE LLENADO Y MEDIO DE CULTIVO SOBRF, LA

PRODUCCION,
Condicidén pH Volumen Medio Produccién Produccidn
(m!) (AoB) Carotenoides  Zeaxantina
P A% M (pg/mi) (pg/ml)
48 h, 48h.
a) Unidades originales de variabies
| 6.5 25 A 291 191
2 12 25 A 3.04 1.21
3 6.5 25 B 1.95 1.64
4 1.2 25 B 2,20 1.91
5 6.5 50 2.5 1.55
*6 1.2 50 2,01 0.793
7 6.5 50 n 215 114
8 12 50 B 2.3 0.700
b) Unidades codificadas de variables
1 . - - 1.91 191
2 + - - 2,086 1.21
3 - - + 1.69 1.64
4 + - + 2.38 19N
5 - + - 2.06 1.55
*6 + + - 2.50 0.793
7 - + + 2.15 1.14
8 + + + 2.3 0.700
A= Medio PM.
B=Medio STYF.
*La condieion 6 corresponde al control,
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El andlisis de varianza presentado en ¢l anexo 3, permitié conocer que In
composicion del medio de cultivo y 1a fraccion de llenado afectis de manera importante
la produceion de zeaxantina, siendo ¢l medio STYE y la fraceién de 0.1 los mis
adecuados. El pH no ejercié ninguna influencia por lo que la produecion no se ve

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

La mejor combinacion de las tres variables evaluadas (medio, fraceion de Uenado y
pH) se selecciond considerando la mayor produccion de zeaxantina obtenida en las
condiciones presentadas en la tabla 6.5.

De las condiciones evaluadas 1a nimero dos (medio PM, fraccién de llenado de 0.1 y
pH de 7.2) fue la que permitio obtener la mayor produccion de carotenoides totales
(3.04 pg/ml),

Con respecto a la praduccion de zeaxanting, un anilisis cromatografico permitio
visualizar en las condiciones 3 (medio STYE, fraceion de llenado 0.1 y pH de 6.5)y 4
(medio STYE, fraccion de 0.1 y plt de 7.2) poca acumulacion de otros carotenoides
(Fig. 6.13). Sin embargo en 1a eondicion cuatro ¢l ptl de 7.2 favorecié la sintesis de

zeaxantina obteniendo una pureza cereana al 100%
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Figura 6,13, INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO, FRACCION DE LLENADO Y pll SOBRE LA
PRODUCCION DE ZEANANTINA POR Flavohacteriian sp 21588, = Medio PM, 0.1, 6.5, Ti= Malio
PM, 0.1, 7.2. I11=Medio STYL, 0.1, 6.5, 1V= Medio STYE, 0.1,7.2, V= Medio PM, 0.2, 6.5. Vi=
Medio PM, 0.2, 7.2, VII= Medio STYE, 0.2, 6.5. VI11= Medio STYE, 0.2, 7.2, C1 = Medio M,
0.2,7.2, C2=STYE, 1.2, 7.2, * St zeaxantin,

Con base en eslos resnltados y en funcion de nuestro objetivo de optimizar Ia
produccion de zeaxanting, fas condiciones de partida fuevon medio STYE, con un
volumen de fienado de 25 ml en matraces hafleados de 250 ml, con un phE inicial de

7.2,
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6.7. VARIABILIDAD EN LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA EN LAS
CONDICIONES A OPTIMIZAR.

La finalidad de este experimento fue establecer 1a variabilidad mixima 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 revisé la variahilidad en un mismo experimento y la variabilidad de un

experimento a otro,

En ¢l primer caso, se utilizaron 10 corridas en matraces bafleados de 250 ml con 25
ml de medio STYE con reactivos grado analitico-industrial, (los reactivos analiticos
mis adelante se sustituyeron por reactivos industriales al obtener mejores
producciones eon 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 manipulacién que pudieran afectar el comportamiento de la cepa,

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 1 del anexo 3 donde se muestra ia
variabilidad en la produccién de carotenoides totales y zeaxantina a las 48 h de
fermentacién sobre un mismo experimento. La diferencia entre ¢l valor mis alto y
més bajo fue de 1.47 pg/ml , esta variacion estadisticamente representa el 10.90 % del

promedio, cifra que en la prictica se considera razonable para sistemas hiologicos.

Para analizar la variabilidad de un experimento a otro se llevaron a cabo corridas
por triplicado en fechas diferentes, preparando el media 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 variacion. A partir de los 15 datos de produccién obtenidos

de 5 experimentos realizados por triplicado, se observé un considerable intervalo de
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variacién de un experimento a otro. Con estos resultados se realizé un andlisis de
varianza con un nivel dc confianza del 95%. Los resultados mostrados en la tabla 3
del anexo 3 indican que Ia variabilidad de la produccion cn difcrentes experimentos es

mayor a la obtenida ¢n un mismo experimento, sicndo altamente significativa,

El andlisis de homogencidad que se presenta en la tabla 4 del ancxo 3, nos muestra
al comparar los promedios de produccion de los diferentes experimentos, que existe
una difcrencia altamente significativa del experimento 4 con respecto a los otros, los
experimentos 1 y § no presentan diferencias significativas entre ellos, al igual que los
experimentos 2 y 3, pero de mancra comparativa cstos dos grupos presentan una
diferencin significativa. Lo anterior nos muestra que la variacion entre experimentos

¢s mayor a la generada en un mismo cxperimento,

6.8. INFLUENCIA DEL TIPO DE REACTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE
ZEAXANTINA

Los reactivos usados al inicio del trabajo tueron nna mezela de reactivos grado
industrial-analitico, lo cual generaba interferencias al no tener un grado de pureza
uniforme, ademids como en cualquier optimizacion, lo que se desea es una mayor
produccién al menor costo posible, se decidio sustituir los reaetivos grado analitico
por reactivos grado industrial, para observar ¢l efecto de la pureza de los mismos

sobre Ia produccion de zeaxanting,

Los resultados obtenidos se muestrin en a tabli 6.6 y en las figuras 6.14-6.16. Sc
obscrva que los reactivos grado imdustrial favorecen tanto la producion de
carotenoides totales como de zeaxanting, asi como ¢l erccimiento, obteniendo
respuestas mayores a las gencradas en el medio con Ia mezela de reactivos grado

analitico-industrial,
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Tabla 6.6. EFECTO DEL TIPO DE REACTIVO (R) SOBRE LA PRODUCCION DE
ZEAXANTINA,

Leavantima

Licmpa Carotenoides Totales
G ml)

g mi)

)
K ondastriales

KoInd = Analt R Industriales R.Ind-~Analu
24 3.9 4,32 376 4.08
48 3.96 5.62 3.60 5.41
7 339 431 3.23 4.04
96 323 3.51 2.81 3.0
El experimento se ltevé a cabo en matraces bafleados de 250 mt con 25 ml de medio STYE

durante 96 h, *Glucosa y MgCl, se manejaron como reactivos grado analitico,
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Figura 6.14. IMPORTANCIA DEL TIPO DE REACTIVO,
Cinética de erecimiento de Flavobacterium sp 21588 en medio STYE,
con un pl¥ inicial de7.2 y una fraceion de Henado de 0.1,

(*) Reactivos grado analitico y (x) Reactivos grado industrial
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Figura 6.15 a, PRODUCCION VOLUMETRICA DE CAROTENOIDES TOTALES Y
ZEAXANTINA EN MEDIO STYE USANDO REACTIVOS GRADO ANALITICO,

(%) carotenoides totales y (x) zeaxantina,
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Figura 6,15b, PRODUCCION VOLUMETRICA Y ESPECIFICA DE
ZEAXANTINA EN MEDIO STYFE, CON REACTIVOS GRADO INDUSTRIAL,

(*) Produccion volumétrica y (x) Produccion especifica.

Prod.especil.eg Zeax fmg prot.)
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Figura 6.16. PRODUCC ION ESPECIFICA DE CAROTENOIDES
TOTALES Y ZEAXANTINA EN MEDIO STYE USANDO REACTIVOS
GRADO ANALITICO, (%) zeaxantina y (x) carotenoides totales,

En Ia figuras 6.17, 6.18, 6.19 y 6.20 se muestran fas placas cromatogrificas y los
andlisis densitométricos respectivamente de las cinéticas de produccién de zeaxanting
por Flavobacterim sp 21588 en ¢l medio STYE con reactivos analiticos-industriales y
con reactivos 100% industriales, en el primer caso se observd que a las 24 h. de
fermentacion se alcanza el méximo de produccion de zeaxantina (3.76 pg/ml), con
poca acumulacién de otros carotenoides, y en el segundo caso se alcanzd el mdximo a
1as 48h (6.35 pg/ml), igualmente con poca acumulacion de otros carofenoides, pero con
un incremento considerable en la produccién. Algo importante que se observé fue que
a medida que el tiempo transcurre se incrementa la cantidad de carotenoides totales,

pero disminuye notablemente ¢l porcentaje de zeaxantina,
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Figura 6.16. PRODUCCION ESPECIFICA DE CAROTENOIDES
TOTALES Y ZEAXANTINA EN MEDIO STYE 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 cromatogrificas y los
andlisis densitométricos respectivamente de las cinéticas de produccién de zeaxantina
por Flavobacterium sp 21588 en el medio STYE con reactivos analiticos-industriales y
con reactivos 100% industriales, en el primer caso se observé que a las 24 h. de
fermentacion se alcanza el miximo de produccién de zeaxantina (3.76 pg/ml), con
poca acumulacién de otros carotenoides, y en el segundo caso se alcanzé el miximo a
las 48h (6.35 pg/ml), igualmente con poca acumulacion de otros carotenoides, pero con
un incremento considerable en Ia produceion. Algo importante que se observé fue que
a medida que el tiempo transcurre se incrementa la cantidad de carotenoides totales,

pero disminuye notablemente ¢l porcentaje de zeaxantina,
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Figura 6,17, CINETICA DE PRODUCCION DE ZEAXANTINA POR Flavobacterium sp 21588 N
MEDIO STYE USANDO REACTIVOS GRADO ANALITICO.
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Figura 6.18. CINETICA DE PRODUCCION DE ZEAXANTINA POR Flavobacterium sp 21588 EN
MEDIO STYE USANDO REACTIVOS GRADO INDUSTRIAL. | = St, zeaxantina y 11 = St, B-caroteno,
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Figura 6,19, ANALISIS DENSITOMETRICO, Pigmentos producidos por Flavobacterium sp

21588 cn medio STYE, usando reactivos grado analitico y 72 h de fermentacidn,

(mV] 100 -
80 -
60 - ----- st, f-caroteno
40 }—--- st. Zeaxantina
wd 000 A\ e 72 h,
........ 48 h,
0 —T y—p - - - 24 h,
0 20 100
{mm]

Figura 620, ANALISIS DENSITOMETRICO, Cinética de pigmentos  producidos por

Flavobacterium sp 21588 en medio STYE, usando reactivos grado bidustrial,
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Con lo que respeeta al consumo de glucosa, amonio y variacién del pH inicial, los
resultados en ambos medios se muestran ¢n las grificas 6.21-6.23. Se observa que la
bacteria consume casi ¢l 100% de glucosa a las 48 h, sin importar que los reactivos
sean grado analitico o industrial. El amonio igualmente se consume en ambos medioy
casi al 100% a las 24h, pero posteriormente el microorganismo comienza a exeretarlo,
esto posiblemente ocurra como mecanismo de defensa para evitar que cl amonio
intracelular a altas eoncentraciones afecte el crecimiento celular, E1 pH en ambas
condieiones 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 ¢n medio Figura 6.22. AMONIO RESIDUAL presente
STYE. Concentracion inicial 2%. durante ¢l crecimiento de Fluvobacterium
(RA) Reactivos grado analitico y sp 21588 en medio STYE.
(RD) Reactivos grado industrial, (RA) Reaetivos grado analitco y

(R Reactivos grado industrial,
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Figura 6.23. EFECTO DE LA PUREZA DE L.OS DE LOS REACTIVOS SOBRE
LA VARIACION DEL pll ENEL MEDIO STYE.,
(RA) Reactivos grado analitico y (RI) Reactivos grado industrial,

6.9. IMPORTANCIA DE LOS NUTRIMENTOS DEL MEDIO A OPTIMIZAR
SOBRE LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA

Como una fase previa a la optimizacion del medio STYE, se realizé un disefio
factorial 2*, para determinar que nutrimentos cjercian un efecto significativo sobre la
produccion de zeaxantina, considerando tanto los efectos positivos eomo los negativos
y buscando asi poder generar un modelo matemitico que pudiera pronosticar
adecuadamente el cfecto de los nutrimentos sobre In produccion y con ello prever

préximos experimentos.
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Se realizé un experimento por duplicado aplicando ¢l diseiio factarial 2*, en ¢l que
se evaluaron los cuatro ingredientes del medio a optimizar (licor de maiz, MgCl,,
aceite de maiz y glucosa), todos ellos grado industrial. La matriz de diseiio con los

valores maximos y minimos de cada nutrimento se muestra en Ia tabla 6.7,

Los valores maximos y minimos de los nutrimentos se establecieron en base o
estudios previos realizados en el laboratorio, Los decrementos ¢ incrementos fueron
del 50% para licor, glucosa y MgCly y de un 100% para el accite de maiz, en relacion

1 la concentracion de los mismos en el medio base a optimizar.

Por medio del algoritmo de Yates se determino el efeeto de los nutrimentos sobre la
produceion de zeaxantina. Los coeficientes de regresion obtenidos para cada
nutrimento nos permiticron determinar cuales cjercian realmente una influcneia
significativa sobre la produccion y si esa influencia era positiva o negativa, Los
resultados obtenidos se muestran en la tabln 6.8, en Iy cual se observa eonsiderando,
dos veees el valor de la desviacion tipica (0.32) (con el fin de tener un 95% de
confiabilidad de las vespuestas), que al comparar esta desviacion con los coeficientes
de los diferentes nutrimentos, dnicamente ¢l licor de maiz influyd de manera
significativa y positiva sobre la produceion de zeaxantina. No existio influencia
importante por parte de los demds 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 DISERO FACTORIAL 2 PARA DETERMINAR LA IMPORTANCIA

DE LOS NUTRIENTES A OPTIMIZAR SOBRE LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA,

Condicidn Licor de maiz MgC12 Glucosa Aceite de maiz Zeaxantina

(ml) ® ® (ml) (ng/ml)
i 08 075 | 0 237
2 0.8 075 | 0.16 1.81
3 0.8 075 3 0 1.84
4 0.8 0.75 3 0.16 1.42
5 0.8 225 | 0 1.34
6 0.8 2.25 | 0.16 1.30
1 0.8 225 3 0 138
8 0.8 225 3 0.16 2,29
9 2,04 075 1 0 5.03
10 2.04 075 | 0.16 447
1" 2.04 075 3 0 3.89
12 2.04 075 3 0.16 4.10
13 2.04 225 | 0 3.96
14 2.04 225 | 0.16 294
15 2.04 225 3 0 442
16 2.04 225 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 DE LOS NUTRIMENTOS A OPTIMIZAR SOBRE
LA PRODUCCION DF, ZEAXANTINA,

N Condicion Variables Media ~ Fstl- S tiplea  Bdenth- S.estandar

ABCD ) macion feacidn

fug/ml)

(SR Y

1 2.27 289 | £0.095 | Media 0.14

2 - - - 4 | 18I | <0024 ] 01910 d 0.037 2
3 - - 4 - | 184 | 0003 | 01910 ¢ 0.21 1
4 <ot w143 [ 0035 [+00910] «d 0.05 3
5 R 7 I ORIV TR ) b 0.21 1
6 <+ - | 130 | 0028 [ 200910 [ hd 0.08 45
7 T 4 T80 {0203 [ r0vio [ be 0.06 3
8 b v v | 239 [T 0034 | 20900 [ bed 0.084 4.5
9 I ) 8T X090 [ 0.3 7]
10 b oo v | 44T o2 oo | ad 0.42 8
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Considerando lo anterior, ¢l modelo matemitico que pronosticé el efecto de los

nutrimentos sobre la produccién de zeaxantina fue ¢l siguiente:

y=2.893 + LI84A

Donde:
y= Concentracién de zeaxantina esperada,
2.893 = Error aleatorizado e independiente,

1.184A = Coeficiente de regresion del licor de maiz.

El modelo matematico nos dice que la concentracion de zeaxantina es linealmente
dependiente de la concentracion del licor de maiz, el signo positivo del coeficiente nos
dice que el licor debe incrementarse aproximadamente en 1,184 unidades para
obtener una mayor produccién del pigmento de interés, EI andlisis pronosticado nos
permitio  usar posteriormente el método de Box-Wilson para encontrar |
concentracién minima necesaria de los nutrimentos no significativos que permitiera la
mejor produccién  dc)  pigmento, para  posteriormente mantener  dichas
concentraciones constantes y buscar por altimo la coneentracion éptima de licor de

maiz que resultara en la mayor produccion de zeaxantina,

También se aplico el algoritmo de Yates al reviés, para comprobar que efectivaniente
¢l modelo obtenido, pronosticaba adecuadamente ¢l efecto de los nutrimentos sobre la

respuesta, [o cual se corroboré al obtener residuos cercanos a cero.

En virtud de que el MgCl,, el aceite de maiz y la glucosa no cjercieron un efecto
significativo sobre la produccion de zeaxanting, con un nivel de confianza del 95%,
sus concentraciones minimas neeesarias se determinaron por medio del método de

Box-Wilson.
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El método de Box-Wilson nos permitio determinar la mejor concentracion de los
nutrimentos que no ejercicron un efecto importante sobre la produccion ( MgCl;,
glucosa y aceite de maiz) para posteriormente mantenerlos constantes y variar
unicamente el licor de maiz hasta encontrar Ia coneentracion dptima del mismo que
generé la maxima produccion de zeaxanting, ademsis nos indicé en cuantas unidades
aumentar o disminuir los nutrimentos poco significativos, lov valores se muestran ¢n

1a tabla 6.9,

Tabla 6.9. VARIACION DE LOS NUTRIMENTOS POCO SIGNIFICATIVOS.

Medio ise A\ 1] (& 1

Licar de maly Mg, Glucosa Acette de tuals
% 1.6 1.5 2 0.08
Unidades de +1 -0.167 +0.0032 -0.010

Variacion

Considerando las unidades de variacion de cada nutrimento, el licor de maiz deberd
incrementarse a razon de +1 unidad a partir del medio base original, el MgCl, debera
disminuirse en 0.167 unidades, glucosa incrementarse en 0.0032 y accite de mafz
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 CONCENTRACION DE 1.0S NUTRIMENTOS SOBRE LA

Cundicton

PRODUCCION DE ZEAXANTINA,

Nutrimento

! 2.6 1.33 12003 0.07
2 3.6 1.166 12,006 0.06
3 4.6 0.999 ~'3;“3.000 0.05
4 5.6 0.832 3013 0.04
5 6.6 0.665 2018 0.03
6 7.6 0.498 U018 0.02
7 8.6 0.331 (2021 0.01
8 9.6 0.164 : 2037 0

C 1.6 K] N 0.08

Se realizo la cuantificacion tunto de zeaxantina como de cavotenoides totales, los

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

condicién 3 es la que permite obtener la mayor produccién y erecimiento de la

flavobacteria, con valores de 9.657 pg/mi de carotenovides totales y 6,45 pg/ml de

zeaxantina,

4
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CONDICIONES

Figura 6,24, EFECTO DE LA CONCENTRACION DE 1.0S NUTRIMENTOS SOBRE
EL CRECIMIENTO DE Flavobacterium sp 21588,

(La concentracion de los nutrimentos se modifico en el siguiente orden:
% licor de maiz, % MgCl, % glucosa y % aceite de maiz).
Condiciones,

I1=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, (.832, 2.012, 0.04,
5= 6.6, 0.66S, 2.015,0.03.
6= 7.6, .498, 2,018, (.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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Figura 6.25a. Efecto de la concentracién de los Figura 6.25b. Efecto de la concentracion de los
nutrimentos en la produccién volumétrica nutrimentos en la producién volumétrica de

de zeaxantina

carotenoides totales.

Condiciones:

(variacién de licor, MgCly, glucosa y accite 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, 2,01S, 0.03.
6=1.6,0.498, 2.018, 0.02.
7=8.6,0.331,2.021, 0.01.
8=9.0,0.164, 2,024, 0.0.
9(Control)=1.6, 1.5, 2, .08,
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Figura 6,26, EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LOS NUTRIMENTOS EN LA PRODUCCION
ESPECIFICA DE PIGMENTOS, () Carotenoides totales y ( X) Zexanlina,

Con respecto al consumo de glucosa y amonio grificas 6.27 y 6.28, ¢l azicar se
consumne casi en un 100% hasta la condicion 5, pero apartir de la condicion 6 con una
concentracion  del  2.018%, el consumo disminuy6é considerablemente, esto
posiblemente por ¢! decremento del MgCl, (0.498%) o por el incremento del licor

(7.6%), que afeetaron ¢l erceimiento y con ¢llo Ia produccion del pigmento,
El licor de maiz se consumid de manera importante hasta concentraciones de 0.046

g/ml, posteriormente su consumo por ka flavobacteria disiminuyé acumulindose como

amonio residual,
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GLUCOSA (mg/mi)

1 2 3 4 5 6
CONDICIONES

Figura 6.27. consumo pE GLUCOSA VARIANDO 1.A CONCENTRACION DE NUTRIMENTOS

POR Fluvobacterium sp 21588, Tiempo de

Condiciones:

fermentacion 48 b,

(variacién de licor, MgCl,, glucosn y aecite 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, 0.0,
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, 0.1,
8=9.6, 0.164, 2.024, 0.0,
Conlrol=1.6, 1.5, 2, 0.08.
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ESTA TESIS NO GERE
SALIR DE LA BIBLIBVECA
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AMOI\II\LO RESIDUAL (mM)

fal

CONDICIONES

Figura 6,28, AMONIO RESIDUAL PRESENTE AL VARIAR LA CONCENTRACION DE LOS
NUTRIMENTOS
POR Flavobacterium sp 21588, Tiempo de fermentacion 48 h,
Condiciones:
(variacion de licor, MgCly, glucosa y accite respectivamente)
t= 2.6, .33, 2,003, 0.07,
2= 3.8, 1.66, 2.066, 0.06,
3= 4.6, 0999, 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.
$=9.6, 0.164, 2.024, 0.0,
Control=1.6, 1.5, 2, 0.08.
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En Ia figura 6.29 se muestra el cfeeto de la concentracion de los nutrimentos sobre la
acumulacion de los pigmentos sintetizados por Flavobacterinm sp 21588. Se observa
que a mayor concentracion de licor de maiz se acumulé nayor cantidad de -
caroteno, disminuyendo ¢l poreentaje de zeaxantina. El  decremento de
concentracion del MgCly afectd el erecimicento y con cllo la produccion (manchas VI y
VHI). La glucosa y el accite no parecen haber afectado la sintesis de zeaxantina,
posiblentente por que sus conecentraciones no se modificaron marcadamente, El
control no presenté acumulacion de f-carateno, pero Ia concentracion de zeaxantina

fue menor a la de las condiciones I-V1,

o0 000 0 0 0 @

n (4} : “

- . n~ . . - . Lo m e e tn et e s e

I I I ¥ ¥ ¥ ¥ YI VI C

Figura 6.29. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LOS NUTRIMENTOS EN LA SINTESIS DE
ZEANANTINA POR Flayobuaceerium sp 21588, Condiciones ¢ 1= 2.6, 1.33, 2003, 0.07. If = 3.6,
1.16, 2,006, 0.06. 111 = 4,6, 0,999, 2.009, 0,05, IV = 5.0, 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, VIlI = 9.6, 0.164, 2,024,0,
Canteol = 1,6, 1.5, 2, 0,08, * Sl zeaxantina, ( Variacion del licor de maiz, MgCly, glucosa y

seeile respectivinnenle),
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6.10, OPTIMIZACION FINAL

Por ¢l método de Box-Wilson, las concentraciones minimas necesarias del MgCly,
glucosa y aceite fueron: 1.166, 2.006 y 0.06 respectivamente, las cuales se mantuvieron

constantes durante la bisqueda de la concentracion aptima de licor de maiz,

Se realizo un experimento por triplicado en el que se evaluo el efecto de 10 diferentes
concentraciones de licor de mafz sobre la produccion de carotenoides totales y
zeaxantina (tabla 6.11) Los incrementos s¢ estableciecron  por criterio propio,
considerando no tener intervalos de variacion muy amplios que pudicran enmascarar

los resultados, por lo que s establecio un incremento acumulado de 0.4 unidades,

Tabla 6.11, EFECTO DELA CONCENTRACION DEL LICOR DE MAIiz SOBRE LA
PRODUCCION DE CAROTENOIDES TOTALES Y ZEAXANTINA

| 2.8 1,166 2.006 0.06 8.22 6.10
2 33 T 166 7606 T 006 896 752
3 76 TTee 006 | 0.06 9,10 512
!
4 3.0 1.166 7,006 1 0.06 10.07 6.61
S 14 1.166 To06 | 0.06 9.30 6.62
6 48 1.166 2006 | 0.06 9.73 540
7 5.2 1.166 2.006 ‘ .06 10.34 5.80
8 5.6 1.166 3000 | 0.006 11.99 588
| e
9 6.0 1.166 l 2000 1 0.06 7.76 5.78
10 6.4 1,166 ‘ T000 '{ 0.06 747 573
C 16 I ] ST 008 516 503 J
[
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Los resuliados obiemidos se muestran en ias figuras 6.30 y 631, de las condiciones
evaluadas la condiciém 2 con 3.2 % de licor fae 1a que permitid obtener la mayor
produccién de zeaxantina (7.52 ug/ml), pero uo asi de carotensides totales ya que estos
se¢ incrementaron proporcionalmente con respecto a la concemtyacién del licor,
Hiegando a valores de 11.99 ig/ml, con ana concentracién de licor de 5.6%. Una mayor
concentracién del nutrimeato causd un efecto negativo en el crecimiente y por lo tante
una disminucién de la producciin del pigmento. Se comprebé que efectivamente el
licor en altas concentracionss permitié que Ia bacteria sintetizars preferentemente fi-
caroieno por encims de zeaxsnting,

10
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2eaxantina (eg/mi)
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Figura 6.30, Efecto de Ia concentracion de]  Figura 6.31, Efecto de Ia concentracion

licor de maiz sobre 1a produccién vol. del licor de mafz sobre 1a produccién vol.

de carotenvides totales. ( Control 1.6 % ).  de zexantina.



La figura 6.32, muestra el andlisis cromatogrifico del efecto de la concentracién del
licor de maiz sobre la produccién de zeaxantina. Sc observa que el incremento de este
nutrimento favorecié la sintesis de zeaxantina, pero también la de otros carotenoides,

los cuales se incrementaron de manera proporcional a la coneentracién del licor de

" maiz. La mancha de zeaxantina de la condicién 2, clectivamente fuc la que se observé

mis intensa de las condiciones evaluadas. El control con 1.6% dc licor ademds de
presentar acumulacion de otros carotenoides, resulté con una mancha de zeaxantina

menos intensa a la generada en las otras condiciones,

we vy '.Y.‘U.U

o0 v 0000 O0 0 00
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Figura 6.32, EFECTO DE 1.A CONCENTRACION DEL LICOR DE MAfZ SOBRE LA PRODUCCION DE
ZEAXANTINA, Concentraciones (%) : 1=2.8; 11 = 3.2; [1I= 3.6; IV = 4.0; V = 4.4; VI = 4.8; VII
=52; VIII =5.6; IX= 6.0 y 10 = 6.4, C = Conlrol -+ sL. interno de zeaxanting, * St zeaxauting;

& =S¢, [}-caroleno.
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La optimizacién final permitié obtener una concentracién de zeaxantina de 7.52
pg/ml, con una concentracion de licor de maiz de 3.2% y con respecto n carofemoides
totales, Ia maxima concentracién alcazada fue de 11.99 pg/ml, con una concentracion
de licor de 5.6%. El medio optimizado quedo con Ia composicién y concentracion de
autrientes mostrado en la tabla 6.12. La concentracion de maiz se optimizé tanto para
carotenoides totales como pars zesxamtina, sicnde de 5.6 pg/ml y de 3.2 pg/ml

respectivamente.

Tabla 6.12. MEDIO OPTIMIZADO PARA LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA.

Joovanting Caror Fotades Lo

toamh g mh

Licor de maiz
MgCl, 1.166 1.52 8.46 5.88 1199
Glucosa 2.006
Aceite de maiz 0.006

La fermentacion se llevd acabo en matraces bafleados de 250 mi con 25 mi de medio de
cultivo durantc 48 h 2 29 °C y 180 rpm.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

El medio modificado por Diaz que nos permitié iniciar los estudios de optimizacion
sufrié modificaciones tanto en composicion como en la concentracion de los

nutrimentos, las cuales se muestran en las siguientes tablas,

A) MEDIO ORIGINAL.

Licor de maiz
MgCl, 1.5
Glucosa 20
Ext. Levadura 1.8
Triptona 08
Aceite de maiz 0.08

La optimizacién se inicié con ¢l medio modificado por Diaz de 1a Patente de Nestlé
en el que se evaluaron tres fracciones de llenado 0.4,0.2 y 0.1 y dos pH's 6.5 y 7.2,
obteniendo producciones de 0925, 3.66 y 6.28 pg/ml de carotenoides totales
respectivamente en cada fraccién de llenado. El valor del pH no afecto la produccion
por lo que se decidié usar ¢l pH de7.2.¢l cual se manejé en experimentos previos, La

purcza de los reactivos de este medio fue una mezels de grado analitico-industrial,
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B) MEDIO SIN TRIPTONA/EXT, DE LEVADURA,

Licor de mafz 1.6
MgCl, 1.5
Glucosa 2.0
Accite de maiz 0.08

Posteriormente sc climiné el extracto de levadura y la triptona, ya que favorecian la
acumulacién de B-caroteno por encima de zeaxantina, obteniéndose producciones de
1.65, 3.50 y 3.90 ug/ml de carotenoides totales, en fracciones de llenado de 0.4,0.2 y 0.1
respectivamente. E190% de los carotenoides correspondicron a zeaxantina. La purcza
de los reactivos fue una mezcla de reactivos analiiicos-industriales. Posteriormente se
evalué la produccion con reactivos 100% industrial obteniéndo producciones de 5.025
pug/ml con fracciones de llenado de 0.1, Considerando lo anterior las mejores
producciones sc logran obtener cuando se usan reactivos 100 % grado industrial, un

pH de 7.2 y una fraccion de Nenado de 0.1,

C) CONCENTRACION DE LOS NUTRIMENTOS POCO SIGNIFICATIVOS,

MEDIO OPTIMO I

(")

Licor de maiz 3.6
*MgCl, 1.166
*Glucosa 2.006
*Aceite de malz 0.06

Lo siguicnte fue determinar Ia concentracion minima necesaria de lo nutrimentos no
significativos para la produccion de zeaxantina (*), utilizando ¢l método de Box-
Wilson, obteniendo producciones de 9.657 pg/ml de carotenoides totales y 6,449 pg/ml

de zeaxantina,
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D) OPTIMIZACION FINAL.

VIO OPTIMO FINAL

%)

Licor de maiz 32
MgCl, 1.166
Glucosa 2.006
Aceite de malz 0.06

Por altimo se evaluarén diferentes concentraciones de licor de maiz, cncontrando
que 3.2% fue la concentracion optima para obtener la midxima produccion de
zeaxantina (7.52pg/ml) y una produceion de carotenoides totales de 8.46 pg/ml. Con
respecto a carotenvides totales la concentracion dptima de licor fue de 5.6%
obteniendo producciones de 11.99 pug/ml. Las condiciones de fermentacion fuerén 48
h, 29°C a 180rpm, en matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml con una fraccion de

lienado de 0.1 y un pH de 7.2,

Comparando las producciones reportadas en estudios previos de carotenoides totales

(3.2 w/ml) y de zeaxantina (1.8 p/ml) con las obtenidas después de la optimizacion 7,52
/il de zeaxantina y 11.99 p/ml de carotenoides totales, se observa que gracias a la
optimizacion las producciones de ambos pigmentos lograron cuadruplicarse, por lo
que este estudio resulté ser de gran valor al incrementarse mds del doble la

produccién inicial,

En cuanto a costos de produccién en ¢l medio optimizado se climinaron dos
nutrimentos presentes en el medio original (extracto de levadura y triptona)
reduciendo de esta manera costos de produccion, ademds su ausencia permitio

obtener zeaxantina en mayor proporcion que la de otros carotenoides,
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Vill. CONCLUS]ONES,
* No todas las flavobacterias probadas son capaces de producir zeaxantina.

* De las cuatro flavobacterias evaluadas, Flavobacterium sp 21588, resulto ser la

mejor cepa productora de zeaxantina,

* La composicion del medio de cultivo afecto de manera significativa la concentracion

de zeaxantina con respecto a 1a de otros carotenoides,

* El extracto de levadura y 1a triptona favorecen la sintesis de f-caroteno por encima

de zeaxantina,

* El medio patente sin triptona y extracto de levadura denominado medio STYFE,

favorece la sintesis de zeaxantina, con poca acumalacion de f-caroteno,

* La fraccion de llenado afecta de manera importante ia oxigenacion del sistema y con
ello 1a capacidad de sintesis de zeaxantina por 1a flavobacteria, siendo 0.1 la mejor
opcion en el medio STYE, permitiendo un incremento importante en la produecion de

dicho pigmento, con poca acumulacion de otros cavotenoides.

* El licor de maiz resulté ser el inico nutrimento que cfecta de manera significativa la

produccién, (p< .05)

* Las mejores condiciones para el indculo resultaron ser ¢ medio YIN, con 24 h de

crecimiento y un concentracion del 5%, con respeeto al volunien final del medio.
* La variabilidad dentro de un mismo experimento resultd ser menor a la de
diferentes experimentos, siendo los resultados confinhles al tener un cocficiente de

cariacion menor al 25% permitido para sistemas hiologicos.
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* El pH no influye dc manera importante sobre la sintesis de zcaxantini,

manteniéndose entre 7-9 durante la fermentacion.

* La concentracion minima necesaria de los nutrimentos poco significativos en la
produccion se determiné por el método de Box-Wilson, tomando los siguicntes

valores: glucosa 2.006, MgCl, 1,166 y aceite de maiz 0.06,

* El licor de maiz a altas concentraciones favorcce la sintesis de 3-carotcno, pero no
asi la de zeaxantina, por lo que una concentracion de 3.2 % resultd ser Ia optima para
obtencr producciones de 7.52 pg/ml de zeaxantina y 8.46 pg/ml de earotenoides
totales, Una Concentracion de 5.6% de licor resulté ser la éptima para la produccion

de carotenoides totales (11,99 ug/ml),

* El medio optimizado mostré la siguicnte formulacion: Licor de maiz 3.2%, glucosa
2.006%, MgCl, 1.166% y aceite de maiz 0.06%. Las condiciones de fermentacion
fucrdn 48 h, a 29°C y 180 rpm, cn matraces Erlenmeyer bafleados de 250 ml con una
fraccion de llenado de 0.1 y un pH de 7.2,
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X. ARENDICES:

APENDICE 1.

Colorantes usados en ln industria de alimentos y sus especificaciones.

*Deseripcion: Los colorantes naturales, generalmente se¢ obtienen de fuentes
vegctales, cjemplos de cllos son, la paprika, annato y cureuma. Los colorantes se
procesan con difercntes vehieulos inertes para presentarlos como acuarresinas,
oleorresinas y en polvo,

*Propiedades: Se aplican e¢n coneentraciones de 0.1 a 2% de pendicndo de la
tonalidad, del eolor descado en el alimento. El anuato puede remplazar al color
amarillo N° 6. FD & C (Food Drug and Cosmetic) 0 mezclas del color N° S5y N° 6 (FD
& C). La curcuma puede remplazar al eolor amarillo N° § (FD & C). La paprika
produce un eolor rojo-nuranja cuyn tonalidad depende de la concentracion del
pigmento usado en el alimento,

*Aplicaeiones: En quesos, mantequilla, botanas, bebidas, eereales, helados, dulces,
producetos horneados, aderezos, sopas, margarinas, productos para repostreria, earnes
procesadus, salsa, ete,

*Especificaciones: Se usa en forma lignida o en polvo y se ajustan de aeuerdo al
pigmento activo del color como % de bixina en annato, % de eurcumin cn circuma y
unidades internacionales de eolor en paprika, Los colorantes naturales son indeuos
L salud (Amer. Spice Trode Assoe,)

*Descripeion: Son fabricados apartir de diversos productos quimicos para obtener
colores grado F D & C (Food Drug and Cosmetic) es decir, aprobados para uso en
alimentos como: amarillo N® Sy N° 6, azul N° 1y N° 2 y rojo N°3, N* 5 y N° 40, F. stos
colorantes Hamados primarios se pueden mezelar para obtener una variedad de
colores llamados sccundarios. A partir de los colorantes se derivan las lacas de
concentracion simple y doble. Los colorantes se mancjan en diferentes formas,

*Propicdades: Los colorantes sjatéticos se usan en concentraciones menores a
0.03%. Soa materias peimis estables que no imparten olor o sabor ajenos al producto,
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Son compuestos que no dehen reaccionar con ¢t producto o los envases, son fieiles de
aplicar y econémicos,

*Especificaciones; Los colorantes primarios, deben tener un minimo de 85% de
concentracion del color, las tacas de concentracion simple desde un 12% (azil laca N*
1) al 27% (amarillo laca N° §) y lus lacas dobles de concentracion desde un 36% a un
40% (azal laca doble y rojo laca dobte conc. N” 3 y N° 40), Su uso esta controlado por
Ia FDA (Food and Drug Administration) y Ia Secretaria de Salud,

Caractenisticas do tos colorantes FDLC (Food Druy and Covmetie)

Calor pomano " laen
Simple cone Dobie cong.
Pureza % 85-93 12.27 36-41
Aplicacion % 0.01-0,03 0.2-0.3 0.1-0.2
Solubilidad | agua, glicerina, propilenglicol finsolubles en 1a mayorfa de solv.

Aplicaciones:

Fipo de nlimento Colores primutios

Chicle o goma para mascar Mezcla con lacas IAdecuado

Bebidas carbonatadas IAdecuado No s¢ recomienda
Dulces (tabletas) comprimidas Previa granulicion Muy adecuado
IAceites hidrogenados INo se recomienda A decuado

Dulees “macizos” “Adecuado INO se recomienda
Bebida en polvo IAdecuado Previo encapsulado
Gelatinas Muy adecuado No s¢ recomienda
Confitados Previa disolucion en glicerina Muy adecundos
Relleno para galletas y pasteles  {Adecuado Muy adecuado
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APENDICE 2,

ANALISIS PROXIMAL DEL LICOR DFE MAIZ,

1) ANALISIS GENERAL

/
o b

Base comercial

Agua,

Nitrégeno total
(Kjeldahl)
Nitrdgeno amino
Nitrégeno volitil
Azucares
Reductores directos.
Acido lactico

Cenizas
Acidos volitiles (como

acético)
Dioxido de azufre

45-55
2.7-4.7

1.0-1.8
0.15-0.40
0,1-10.0
515
9-10
0.1-0.3

0,01-0.018

Arancia

47-49
5.5-8,0
(base seca)

11 max,
(base seca)
16-26
(base seca)
12-18
(base seca)

1) COMPOSICION DE LAS CENIZAS.

Calcio
Cobre
Fierro
Manganeso
Magnesio
Fosforo
Patasio
Anilre

Zine

Yo huse seci,

0SS

0,0-0.001
0.01-005
0.004
0.5-1.0
2.0-3.0
1.09-2.0
.34
0.008
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1) MICROBIOLOGIA: Colonias/ml.

Bacterins eardbicas. 30,000-1,000,000
Bacterias anacrobias 5,000-20,000
Bacterias microacrofilicas 10,000,000-10,000,000,000
Levaduras 10-1,000,000

IV) NITROGENO TOTAL Y SU DISTRIBUCION
1.- Nitrégeno total : 7.3 g/100 gr de salidos,

2.- Distribucion en % del nitrageno total.

SOLUBLE 89, INSOLUBLE

Amino acidos iibres 36.9 Proteina 10.9
Amoniaco libre 6.4 No identificados 1.0
Péptidos 38.3

Nitrageno cunternario 1.0

Heteroelelicos

No identificados 4.7

V. DISTRIBUCION DE AMINOACIDOS: mg nitrdgeno/100 g,

Alaninn 5719
*Leucion 384
Profina 506
Oruitiaa ’ 224
*Lisina 363
*Argining 489
Acido p- amino batirico 174
Asparaging -

*Valina 290
Serina 263
*Glicing 433
*Feniladaning 129
* Jsolencing 51
*Freonian 197
* Metioninn . 94
Acido plutimico Si8
*fhistiding 348
Acido aspirtico 245
Etanolyina 8

Firosiau 47
Kistina 125

*Aminoicidos esenciales,
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VI) VITAMINAS: mg/100 g de solidos.

Tiamina 0.6
Riboflavina 1.2
Niacina 16.3
Piridoxina 1.8
Acido pantoiénica 3.0
Acido félico 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 investigacion cientifica ¢s un proceso de aprendizaje dirigido. El objeto de los
métodos estadisticos es hacer que ese proceso sea lo mis eficiente posible, El disetio de
experimentos nos permite conocer las zonas obscuras que tenemos con ¢l conocimiento

actual del problema y cuya iluminacién consideramos un avance importante,

Para un investigador cs posible realizar una investigacion sin cstadistica, sin
embargo es mucho mejor ¢l cientifico que utiliza métodos estadisticos. Aun cuando los
datos no sufran ninguna perturbacion causada por un control incompleto de! entorno
del experimento o por crrores de medida, La induccién de la realidad propia de
sistemas complejos es muy dificil. La existencin de errores experimentales hace la
tarca adn mis dificil. En estas circustancias sc aprovecha mejor Ia inteligencia y el
conocimiento del tema del investigador euando tiene herramientas estadisticas a su

disposicion.

Los experimentos se pueden realizar secuencialmente, de modo que Ia informacion
obtenida en un grupo de experimentos pueda ser utilizada directamente en Ia eleecion
de los siguientes, obteniendo resultados congruentes, sin dejar de evaluar zonas

importantes del sistema a evaluar,

Los diseiios factoriales facilitan ¢l descubrimiento de similitudes y simplificaciones
entre variables y asi ayudan en el proceso de construccion de modelos. Estos disefos
también proporcionan estimaciones con ¢l minimo de contaminacién por crror
experimental posible, de los “cfectos’ de los cambios. Con el diseio el
comportamiento de cada variable a distintos niveles de otras variables puede ser
inmediatamente apreciado, facilitando Ia cleccion de un modelo, Por ¢l contrario en
un ordenamiento al azar, es muy dificil o imposible hacer las comparaciones de un

modelo.
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Para realizar un disciio factorial general, ¢l investigador seleeciona un nimero fijo
de "niveles" para eada una de un conjunto de variables (factores) y luego hace
experimentos eon todas ks combinaciones posibles. Si hay H niveles para la primera
variable, 12 para la 2°,..., y Ik para la k-ésima, el conjunto de todas las 11 x 12 x .x Ik
condiciones experimentales se Hlama diseiio factorial H x 12 x ..x Ik, Por ¢jemplo un
diseiio faetorial 2 x 3 x § comprende 30 experimentos clementales,

Es posible evaluar un factor cada vez, obteniendo una estimacién del efecto de una

tinica variable a condiciones scleccionadas y fijas de las demis.

#Importancia:
1.- Requieren relativamente pocos experimentos elementales por eada factor y pueden
indicar tendencias y con ello determinar una direceion prometedora para futuros
experimentos,
2.~ La interpretacion de las observaciones producidas por estos disefios se puede

realizar en gran parte a base de sentido comin y aritmética clemental,

Desviaeion tipica, Es Ia variacion entre Ins observaciones asociadas, nos permite
eonocer que variables de un  determinado experimento son significativamente

importantes sobre Ja respuesta,

Algoritmo de Yates. Es un método gque nos permite caleular de manera ripida los
efectos de las variables sobre la respuesta de interés, se¢ puede utilizar para un disefio
factorial 2k replicado, Sc aplica una vez que las observaciones se han ordenado al azar
en orden estandar. Un diseiio factorial estd en orden estindar enando, la 1* columna
de ta matriz de diseiio consta de signas menos y mases alternados; la 2%, es de parejas
de signos alternados; la 3, de cuatro signos menos segnidos de cuatro signos mds y asi
sueesivamente. La matriz del diseito da las condiciones experimentales en orden

estandar,
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El anilisis estadistico de los diferentes tratamientos se realizéo mediante la aplicacion
de diseios factorinles completos a dos niveles, nsando el algoritmo de Yates y el
método de Box-Wilson. El anilisis de varianza, sirvio para simplilicar cileulos y
generar un estudio mis completo, lo cual permitio  conocer que  variables
fisicoquimicas y nutrientes afectaban de manera significativa Ia produccién de
zeaxantina,

En un disciio factorial completo se toman en cuenta todas aquellas variables que se
cree afectan la produccion de manera positiva 6 de manera negativa, Se elaboran
matrices 2n donde n es ol nimero de variables a evaluar, al realizar ¢l analisis se
conoee que variables son las mds importantes en la respuesta y para el siguicnte
experimento nos indica que tanto aumentar o disminuir dichos parimetros en ¢l

medio base.

Cada condicion evaluada se realizé por triplicado para reducir ervores de
variabilidad, Sc establecio un cocliciente de variacion de 25% como limite miiximo
por tratarse de sistemas biologicos vy poder considerar reproducibilidad entre los

resultados,
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ANALISIS DE VARIANZA DEL EFECTO DEL pH, VOLUMEN DE LLENADO
Y MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA POR
Flavobacterium sp 21588,

_ Se realizé un estudio de optimizacién de las condiciones necesarias para la
produccién de zeaxantina en dos medio de cultivo (PM Y STYE), con dos valores de
pH (6.5 y 7.2) y dos fracciones de llenado (0.1 y 0.2). Cada anilisis se realizé por
triplicado.

GATA LIST FIXED /ViT1 va 3 v3 6§ V4 7 V6 g~12,
FORMATS V5 (Fh.2).

JEGIN CATA.
2% cases ara writtan to ths uncompr2ssaed active fite,

this procedui = wa3 compnleted at 0:27:01

GLSPLAY.,
Page 2 AMALIZIS ESTACISTICO DE CPTIMIZACION DE CONCICIONES 1/1/86
PRODUCCIUN DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium so
Vi1 - ¥ Ho labal *
v2 - ® No label ®
V3 - * No label *
V4 - ¥ No label ®
Vs - % to labe) ¥
LIST,
Fage 3 ANALISIS ESTADISTICO DE CFTIMIZACIOH DE CONDICIONES 1/1/80

FRCDUCCTION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp
Vi V2 V3 V4 V5

1 2,46
2 3.09
3 2,95
1 3.57
2 3,08
3 3.36
t 2,14
2 2.05
3 1.92
1 1.87
2 1.85
3 1.84
1 1,28
2 1.58
3 1.0
[ S N
2 1,34
3 1.36
1 LA

Ve v o e = PN PRI PO N e e - -
RPN = P = Y . —

VRIP PP IS e e e o - oy o = -

e et



o g

Fade 4 ANALI3IS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 1/1/80 2
FRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp

VI V2 V3 V4 v5

2 2 1+ 2 .98
2 2 1t 31,26
2 2 2 11.04
2 2 2 21.62
2 2 2 131,06
Number of cases read = 24 Number of cases listed = 24
Page 5 ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACICN DE CONDICIONES 1/1/80

PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium so

This procedur: was complated at 0:27:17
VARTABLE LABELS VI 'MEDIOS
v2 'VOLUMEN GEL INOCULO!
vy 'PH’
vh 'REPETICICNES'
V5 'ZEAXANTINA PRODUCIGA (u3/mL)'.
'IMEDIO PATENTE'
'MEDIO . '/ gTYE
'25 b INCCULG!
'S0 mL INOGCULD'/
'PH 6,5
TeH 7.2Y/
'REPETICICN 1!
'REPETICION 2!
'REPETICION 3',

VALUE LABELS VI
v2
V3
v

Wy =gy = gy = A —

DISPLAY.,
Page 6 ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 1/1/80
PRODUCCION DOE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp

Vi - MEDIOS

v2 - VILUMEN DEL INOCULQ

Vi - PH

Vi - REPETICIONES

Vs - 2EAXANTINA PRQDUCIDA (ug/mbi)

CNEWAY v5 BY VI (1,2) /STATISTICS ALL.

Page 7 ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES 1/1/80
PRODUCCION DE 2AEXANTINA POR Flavobacterium sp
~ - = ===« = 0ONEWAY - - == ==+ «-
variable V5 ZEAXANTINA PRODUCIDA (ug/mi)

Bv variable Vi MEDIOS

Analysis of variance

Sum of Mean F F
3ource D.F. 3quares Squares Ratio Prob.
Between Groups 1 8.3698 8.3890 30.6516 .0000
within Groups 22 6.0218 27317

Total 23 14,4116
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age 8 ANALISIS ESTADISTICO DE CPTIMIZACION OE CONDICIONES t/1/80
RODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp
R OCNEWAY -=- - -~ -~ - - - -
Standard Standard

Group Count Mean Deviation Error 95 Pct Conf Int for Mean
Grp | 12 2,4958 6711 . 1937 2.06894 To 2.9222
Grp 2 12 1,3133 v 3115 .0899 t.1154 To 1,5112
Total 24 1.,9046 7918 16186 1.5703 To + 2,2388
Fixed Effects Model . 5232 . 1068 1.6631 To 2,126
Randomn Effects Model . 5913 -5.6080 To 9,471

Random Effects Model - Estimate of Between Comoonent variance ,6763
Page 9 ANALISIS ESTADISTICO DE DPTIMIZACION DE CONDICIONES 1/1/80

PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp .
Group Minimum Maximum
Grp 1.6700 3,5700
Grp 2 +7600 1,7500
Total ,1600 3.5700

Tests for Homogeneity of variances

Cochrans C¢ s Max. Variance/Sum{vVariances) s ,8228, P s ,017 (Approx.)

Bartlett-Box F » . 5,681 ., P =+ ,017
Maximum variance / Ninimum vartfance 4,642

Page 10 ANALISIS ESTADI:T!CO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES
PRODUCCION DE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp

This procedure was completed at 0:27:46
ONEVAV Vs BV V2 (1,2) /STATISTICS ALL.

--------------------- T T L Lk T

Page 1 ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES
PRODUCCION DE Z2AEXANTINA POR Flavobacterium sp

---------- ONEWAY =« = =« <« «-
variable VS ZEAXANTINA PRODUCIDA (ug/mL)
gy variable V2 VOLUMEN DEL INOCULO

Analysis of varfance

Sum of Mean
iource D.F, Squares squares Ratio
Between Groups 1 3,6270 3.8270 7.3990
within Groups 22 10,7848 ,4902
T B s . R

‘anae. 19 AMAI TRTS FATANTSTTAN NF APTTIMTZ2ACTAN NF CANNTOTONFS,

1/1/80

1/1/80

F
Prob,

,0125 9

1/71/80
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ROl Do CE JAEKANTINA FIR 7 oavobactsridm 30

- T HE W

ftandard

ALY - -

standard

G oL Count M2 an Neviation Error 895 pct conf Int for Mzan
arp 12 2,2933 ,3706 .2513 1,702 To 2.846%
Gqre 2 P2 11,5158 117 1262 1.2161 To 1.8158%
rotal 2b 1. 3046 1316 1818 1,570 To 2.23138
Fixed Effects Modz2] ,1001 L1429 1.68082 To 2,2010
Random Erfacts Model .3888 -3,0350 To 6.6846041

Random Etffects Model - Eztimats of Batwzan lomponent Variance 2610
Fads 13 ANALISL: EZTAGISTICO DE SFTIMIZAZION DE CONDISIONES  1/1/80

SROCUCCISN CE ZAEXANTINA PR Flavobacterium sp

30 .up Minimuin Max imum
arp | BRI 3.5700
ne L1690 2,1400
rotal . 7800 3,5700

Tests for Homuaenzity of variancs

Sochidans € ¢ Max, Va fancasiumtvariancas) = L1730, 0 = ,08h (Approx.)
Bartlett-EBox F = 3.7;3 . F = ,084
Maximum Variance ¢« Minimum Variapc= 3,406
R 1h AHALTILS C3TAQLITING OE GPTIMIZAIT
FLIOLCIION CE CREXANTIMNA FLR Flavowach=. ium so

This procadur =z was complated at 128:00

CNEWAY VS BY V3 {1,2) /3TATISTICS ALL,

Fale HC) ANALTZ13 ESTADISTICS DE CPTIMIZ2AZION CE CONCIZIONES 1/1/80
PRACUCI SN CE 2AEXANTINA POR Flavobacterium sp

C e e e e e e e s SO HEMWAY S s s e e e e

car fabla  vs 2EAXANTISA PRCDUCICA (ug/mu)

By Variable v3 PH
Analvsis of variance
Sum of M=2an F F
ource D.F. auares jquaras Ratio Prob.
L2tween Jioups 1 G077 ,0077, 0118 ,9146
Within Grouns 22 14,4029 435047
Total 23 ft4.4116
e 18 ALALLSIS EXTACIITICO CE SPTIMIZACIAN OE CONOILIONES  171/80

e, me

FALLA OF o0l

e
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itandard Standard

ILE Zaunt Maan Laviation Ervaor 95 Pct Conf Int foar Msan
arp 12 1.,3367 1155 , 2065 1.43217 To 2,3413
are 2 12 1,6223% 18930 . 2578 1..531 To 2,4899
Total 2h 1,3048 7916 . 1618 1.8703 To 2,2383
Fixed Effects Mode: .8091 . 1652 1.5620 To 2,247

fRandoin Effacts Modszl L1652 -, 1941 To 4.,0032

WARNING - Betwzan compzpent variance fs nedative
it was replaced by 3,0 in computing sbeve random ffzcts measdras

Fandem Effects Model - Estimate of detwsen Comoonant Variance ~.0%:9

Pade 17 ANALTSTE ZSTARISTICO OE CPTIMIZACION OE CONRISIAMNESR 1/1/8¢
PRGOY (LN CE 2ACKANTIHA POR Flavebactaer ium sp

aroup SMinium Aanifum
ap 1 7000 3,2900
sep 2 1, 0630 3.5700
Total . 1600 3.5700

Tests For Homouenzity of Variances

Sochtansg ¢ o= Max, varianc¢e/5umivariisaces) ¢ 3991, P = 474 (Apprux,)

Bart =tt-Box F ¢ T I R N
Maxinum Var iance / Minlmum Variance 1,538
Pade ' a AMALLISL: ESTACISTICC OF CPTIMILZACICN CE JCNDICICNES 17180
FRODUCCISN CE 2AEXANTINA PCR Flavobacterium sp
™is procadurs was complatad at 0:28:23
ANDOVA VI BY VI (1,2) v2 (1,2) v3 (1,2,
'ANOVA' PROELEM RECUIRES 986 BYTES SF MEMURY,
fage 19 AMALISIS ESTADISTICO OE CPTIMIZACICN OE CONDICIONES 1/1/80

PRODUCCISN DE ZAEXANTINA FOR Flavobacterium sp

¢ 88 ANALYSIS OF VARIANCE s ¢

Vs ZEAXANTINA PRIDUCICA (u3/mb)
ey Vi MEDIOS
v2 VOLUMEN DEL IHOCULO
V3 PH
sum of M2an Signif
source of variation Squares OF . Jquare F of F
Mafin Effacts 12,025 3 4,009 84.427 > 000
Vi $.330 1 8.390 176,721 > .000
V2 3,827 1 - 1.627 76,399 >.000
V3 ,008 1 . 008 . 162 <_.692
, o : a o s o ri.,-a‘
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-wav Intzeact ons W97 3 320
Vi V2 9147 ] 917
Vi V3 .0hLb i 0bh
V2 vl .010 i 010

6.316
19,305
931
210

> .o0b
.000
349

£ 652

Fagsz 20 ANALISIZ ESTADISTICO CE OJPTIMIZAZION CE CONDICIONESD
PROCUSCICN OE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp

3-wayv Intsractions .657 | 657

Vi V2 V3 687 i 657
Exwlained 13.652 7 1,950
Residual .160 16 047
Total ' 1,412 23 627

24 Caszes w213 processad,
0 TASES | W0 PCT) were missing,

13.833
13,833

Li.,080

fage 2% ANALISIS ESTADISTICO) CE OPTIMIZACION CE CONDICIONES
PRCOVCCISN 0f ZAEAANTINA POR Flavobactzriun sp

This procedurs was comlsted at  0:28:46
ANIDVA VS BY VI (+,2) v2 (1,2) V3 (1.2) /OPTIONS 3,

'ANOVAY FROBLEM REQUIRES 410 BYTES CF MEMORY.

ceee e n e Mecs st m e m e e - R L I B L L L R R Ame ...

Page 22 ANALIZIS ESTADISTIZO CE SPTIMIZACION CE CONDICIONES
PROCUCCICN DE ZAEXANTINA POR Flavobactarium sp

# & ANALY SIS QF VARIANCE ¥

Vs CEAXANTINA PROSCUCICA (ug/mL)
gy VA MECTIOLS
V2 VCLUMEN CEL INOCULO
V3 PH
sum of Maan
Source of varfation Squares DF Sauate
Maip EFfzcts 12,025 3 4,008
A 8,290 i 8,390
V2 3.627 { 3.627
V3 . 008 1 , 008
Explained 12,025 3 4,008
Residual 2.387 20 119
Total 16,612 23 .627

F

33,583
70,296
30,390

+ 065

33,583

1/1/80

1/1/80

signif
of F

.000
.000
L 000
.802

.000

Page 23 ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION DE CONDICIONES
PRODUCCICN DE ZAEXANTINA FOR Flavobacterfum sp

24 C33es werwe processed.
0 CASES | .0 PCT) ware missing.

t/1/80

............................................................................ .w

Paue 24 ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION CE CONDICIONES
PRICUCCION CE ZAEXANTINA POR Flavobacterium sp

rhis procedure was completed at 0:29:01
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Tabla 1, VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE. CAROTENOIDES TOTALES Y
ZEAXANTINA EN UN MISMO EXPERIMENTO.

N Matiay Carot. totales Zeavantin

(g/mdy (g )

1 399 3.63

2 Kk 3.40

3 310 2.82

4 4.05 o 3.68

§ PN R 367

6 57T 415

7 KN 340

] 388 3.59

9 420 3.87

T 336 3.05
Promedio 388 3,52
Desvincion estandar 10,4229 B 0,383
Coeficiente de variacion 10.99% 10.87%

El experimento se Hevo acabo en matraces balleados de 250 ml con 25 mit del medio STYE

(reactivas analiticos-industriates), incubados durante 48 b 229 °C 'y 180 rpm.

103
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Tabia 2. VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES TOTALES EN
DIFERENTES EXPERIMENTOS,

Carot. Totates Promedio  ~ ° Desyosl
(g mby ()
3.28
2 389 345 3.69 369 0.22 6.0
3 399 405 4.03 402 ) 0.03 0.7
4 420 407 545 437 0.76 i6
5 457 428 3,75 12 0.41 99

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado en fechas diferentes, en matraces

bafleados de 250 mi con 25 mi de medio STYE, incubados 48 h a 29°C y 180 rpm,

Tabla 3. ANALISIS DE VARIANZA DE LA PRODUCCION DE ZEAXANTINA EN DIFERENTES

EXPERIMENTOS,

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado ™ 3 Signifivan
v ariagion liberiad cuadrados Medio (P 0.0%)
Diferentes 2.3435 0.5859 10.3173

experimentos ol

En un mismo i) 0.5679 0.0568

experimento

Et aniilisis se realizo con los datos presentados en Ia tabin 5.7, utilizando la prueba de

Cochrans  a un nivel de canfianza del 95%.,

104
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Tabla 4, ANALISIS DE HOMOGENEIDAD DE GRUPOS DE LA PRODUCCION DE

ZEAXANTINA EN DIFERFNTES EXPERIMENTOS,

N Faperimento N® Repeticiones Media de Produccion Homogeneidad de
(ug/ml) grupos
3
2 3 4.02 b
3 T i 4.20 w
4 3 [L 305 *
§ 3 i 3.83 b

103
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