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1. RESUMEN

En los dltimos 20 anos el interés de los consumidores a cambiado, se ha despertado el interés por
adquirir productos naturales en vez de procesados y es por ello que en la rama de los colorantes
sintéticos la Food ard Drug Administration (FDA) a prohibido el uso de los sintéticos debido a
que se ha encontrado que dafian severamente la salud del ser humano y de los animales. Una
alternativa es producir estos colorantes por via microbiologica a nivel industrial teniendo como
ventajas los bajos costos y su optimizacion de produccion.

En este trabajo se estudio el efecto que tiene el oxigeno en el medio de cultivo en la produccion
de zeaxantina con Flavobacterium sp. 21588, esto se llevo a cabo en matraces de 250ml variando
la fraccion de llenado, llegando a la conclusidn. que la fraccion més adecuada para la produccién
de zeaxantina fue fa del 10%. Asi mismo, se estudio el efecto de Ia concentracion de licor de maiz
a nivel de matraz utilizando una fraccion de lienado del 10%, de este experimento se concluye que
una concentracion de 4.6% de licor de maiz estimulo la produccion de zeaxantina y otros
carotenoides como B-Caroteno y otros compuestas.

Usando una jarra de fermentacion de 4 litros y aplicando un disefio factorial completo 2°, en este
trabajo se estudié el efecto de la agitacion, aereacién y concentracion del licor de maiz sobre la
produccién de zeaxantina por Flavobacterium sp. 21588, Se realizaron ocho experimentos y se
encontré que a las 72 h el microorganismo entrd en fase estacionaria y las mejores condiciones de
produccién volumétrica de carotenoides y zeaxantina se relacionaron a esta hora, a partir de estos
datos se hizo un analisis del disefio factorial utilizando el Algoritmo de Yates. Los factores
agitacion, aereacion y concentracion de licor de maiz se analizaron de manera independiente, asi
como también se analizaron las interacciones entre estos tres factores.

La agitacién, aereacién y la concentracion de licor de maiz tuvieron un efecto positivo sobre el
crecimiento, la produccién de carotenoides y zeaxantina. Los valores mas altos de estas tres
respuestas se obtuvieron cuando se usaron conjuntamente los niveles altos de los tres factores
estudiados. La agitacion y la concentracion de licor de maiz tuvieron los efectos mas
importantes, pero la interaccion entre estos dos factores (AG-LM) fue también muy relevante. La
aereacion y la interaceion (AE-LM) fueron de menor importancia, pero sin embargo
significativos,



2. INTRODUCCION

Los carotenoides tienen una amplia historia en la familia de los pigmentos. Se han realizado varias
investigaciones acerca de la quimica, bioquimica, propiedades farmacolégicas y toxicolégicas de
algunos de ellos (Johnson y Schroeder, 1995). Los carotenoides son compuestos coloridos y se
encuentran de manera abundante en las plantas como pigmentos. Se han identificado entre 500 y 600
carotenoides especificos. Sin embargo sélo un pequeilo nilmero de carotenoides se encuentran en
cantidades apreciables en sangre y tejidos humanos. Los principales son B-Caroteno, a-Caroteno,
luteina, zeaxantina, criptoxantina y licopeno (Davis, 1937).

Los carotenoides se definen como compuestos alifiticos, estén compuestos por grupos isoprenc de S
carbonos, contienen también estructuras aromdticas, tienen dos grupos metilo cerca del centro de la
molécula en posiciones | y 6 y otros dos laterales en posiciones 1 y 5 y también tienen una serie
conjugada de dobles enlaces que constituyen el sistema croméfore (Bauernfeind, 1981). Esta cadena
determina no solo las propiedades de absorcién de luz, si no también el aumento de color asi como las
propiedades fotoquimicas y de fotoproteccion de la molécula {Britton, 1995).

Los carotenoides inicialmente fueron sintetizados por bacterias anoxigénicas fototréficas y por
procariotes oxigenicas fotosintéticas (cianobacterias). En eucariotes, la capacidad de sintetizar
carotenoides fue adquirida por simbiosis con bacterias o con cloroplastos de eucariotas. En plantas
terrestres, en algas rojas y verdes, la simbiosis estable fue establecida con las cianobacterias o
relacionada con proclorofitas, Ei origen de los carotenoides en algas no rojas y verdes asf como en los
hongos parece polifilética y aparece en diferentes grupos taxondmicos (Johnson y Schroeder, 1995).

Los carotenoides tienen diversas funciones bioldgicas y a pesar de sus semejanzas en estructura juegan
diferentes papeles. Algunos carotenoides son precursores de la vitamina A. En este sentido el -
Caroteno es el de mayor potencialidad de proactividad de vitamina A. Otros carotenoides
provitaminicos son a—Caroteno y la criptoxantina (Davis, 1987),

Dentro de las funciones de los carotenoides encontramos: que estan presentes en sistemas
fotosintéticos, tienen un papel de fotorespuesta y fotoprotectivo, tienen un efecto funcional en el ciclo
del oxigeno como atrapador del oxigeno singulete, son precursores de la vitamina A y conversion de
otros compuestos metabolicos, participan en la regulacién de ciertas sustancias en el crecimiento de
plantas, e invelucran productos de oxidacién que funcionan como reguladotes de reproduccion de
hongos (Klaui y Bauenfeind, 198 1).

Una de las principales funciones de los carotenoides en los organismos fotosintéticos es la de
protegerlos contra las fotooxidaciones. Los carotenoides tiencn la especificidad y la habilidad catalitica
de capturar el oxigeno singulete (O;) generado del metabolismo o por las reacciones de triple estado de
las porfirinas con el oxigeno. En organismos no fotosintéticos, el papel universal de los carotenoides es
el de secuestrar las especies toxicas del oxigeno del metabolismo o del ambiente, en especial O,
(Johnson y Schroeder, 1995).




Estudios recientes han sugerido que los carotencides tienen beneficios en cuestién de salud en
humanos y animales previniendo o disminuyendo enfermedades cromicas incluyendo el cancer,
arterioesclerosis, cataratas y otras disfunciones (Johnson y Schroeder, 1995). Los carotenoides
refuerzan la respuesta inmune. Estudios en humanos han demostrado que protegen la piel contra las
radiaciones UV. La luteina y la zeaxantina son los inicos carotenoides presentes en la regién macular
de la retina y estin asociados a la funcidn normal de la macula, la cual es responsable de los detalles de
la vista. También se cree que sirven como filtros para la luz azul de la maicula y funcionan como
atrapadores del oxigeno singulete en los tejidos de la retina (Davis, 1987).

Los carotenoides son importantes a nivel industrial, porque muchos animales mejoran su apariencia con
la presencia de estos. Los carotenoides se requieren como complemento alimenticio en la industria
avicola y en la acuicola en peces y crustdceos ya que proporcionan una pigmentacion brillante a estos y
a sus productos; asi como también se les utiliza en Ja coloracion de alimentos procesados {Johnson y
Schroeder, 1995). Los carotenoides aprobados por la Food and Drug Administration de los Estados
Unidos de América (FDA) para su uso en alimentos son: B-Caroteno, B-apo—8'-—carotenal y
cantaxantina (Schwariz, et al, 1989),




Tabla 1. Fuentes de carotenoides usados como aditivos y alimentos

Exactosa : ol e . :

Compuesto Carotenocides

Annatto (Bixa orellano) Bixina, norbixina

Aceite de zanahoria (Dacus carota) a-Caroteno, 3-Caroteno

Céscaras de naranja Esteres de luteina

Aceite de palma Carotenos, luteina

Paprika (Capsicum annuum) Capsantina, B-Caroteno, criptoxantina,
capsorubina

Tomate extractos Licopeno, 3-Caroteno

(Lycopersicun esculentum )

Azafran (Crocus sativus) Crocina, B-Caroteno, zeaxantina

Grano de maiz (Zea mays) Luteina, zeaxantina, criptoxantina, carotenos

Alfalfa Luteina, zeaxantina, criptoxantina,
violaxantina, neoxantina

Extracto de flor de cempasichitl Esteres de luteina, B-Caroteno

(Tagetes erecta)

PRODUCTOS MICROBIANOS

Phaffia rhodozyma Astaxantina, HDCO, B-Caroteno

Blakesiea trispora B-Caroteno

Dunaliella salina f-Carotenc

Haematacoccus sp. Astaxantina

CAROTENOIDES SINTETICOS

B-Caroteno

-Apo-8 “carotenal

B-Apo-8'-esteres carotenoicos

Cantaxantina

Citranaxantina

Astaxantina

(Johnson y Schroeder, 1995)

La zeaxantina se produce por plantas, varias algas, cianobacterias, Mycobacterium, Xanthobacter,
Erwinia y Flavobacterium. Flavobacterium aparece como uno de los microorganismos mds
importantes en la produccién de esta xantofila. Flavobacterium produce de 10-40 mg de 3R, 3R
zeaxantina por fitro. A los medios de cultivo se le pueden adicionar precursores de isoprenoides y
puede aumentar el rendimiento a 335 mg I'' (Johnson y Schroeder, 1995).

La zeaxantina (3,3-dihidroxi-B-Caroteno) es una xantofila de color amarillo con peso molecular de 568,
$e encuentra naturalmente en diversos vegetales como el maiz, alfalfa, flor de cempasichitl. Es soluble
en acetona, cloroformo, éter de petréleo y etanol (Nelis y De Leenher, 1989).



En la produccitén de pigmentos microbianos, se somete a los microorganismos a un medio ambiente
determinado, lo que se llama “stress” este se puede impener zlterando l2 composicion del medio de
cultivo, por condiciones de pH, temperatura, presencia de algunos elementos inorgénicos y también por
suministro de oxigeno como es el caso de fermentaciones aerobias, ya que éste estd relacionado tanto
en ¢l crecimiento del microorganismoe como en la produccion de metabolitos primarios y secundarios,
pues interviene de forma directa en las rutas de biosintesis de estos (Bailey y Ollis, 1977).

Debido al gran interés del consumidor por adquirir productos naturales y que no afecten su salud, se
estdn produciendo estos pigmentos por via miciobiologica, tal es caso de la zeaxantina, por
Flavobacterium sp. 21588 ya que presumiblemente un 90% de tos carotenoides que produce es
zeaxantina, aunque esta produccién se ve limitada por los nutrientes que se le suministren (Alcantara,
1995)

En el caso de los carotenoides se ha visto que la intensidad de la oxigenacién que se proporciona al
medio de cultivo influye de manera significativa en la apariencia y la proporcion de los carotenoides
sintetizados (Britton y Goodwin, 1985}. Esto se puede realizar a nivel de matraz variando la fraccién de
llenado, que es la cantidad de medio de cultivo con respecto al nivel del matraz utilizado, encontrando
una mayor oxigenacion del medio cuando se trabaja con niveles bajos de fraccién de llenado, como
puede ser 10 y 20% ( Mc Neil y Harvey, 1990). Bautista, 1995 determiné en estudios anteriores con
Flavobacterium sp. 21588, que fracciones del 10% benefician la produccién de zeaxantina y aumentan
el crecimiento del microorganismo.

A nivel de fermentador, la intensidad de la oxigenacion se puede lograr variando la agitacién y la
aereacidn, logrando en la mayoria de los casos, que se mejore [a produccidn del pigmento o el
crecimiento del microorganismo ( loannis, ef af, 1996).

3. ANTECEDENTES DE LA ZEAXANTINA

La zeaxantina (3,3"-dihidroxi-p-Caroteno) es un xantéfila que imparte el color amarillo a la yema del
huevo, a la piel de aves de corral y al maiz. Puede utilizarse como aditivo en la industria de los
alimentos y como colorante en la industria de los cosméticos.

En algunas patentes la zeaxantina pura asi como fas células de los microorganismos que la producen se
les utiliza en la industria de los cosméticos, asi como también se le usa para impartir color a las piernas,
piel, grasa y yema de huevo de las aves de corral. Para los ganaderos, la estabilidad de esta xantofila ha
sido uno de los problernas mas severos para controlar en su aplicacién, ya que 1a obtenian de la flor de
cempasichit] y de la alfalfa. Actualmente se combate este problema con la produccién microbiana de la
zeaxantina y se ha comprobado que tiene mayor estabilidad y es mucho més ficil encontrarla, ademas
de que es de dos a tres veces mayor su pigmentacion que la de la flor de cempasichitt (Gierhart y
Dennis, 1992)



En la produccién de pigmentos microbianos, se somete a los microorganismos a un medio ambiente
determinado, lo que se llama “stress“ este se puede impaner alterando la composicién del medio de
cultivo, por condiciones de pH, temperatura, presencia de algunos elementos inorgénicos y también por
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huevo, a la piel de aves de corral y al maiz. Puede utilizarse como aditivo en la industria de los
alimentos y como colorante en la industria de los cosméticos.

En algunas patentes la zeaxantina pura asi como las células de los microorganismos que la producen se
les utiliza en la industria de los cosméticos, asi como también se le usa para impartir color a las piemas,
piel, grasa y yema de huevo de las aves de corral. Para los ganaderos, la estabilidad de esta xantofila ha
sido uno de los problemas mas severos para controlar en su aplicacion, ya que la obtenian de la flor de
cempastichit! y de iz alfalfa. Actualmente se combate este problema con la produccién microbiana de la
zeaxantina y se ha comprobado que tiene mayor estabilidad y es mucho mds facil encontrarla, ademds
de que es de dos a tres veces mayor su pigmentacion que la de la flor de cempasichitl (Gierhart y
Dennis, 1992)



A zeaxantina es sintetizada biologicamente por tan sélo pocas especies del género Flavobacterium.
Jon algunas excepciones a la mayoria de estas especies se les puede catalogar de dos formas: a)
iltamente proteoliticas (digestién de gelatina, caseina y coagulacién de suero) y b) no proteoliticas.

Yara la produccién de esta xantofila se requiere un medio especial y determinadas caracteristicas como
sor ejemplo que la relacién entre la fuente de carbono y nitrégeno sea constante; se requicre de una
uente de carbono como la glucosa, almidones, dextrinas, maltosa y lactosa; de una fuente de nitrdgeno
:omo licor de maiz, soya v triptona; de factores suplementarios del crecimiento que se obtienen del
:xtracto de levadura; factores que estimulen la produccidn de pigmentos como 4cido lactico, dcido
almitico y metil esteres; también se requiere de elementos traza como por gjemplo sulfatos y
osfatos; se requieren vitaminas y factores que estimulen el crecimiento del mieroorganismo como el
wulfato ferroso o el fosfato disodico (Gierhart y Dennis, 1992).

’ara la produccidn se utiliza la fermentacion sumergida, [a temperafura que se utiliza esta en el rango
le 22 a 35°C, el pH varia entre 6.5 2 8.0 con un 6ptimo de 7.2 por un tiempo de 24 a 72 h, la maxima
roduccién se registra de las 30 a 36 h. Se tiene el registro de varias patentes.

\) Dasek y Shepherd (1974) U.S. PatNo 816,766. Utilizan cepas del género Flavobacterium
nvolucradas en fa produccién de zeaxantina usando un método similar a la produccién de B-Caroteno.
iste proceso involucra el crecimiento del microorganismo en cultivo batch, adicionan glucosa, con la
xcepeion de que al cultivo se le adicionan continuamente los nutrientes para mantener la relacién
:arbono/nitrgeno constante. En esta patente utilizan cepas mutadas, aisladas por su alta produccién de
iigmento. Estos procedimientos tienen altos rendimientos de produccién de zeaxantina, pero no son
condmicos por ¢l tipo de nutrientes que utilizan.

}) Gerhart y Dennis (1992) U.S. Pat. No 5,308,759. Desarrolla un proceso para la produccién de
caxantina atilizando Flavobacterium multivorum. El proceso y ¢l medio nutritivo utilizado en esta
atente genera altos rendimientos celulares asi como de zeaxantina por litro de medio de cultivo, a
auy bajo costo y mucho mds répido que los métodos anteriormente conocidos.




4. CARACTERISTICAS DEL FERMENTADOR UTILIZADO

Los fermentadores de tanques agitados consisten en un tubo cilindrico con wn agitador en | parte
superior. Estos son los mids comimes por su  ficil manejo, disefio, operacion. Comummente se
esterlizan en autoclve y pocos in situ. Este tipo de fermentadores pueden variar en su tamaiio
que va desde un fitro a 30 ftros. La jarra de fermentacion contiene impulsores de wn disefio
especifico, deflectores, un difisor de aire y wn puerto para la toma de mwesira  (Mc Ned y
Harvey, 1990).
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Figura 1. Esquema de wna jarra de fermentacidn.



Este tipo de fermentador tiene determinadas ventajas como son:

L.- La facilidad de desmontar sus piezas y hacer mds facil su limpieza, ademés de seguro para su uso.
2.- El motor no esta en contacto directo con la jamra lo que permite cambiarlo y manejario
adecuadamente si asi fuera el caso.

Para la agitacion generalmente se utilizan de dos 2 tres impulsores, cada uno con cuatro o seis paletas,
dependiendo de los requerimientos de mezclado. Para el suministro de aire, este se hace pasar por un
filtro para su esterilizacién. Este filtro puede retener particulas de 0.2 pm de tamario. El aire estéril se
alimenta z la jarra por medio de un dispersor y se mezcela al medio por medio del sistema de agitacién
(Mc Neil y Harvey, 1990).

Existen muchos tipos de impulsores, por ejemplo los de paletas de cuatro o seis elementos, los de
propela, pero los mds utilizados son los de turbina de disco, son los mds tradicionales y la mas
populares, requieren de mucha potencia para moverse, pero son simples en su disefio ¥ robustos en su
construccion. Y puede ser reemplazada ficilmente en el desarrollo de determinados experimentos (Mc
Neil y Harvey, 1990).

Los deflectores generalmente se colocan en fas paredes de las Jarras de fermentacion. Usualmente son
cuatro por jarra y se usan para prevenir la formacion de remolinos (vortex). Si no se colocan en zonas
adecuadas se corre el peligro de formarse zonas inundadas, causando un crecimiento inadecuado de la
masa celular. El mezclado mas efectivo es aquel que utiliza impulsores de turbina y deflectores (Mc
Neil y Harvey, 1990).

Para las fermentaciones aerobias, el aire se suministra por compresores y el aire se introduce por
presion a la jarra de fermentacién. Se utiliza un dispersor de un orificio colocado en la parte inferior de
los impuisores (Mc Neil y Harvey, 1990). ’

Los matraces tienen un nimero significativo de desventajas con relacién al cultivo en fermentador,
incluyendo bajo nivel en transferencia de oxigeno, poco control en las condiciones ambientales,
dificultad del manejo ascéptico del muestreo y adicién de medio. El bajo volumen de medio en un
matraz, es mejor para la transferencia de oxigeno. El volumen sera dependiente del medio y el tipo de
microorganismo. El minimo volumen que se puede obtener pricticamente es de 50ml en un volumen de
250ml y este va a depender del volumen de la muestra. Poco volumen puede ser utilizado para
fermentaciones cortas, porque de otra manera el medio se puede evaporar y los nutrientes se pueden
concentrar. Trabajar con un nivel bajo de medio de cultivo, forma una capa muy fina en ¢l frasco y
aumenta cl 4rea en el kga por lo tanto mejora la trapsferencia de masa {Mc Neil y Harvey, 1990)




41 EFECTO DEL OXIGENO EN LOS PROCESOS
FERMENTATIVOS

Todos los microorganismos requieren de nutrientes para sus procesos metabolicos, los cuales son
proporcionados por el medio ambiente, algunos de ellos son de mas facil acceso que otros. Tal es
el caso del oxigeno que en una fermentacion sumergida presenta dificultad para su solubilizacion,
ya que sblo es soluble a una concentracién de 7 ppm a una atmésfera de presion (loannis, ef al,
1996).

El crecimiento de los microorganismos depende de la concentracion de oxigeno disuelto en et
medio de cultivo, el cual influye en la actividad celular del mismo directamente por el proceso de
respiracion (Ioannis, ef al, 1996). La cantidad de oxigeno requerida por un microorganismo esta
determinada por su velocidad de respiracion, por lo cual el oxigeno debe de ser suministrado
continuamente a una velocidad tal, que se evite el agotamiento. Esto significa que la demanda de
oxigeno del microorganismo debe de ser satisfecha por la velocidad de transferencia desde la fase
gaseosa, cuando el aire es introducido al medio de cultivo, hasta los sitios de utiltzacion dentro

de la célula.

El mecanismo de la transferencia de oxigeno se puede explicar si se consideran las resistencias
que se presentan en fos diferentes microambientes que existen en un cultivo, las cuales se pueden
dividir de la siguiente manera:

1.- En el intertor de la burbuja de aire

2.- En la interfase gas-liquido, esto es, en la pelicula del liquide que rodea a la burbuja de aire

3.- En el seno del liquido

4.- En la interfase liquido—solido, esto es, en la pelicula de liquido que rodea a la célula

5.- En las membranas o paredes celulares
6.- Durante la incorporacion del oxigeno a la célula para que sea utilizado por los sistemas

respiratorios.

El paso limitante para la transferencia de oxigeno se presenta en la interfase gas-liquido, es decir,
en la pelicula de liquido que rodea la burbuja de aire. En las paredes o membranas celulares la
resistencia se hace despreciable si se compara con la dificultad que presenta la solubilidad de

oxigeno en el liquido.
La transferencia de oxigeno durante la fermentacion se expresa mateméticamente como

dCl=1ka (C*-Cr)- Qo
dt

En donde

C1. = Concentracién de oxigeno en el seno del liquido

C* = Concentracion de oxigeno que esta en equilibrio con la fase gaseosa
Qo2 = demanda de oxigeno del microorganismo

ka = coeficiente de transferencia de oxigeno.

t = tiempo
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La sintesis de pigmentos es controlada por el estado de oxidacidn del acarreador de. electrones en
¢l sistema celular. Cuando el acarreador se encuentra en su estado reducido la sintesis procede
activamente, el acarreador s¢ oxida por la introduccién de OH proveniente del agua y por
incrementos en la intensidad de la Juz, llegando a un estado de oxidacién critica que detiene la
sintesis (Britton, 1985). La intensidad de la oxigenacién influye de manera significativa en la
apariencia y la proporcion de los carotenoides sintetizados. Johnson y Schroeder, (1995)
comentaron que la produccion de cantaxantina se favorece cuando hay oxigeno disponible en el
medio de cultivo, pero se puede suspender la sintesis de este pigmento si se trabaja con niveles
muy altos de aereacion o la cantidad de oxigeno en ¢l medic es demasiado. Este mismo patron de
sintesis lo reportan para la produccion de astaxantina.

En los procesos aerdbicos, generalmente la produccién de un metabolito esta en funcion de la
concentracién de oxigeno, la cual debera mantenerse por arriba del valor critico (Karow, et al,
1953). Un cjemplo tipico es la penicilina, cuya produccion es dependiente de la cantidad de
oxigeno en el cultivo. En la produccién de metabolitos secundarios, los valores optimos de pH,
temperatura y oxigeno disuelto no son los mismos para crecimiento y produccion (Lee, ef al,
1991).

Los aspectos més importantes de la utilizacién del oxigeno por los microorganismos, incluyen el
mantenimiento de las célufas, la oxidacién respiratoria para un mejor crecimiento {mas
biosintesis) y la oxidacién de substratos en productos finales del metabolismo (Bailey y Ollis,
1977).

4.2. EFECTO DE LA AEREACION Y AGITACION EN LOS
PROCESOS FERMENTATIVOS

Varias de las operaciones industriales, por ejemplo oxidacién, hidrogenacién y fermentaciones
biolégicas involucran el contacto de gases y liquidos. El objetivo de dichos procesos es el agitar
la mezcla de gas-liquido para generar la dispersion de burbujas de aire y formar una fase liquida
continua (Nienow, ef ai, 1985).

La importancia de fa aereacién y agitacién en fermentaciones aerébicas es muy conocida en los
laboratorios y por los tecnélogos en fermentaciones industriales. El objetivo principal de estas
variables es suministrar el oxigeno necesario al microorganismo para que realice sus actividades
metabélicas. Una funcion secundaria es mantener a los microorganismos en suspension. Sin
embargo tan s6lo una pequefla proporcién de esta agitacion se utiliza para este fin. A nivel de
laboratorio, trabajando con matraces, una variable importante por estudiar es la agitacidn ya que
s¢ ha observado que favorece en muchos de los casos la produccion de metabolitos secundarios
como son la zeaxantina y la astaxantina (Bautista, 1995 y Veldzquez, 1995). Otro factor que se
estudia es la fraccion de llenado, que es la cantidad de medio de cultivo con el que se trabaja en
relacién con el nivel de matraz utilizado. Freedman (1969) observo que la fraccién de llenado
determina la capacidad de transferencia de oxigeno en matraces agitados, y la mejor transferencia
se obtiene cuando la fraccion de llenado es inferior (20%), en comparacion con fracciones de
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llenado superiores como 50%. A nivel de planta piloto el oxigeno se suministra por medio de
compresoras de aire y por medio de agitacion para homogenizar ef medio de cultivo.

En organismos unicelulares como bacterias, levaduras y hongos, para llevar a cabo una reaccién
oxidativa en la célula generalmente el oxigeno se incorpora a través de un intermediario de la
molécula del oxigeno disuelto. En otras palabras, los organismos responden a la concentracion de
oxigeno presente en la fase liquida o a la presion parcial, regulando todas sus actividades
metabélicas. En la levadura Phaffia rhodozyma, se ha reportado que los factores agitacion y
acreacién en jarras de cuatro litros, son muy importantes para la produccién de un
oxicarotenoide, astaxantina (Velazquez, 1995). ‘

Una de las limitantes del oxigeno es su baja solubilidad en agua, en una fermentacién bajo
condiciones normales su solubilidad es menor 2 10 mg/l. El oxigeno se incorpora mejor a partir
de una reduccion de un oxidante quimico, que como oxigeno molecular, Por esta razdn es
importante suministrar al medio de cultivo una cantidad adecuada de oxigeno para satisfacer las
demandas metabdlicas de los microorganismos.

Los efectos favorables de la agitacién son entre otros:

2) Dispersar el aire en el medio de cultivo en forma de pequefias burbujas y romper las grandes
para formar pequeiias. Se crea asi un 4rea interfacial mayor entre el gas y el liquido

b) Incrementa el tiempo de retencién del gas (oxigeno) o el tiempo de contacto con ¢l gas

¢) Previene la coalescencia de burbujas de aire

d) Se crea una corriente turbulenta en el medio de cultivo y disminuye el espesor de la capa del
liquido en la interfase gas-liquido (Vardar y Sukan, 1985).

La agitacion también permite la dispersion del aire en el medio de cultivo, la homogenizacion
para equilibrar la temperatura y la concentracién de nutrientes en el fermentador, la suspension de
microorganismos, nutrientes. solidos y ta dispersion de liquidos inmiscibles (Crueger y Crueger,
1982). Si no hubiera movimiento del liquido los nutrientes se transferirian por un proceso leato
de difusién. Existen varios tipos de impulsores como el turbo mixer, el de paletas inclinadas, o
paleta curva y estos se eligen de acuerdo al grado de turbulencia deseada (Steel, 1958). Asi como
también, se pueden utilizar una combinacion de impulsores para mejorar la eficiencia de
transferencia de oxigeno al medio de cultivo (Oldshue, 1983)

Las condiciones de la aereacion influyen en la transferencia de masa afectando el tamafio de la
burbuja, el tiempo de rétencion del aire y la turbulencia generada en el tanque (Vardar y Sukan,
1985). En sistemas en donde la agitacion mecanica no es utilizada, s¢ prefiere que el aire que
entre en el fermentador se encuentre en burbujas finamente divididas para obtener un area de
superficie méaxima y una turbulencia adecuada. Cuando se tiene un flujo de aire alto se forman
burbujas grandes y pequeiias, las primeras atraviesan rapidamente por ¢l medio de fermentacién y
no contribuyen como las pequefias ya que estas son agotadas antes de que puedan escapar
(Vardar y Sukan, 1985). Por esta razon, en la mayoria de las fermentaciones se utilizan difusores
que produzcan burbujas muy pequefias y en mayor cantidad porque casi no presentan
coalescencia, en lugar de los difusores de un solo orificio. Existen diversos tipos de difusores
como son los de anillo o en forma de cruz con varios orificios, el difusor de un solo orificio y los
porosos; este ultimo se emplea en estudios de aireacion & baja escala (Steel, 1958).
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5. CARACTERISTICAS DE FLAVOBACTERIUM

Son bacilos con lados paralelos y redondeados en Ia parte final, tipicamente de 0.5 pm de ancho
y 1.0-3.0 gm de largo. Tiene ausencia de granos intracelulares de poli-B-hidroxibutirato. No
forma esporas. Es Gram negativo, no tiene movilidad, no tiene deslizamiento. Es aerobio, tiene
un metabolismo estrictamente respiratorio. El aislamiento del medio ambiente se realiza a
temperaturas de 5-30°C. El crecimiento en medio sélido es tipicamente pigmentado (amarillo-
naranja) pero también hay cepas que no producen pigmentos. Las colonias son transticidas
{ocasionalmente opacas) circulares (diametro 1-2 mm) convexas o poco convexas, planas,
brillantes y con bordes enteros {Buchanan y Gibbons, 1980)

El color y 1a intensidad de la pigmentacion varia considerablemente y puede ser afectada por el
medio de crecimiento, la temperatura y el periodo de incubacidn. El grado de pigmentacion
puede ser pronunciado a bajas temperaturas (15-20°C} la luz de dia se requiere para una méaxima
pigmentacion. El crecimiento cn caseina, leche y agar con almidén puede aumentar la
pigmentacion. Los pigmentos no son fluorescentes en luz UV y son insolubles en el medio de
crecimiento {Buchanan y Gibbons, 1980)

A tas pruebas bioquimicas es catalasa y oxidasa positivo. No digiere el agar. Es
quimiocorganotrdfico. Produce acido pero no pas de carbohidratos en medio que tiene baja
concentracidn en peptona. El porcentaje mol G + C de DNA es de 31-42.

Los carbohidratos mas atacados son glucosa, sacarosa, glicerol, maltosa v trehalosa. No se
produce 4cido a partir de adonitol, dulcitol, inositol y sorbitol. Celolosa, agar y otros
carbohidratos de alto peso molecular no son atacados. La mayoria de las cepas son proteoliticas,
hidrolizan caseina y gelatina. Se encuentra extensamente distribuido en agua, suelo y tierra,
algunas veces se encuentra en carnes crudas, leche y otros alimentos.

Requiere para su crecimiento de aminoacidos y factores suplementarios de crecimiento y la
mayoria no crece en medios simples de sales/glucosa.

Las cepas de Flavobacterium en particular aquellas de interés clinicas son resistentes a muchos
antimicrobianos, como estrepiomicina, ampicilina, omicina, etc (Buchanan y Gibbons, 1980).
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5.1. RUTA BIOSINT]@TICA DE LA ZEAXANTINA EN
ERWINIA HERBICOLA

Una ruta de biosintesis de carotenoides especificamente de zeaxantina no se conoce para
Flavobacterium sp. Se han llegado a elucidar posibles rutas de formacién (McDermott ef al,
1974) pero aun no se conoce una definitiva. Flavobacterium sp. como Erwinia herbicola son
bacterias gram negativas y comparten algunas caracteristicas como son la formacién de
carotenoides de color amarillo, la primera los forma como medio de proteccion cuando se somete
a algin tipo de stress y la segunda como estrategia para sobrevivir fuera de su medio
ambiente(superficie de las plantas) (Goodfellow et al; 1976).

Alpunas cepas de E. herbicola forman carotenoides como por ejemplo derivados hidroxilados de
B-caroteno y sus correspondientes glucésidos (Sandmann, et al,1990).

Se ha encontrado una ruta de sintesis de carotenoides en esta bacteria Eho 13, cuyos genes
producen un color anaranjado; consta de seis genes crtE, crtB, cril, ertY, ertZ, y crtX; los cuales
se transcriben en una sola direccién y probablemente estén organizados en un sélo operon.
Cuando Escherichia coli se transforma con los genes de [a sintesis de carotenoides {crf) de £.
herbicola es mds resistente a la radiacion UV y a los agentes fototoxicos que cuando la célula no
tiene estos genes (Kin-Ying, ef al; 1994).

Estos genes son empaquetados en un fragmento de 12.4 Kb. Estudios genéticos han revelado que
para que se expresen estos genes se requiere de cAMP. Se han comprobado la funcién de estos
genes por medio de una bacteria fotosintética Rhodobacter capsulatus cuyos genes se han aislado
y transformado en E.coli (Schnurr, ef al, 1991). La siguiente Tabla 2 nos muestra la ruta de
biosintesis, las enzimas y los genes responsables de la formacidn de zeaxantina en Erwinia

herbicola.

Tabla 2. Intermediarios, enzimas y genes responsables de la ruta de biosintesis de zeaxantina por E.herbicola

Intermediario Enzima responsable Gene
Farnesil pirofosfato Geranil-geranil pirofosfato sintetasa [ert€
Geranil-geranil pirofosfato | Fitoeno sintasa crtB
Fitoeno : Fitoeno desaturasa crilL
Licopeno Licopeno ciclasa crtY
B-Caroteno B-Caroteno hidroxilasa criZ
Zeaxantina 3-hidroxi—B-Caroteno glicosilasa crtX
Zeaxantina—B-diglucdsido

( Kin-Ying , et al; 1994)




6. OBJETIVOS
6.1. GENERAL

Observar el efecto de la aereacion y agitacion en la produccion de zeaxantina en un
fermentador de cuatro litros equipado con turbina Rushton de seis paletas y un
dispersor de aire sencilio.

6.2. PARTICULARES

Observar como se ve afectada la produccién volumétrica y el crecimiento a través
de variar la agitacion, aereacién y concentracion de licor de maiz en un
fermentador de cuatro litros equipado con turbina Rushton de seis paletas y un
dispersor de aire sencillo

Determinar las condiciones mas adecuadas de agitacion, aereacion y concentracion
de licor de maiz para la produccion volumétrica de zeaxantina en un fermentador
de cuatro litros equipado con turbina Rushton de seis paletas y un dispersor de aire
sencitlo
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

TECNICAS DE
CONSERVACION ¥
PROPAGACION

MANEJO DEL MICROORGANISMO

CUANTIFICACION DE
CRECIMIENTO Y

AZUCARES RESIDUALES
YpH

EXTERIMENTOS A NIVEL DE MATRAZ

INFLUENCIA DEL LICOR DEL MAf2

DETERMINACION DEL OXIGENG
DISUELTO

CINETICAS DE CRECIMIENTO Y FRACCIONES DE
PRODUCCION LLENADO
USO DEL FERMENTADOR
USO ADECUADO DE
ESTERILIZACION
. ELECTRODOS
DISERO EXPERDAENTAL
DISERG FACI‘0R31AL
COMPLETO 2

ALGORITMO DE YATES

ENCONTRAR CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION DE
ZEAXANTINA, CAROTENOIDES ¥ CRECIMIENT( DE Flawbecterinm

$p. ATCC 21588

18




8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Microorganismo:

La cepa que se utilizé para este estudio fue Flavobacterium sp. ATCC 21588, Obtenida de la
American Type Culture Collection, Rockville, MD. Su conservacion fue en glicerol- medio YTN
en proporcion 40/60. Se mantuvo en congelacion -20°C.

8.2 Medio de cultivo:

Para el mantenimiento y propagacion se utilizaron los medios reportados en el Catalogue of
Bacteria and Bacteriophages ATCC (Gherna y Pienta, 1992). Se sembraron cajas de YTN con
0.1 mt del microoganismo conservado en glicerol a ~20 °C por la técnica de plagqueo. Se sometié
2 incubacién a 29 °C por 48 horas. Posteriormente se tomaron de 3 a $ asadas de las cajas y se
resuspendieron en 5 mi de solucion salina hasta obtener una densidad optica de 0.3. Se inoculd |
mt de esta solucion en 50 ml de medio YTN en matraces Erlenmeyer de 250ml con deflectores
en la parte inferior marca “Sigma®. Los matraces se incubaron por 24 h en una incubadora New
Brunswick Scientific Psycrotherm de tipo orbital a 180 pm y2%°C,

Medios de cultivo:

La composicién del medio YTN en (g/1) Triptona, 10; Extracto de levadura, 10; Glucosa, 1,
Cloruro de sodio, 30; Elementos traza, 1; y se ajusté el pH a 7.2 con hidroxido de sodio al 10 %,
El medio de fermentacion base para Ja produccién del pigmento fue el siguiente en (g/l) Aceite
de maiz, 0.8, Cloruro de magnesio, 15, Licor de maiz, 16; Glucosa, 20. El medio se completo
con agua de la llave llegando a un litro (Bautista, 1995). Se ajustd el pH a 7.2 con hidréxido de
sodio al 10%. La glucosa y los demis componentes del medio de cultivo se esterilizan por
separado a 121°C por 20 minutos.

La composicion de los elementos traza fue la siguiente (g H;BO,, 2.85; MnCl;.4H;0, 1.8;
FeS0q, 1.36; NaCytQs. 4H20, 1.77, CuClz.2H:20, 0.0269, ZnCly, 0.0208; CoCly.6H;0, 0.0404;
NaMo(Q4.2H,0, 0.0252.

8.3. Reactivos: :

Analiticos: Carbonato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de magnesio, cloruro de manganeso,
cloruro de cobre, cloruro de zinc, fosfato monobasico y dibisico de potasio, glucosa, molibdato
de sodio, sulfato de fierro, sulfato de cobre, tartrato doble de sodio y potasio de la J.T. Baker de
México, 8.A. Extracto de levadura, hideoxido de sodio de Merck de México S A Peptona,
triptona y agar DIFCO Laboratorios de Estados Unidos.

Industriales: Aceite de maiz, Wesson de Wesson Foods U.S.A. Licor de maiz de Arancia
Comercial 8. A. de C.V. y Cloruro de magnesio de la Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.

8.4. Condiciones de fermentacion:

Todos los experimentos se llevaron a cabo en un sistema marca Fermentation Design equipado
con impulsores de turbina tipo Rushton y un dispersor con una sola entrada de aire en una jarra
de 4 litros conteniendo 3 litros de medio base. Al fermentador se le adiciond 5% viv de inoculo.
La temperatura fue de 29°C y la fermentacion se siguié por 120 h.
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8.5. Cuantificacion de oxigeno disuelto:

La concentracibn de oxigeno disuelto se determind directamente sobre el caldo de cultivo con un
electrodo de membrana intercambiable marca New Brunswick serie 900. Este electrodo es de
tipo galvanico que contiene un &nodo de plomo y el catodo de platino, con una membrana de
etilen fluorado (FEP) de 25 micras de espesor para una respuesta rapida. La mayoria de los
fermentadores para controlar el suministro de flujo de aire contienen una valvula que da un
control muy fino del suministro de oxigeno, también indica la presién y un area variable en el
indicador de flujo indica instantaneamente el intervalo del flujo de aire. Estos indicadores pueden
calibrarse para gases (o liquidos) como aire, oxigeno, dibxido de carbono (Mc Neil y Harvey,
1990).

8.6. Disefio experimental:

Un disefio factorial s aquel en el que se investigan simultineamente los efectos de un cierto
nimero de factores. Un disefio factorial completo consta de todas las combinaciones que pueden
formarse de ltos distintos factores (Box y Hunter, 1989). En este estudio se practicé un disefio
factorial completo 2 que consistié de un total de ocho experimentos. En la Tabla 3 se muestran
los valores (+) y (-) correspondientes a los factores estudiados y en la Tabla 4 se muestran los
niveles (+} v (-) de cada factor en cada uno de los ocho experimentos realizados.

Tabla 3. Factores y niveles probados

Factor Nivel {-) ]Nivel (+)
| Agitacion _rpm _(AG) 200 600
Aereacion  vvin (AE) 1 2
Licor de maiz % (LM) 1.6 4.6

Tabla 4. Matriz experimental

EXPERIMENTO |AGITACION [AEREACION |LICOR DE MAIZ
i - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
8 - - +
3 + - +
7 - + +
8 + + +

Un efecto principal de un factor es la respuesta promedio observada (por ejemplo carotenoides,
zeaxantina o densidad Optica) al cambiar dicho factor de su nivel (-) a su nivel (+). Cuando los
factores no son independientes, el efecto principal de un factor depende del nivel de otro factor,
en este caso se dice que hay una interaccion entre estos dos factores. A partir de los resultados de
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los ocho experimentos (Tabla 5) y aplicando €l Algoritmo de Yates se obtuvieron los efectos
principales de los factores, asi como sus interacciones (Box, ef al, 1989). La desviacion
tipica se calculd haciendo réplicas de los tres experimentos del disefio factoria) de la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados y efectos principales de los ocho experimentos

Experimento | AG | AE [ LM | C.T.| Zea | D.O.
1 - - - 11441035] 162
2 + § - | - {133]133(183
3 - + ~ | 1471 0 |2.71
4 + + - 10.102]10.026] 9.99
5 - - + | 074 0 6.83
6 + - + 5823381668
7 - + + | 156|027 ] 122
8 + 1 + | + [1146{983 [ 196
b 3.3811.31{381
by 34911271294
b: 4941564(8.54

C.T.= Produccién volumétrica carotenoides, se determind alas 72 h y,=2.99

Zea = Produccién volumétrica zeaxantina, s¢ determind alas 72 h y = 1.9
D.0.= Densidad dptica a 540 nm, sc determiné a fas 72 h yz = 9.96

b = Efecto principal de carotenoides para cada factor, desviacion tipica = 0.0725
by = Efecto principal de zeaxantina para cada factor, desviacion tipica =4.5x 10~
b: = Efecto principal de densidad dptica para cada factor, desviacién tipica=1.72

METODOS ANALITICOS

8.7 Cuantificacion de crecimiento:

El crecimjento se estimo por medio de densidad 6ptica a una longitud de onda de 540 nm.

Se hizo una curva de celibracién para determinar el tiempo Aptimo de lectura de células y
asegurarnos de no incurrir en un error. Se hicieron diluciones con solucion salina 0.85% vy se
leyeron las muestras en un espectrofotometro Bausch and Lomb E - 21,

Se centrifugaron las muestras para que todas tas células presentes se precipiten en el fondo del
tubo y posteriormente se favaron con solucién salina 0.85% para evitar que los solidos del licor
de maiz interfirieran en la determinacion,

Curvz de determinacion optima de lectura:

1.- Tener muestra suficiente para la determinacién (£50 ml)

2.- Agitar vigorosamente la muestra y tomar inmediatamente una muestra por duplicado,
3.- Cada minuto tomar una muestra por duplicado hasta llegar a 20 min.

4.- Centrifugar las muestras a 6500 rpm por 10 min,

21




5.- Lavar las células dos veces con solucion salina al 0.85% y repetir el paso 4.
.- Leer las células a una longitud de onda de 540 nm v hacer diluciones correspondientes para
leer adecuadamente en el espectrofotdmetro

Tratamiento de la muestra:

1.- Tomar una muestra de 2 mi, agitar vigorosamente y esperar 15 min.

2.- Centrifugar 1a muestra a 6500 rpm por 10 min y guardar el sobrenadante para determinacion
del pH.

3.- Resuspender el pellet formado con 5 mi de solucion salina al 0.85% y volver a centrifugar a
6500 rpm por 16 min, este paso se repite una vez mas.

4.~ Una vez obtenido el pellet se resuspende con solucidn salina al 0.85% y se hacen diluciones
para poder leer en el espectrofotometro.

5.- Se utiliza de blanco solucion salina al 0.85%.

6.- Estas determinaciones se realizan por duplicado.

8.8. Método de extraccién y cuantificacidn de pigmentos:

La técnica que se empleo fue fa reportada por Britton (1985) y fue la siguiente:

1.- Se toma 1 ml de muestra del cultive de matraz o fermentador, centrifugar a 7500 rpm por 15
min y separar el sobrenadante para la determinacitn del pH

2.- Resuspender el pellet en 4 g de perlas de vidrio

3.- Agregar 2 m! de acetona pura y agitar por | min {agitacién mecanica)

4.- Agregar 2 ml de una mezcla de dietil éter—éter de petroleo 1/1 y agitar por 10 s

5.- Agregar 2 ml de agua destitada y agitar por 10 s

6.- Centrifugar a 5000 rpm por 7 min y extraer la fase etérea con una pipeta Pasteur

7.- Secar la muestra con nitrogeno y protegerlo de la luz

8.- Resuspender el pigmento con ) ml de éter de petroleo

9.- Leer a 449 nm en un espectrofotometro Bausch and Lomb E-21, utilizando el coeficiente de
extincion de 2348 (1%, 1 cm).

Para determinar {a concentracién del pigmento se wutilizd la formula propuesta por Britton
(1985).

ng de carotenoides = | (A) (y) (10 6)/ Aem) (100) |

En donde:

A = absorbancia de la muestra

y = volumen del extracto en m}

10 ¥ = constante para expresar los carotenoides en pg

A 1o = coeficiente de extincion especifico para zeaxantina
100 = constante para eliminar ¢l factor de porcentaje

8.9. Cromatografia en capa fina (TLC):
Para la determinacion de zeaxantina se utilizé la técnica de cromatografia en capa fina, estd

téenica nos ayuda a identificar el pigmento que nos interesa, ademas de que podemos también
identificar pigmentos presentes como B-Caroteno y se cuantificaron en densitometro (Stahl,
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1969). Se utilizo como referencia un patrén puro de zeaxantina y B—Caroteno con una
concentracién determinada. Los estandares fueron proporcionados per Hoffman La Roche.

El material que se utilizé fueron placas de silica gel 60 (Kieselgel DC-alufolien sin indicador
fluorescente) de 10 x 20 cm x 0.2 mm. Se uso una cimara de vidrio, la cual se satura con una
mezcla de diclorometano/acetato de etilo (80/20).

8.10. Cuantificacion de zeaxantina por densitometria (CAMAG):

Para la determinacion de zeaxantina se utilizé un densitometro de marca CAMAG TLC
SCANNER IL. Su funcipnamiento es el siguiente se monta la placa y éste la va moviendo a
través de un haz de luz, mide las absorbancias de las distintas regiones de la placa vy el area bajo
los distintos picos y ésta es proporcional a la cantidad de pigmento presente, el cual se determina
utitizando estandares puros, especificos para cada pigmento (Manual CAMAG TLC, 1990).

8.11. Cuantificacidn de glucosa residual (GOD-PAD):

La glucosa presente en el medio de cultivo se cuantifico utilizando un paquete enzimdtico de
glucosa en suero llamado GOD - PAD. Cuyo fundamento es el siguiente:

La glucosa oxidasa (GOD) (B-D-glucosa: oxigeno—1-oxidorreductasa) cataliza la oxidacién de
la glucosa: GOp

Glucosa + Og + HyQ ===m=m~ > Ac.glucénico + H;0,

El peréxido de hidrogeno formado reacciona con 4-amino antipiridina v 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 antipiridina + Feno{ ===—=—-~ —> Antipirilquinonimina + 4 H,O

Mezcla de reaccién

Disolver el contenido del frasco 1 con 200 ml de agua destitada y afiadir el contenido del frasco
2. Mezcla suavernente. Conservar en un frasco ambar en refrigeracion.

Procedimiento técnico;

L.- Marcar tres tubos de ensayo con M (muestra) P (patrén) y B (blanco) y proceder como sigue:

BLANCO (ml) |PATRON (ml) [MUESTRA {ml)
Agus destilada 0.02
Patron 0.02
Muestra ' 0.02
Mezcla de reaccion 2.0 2.0 2.0
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2.- Mezclar bien e incubar 10 min a 37° C. Evitar la luz directa del sol.

3.- Determinar las absorbancias a 510 nm durante 10 minutos posteriores a la incubacion.

Célculos:
Glucosa {mg/100 mi} = Absorbancia de ta muestra X 100
Absorbancia del patron

8.12. Determinacion de pH:
La determinacion del pH se realizé en un potenciémetro marca Beckman modelo 3500.

El analisis se determind al medio de cultivo, después de la centrifugacion y antes de la

extraccion del pigmento.
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9. RESULTADOS y DISCUSION

9.1. Estudio del efecto de 2 sereacibn a nivel de matraz

Lo primero que se realizd fue familiarizarse con el microorganismo, las técnicas de
conservacién y propagacion del mismo. Posteriormente fue el manejo adecuado de los aparatos y
técnicas de cuantificacion del pigmento. Todo esto se llevo acabo con la finalidad de conocer las
cinéticas de crecimiento y produccién del microorganismo ademds de corroborar los
antecedentes que se tenian en el laboratortio,

Se realizd un experimento a nivel de matraz Erlenmeyer de 250ml con deflectores probando
diferentes fracciones de Henado (0.1-0.5), La fraccion de llenado es el volumen de medio
utilizado con respecto al volumen del matraz, se usé el medio STYE (ya optimizado para la
produccién de zeaxantina) (Bautista, 1995).

El objetivo de este experimento fue el observar cual era la fraccién de llenado mas adecuada para
la produccién de zeaxantina e identificar por medio de cromatografia en capa fina los productos
y posibles intermediarios que se formaban en la fermentacion bajo las diferentes condiciones de
trabzjo. En la figura 2 se muestran los resultados de crecimiento de Flavobacterium sp. 21588,

Crecimiento (D.0.)

Tiempo (h)

Figura 2. Cinética de crecimiento de Flavodacterium sp. 21588 para las diferentes
fracciones de llenado. Simbolos: Fraccion 10% (#); Fraccion 20% (%*); Fraccién 25% (~);
Fraccion 30% (0); Fracciéon 35% (<); Fraccién 40% (® ); Fraccién 45% (p); Fraccién
50% (o) '
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El crecimiento se determiné como densidad 6ptica, debido a los problemas que presenta el licor
de maiz en el medio, éste tiene un contenido del 50.37% (anexo) lo cual ocasiona un alto grado
de interferencia 2 la hora de determinar crecimiento por métodos como peso seco ©
determinacion de proteina (Lowry, ef al, 1951). Para la determinaciéon de {a densidad optica se
lavaron las células dos veces con solucién salina al 0.85%, para eliminar la interferencia det licor
de maiz, se resuspendieron éstas con la misma solucién y esta misma se utilizo como blanco
para leerlas posteriormente en el espectrofotometro.

En la figura 2 se observa que dentro de las primeras 21 h de la fermentacion el microorganismo
se encuentra en la fase exponencial, observandose los maximos de crecimiento en este tiempo
para las fracciones de llenado 20-25-30 y 35%. En la fase logaritmica gencralmente los
microorganismos almaceran lipidos, carbohidrates, hay divisién celular y sintetizan las enzimas
necesarias para €l desarrollo de metabolitos secundarios (Rose, 1979). A partir de las 21 h el
microorganismo entrd en fase estacionaria y posteriormente se vié una disminucion en el
crecimiento. Para las fracciones 40-45 y 50% el maximo crecimiento se encontrd a las 48 horas,
conforme aumenta la fraceién de llenado, la cantidad de medio en cada matraz fue mayor y por
consiguiente la cantidad de sustrato (licor de maiz principalmente) aumento, el oxigeno
disponible fue menor debido a 1a relacién matraz-fraccién de llenado, en estas condiciones el
microorganismo crecid y tardd mas tiempo en alcanzar su méximo crecimiento, la produccion de
metabolitos secundarios esta asociado con un crectmiento limitado o suboptimo (Rose, 1979).
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Figura 3. Cinética de produccién velumétrica de carotenoides por Flavobacterium  sp.
21588 para las diferentes fracciones de llenado. Simbolos: Fraccibn 10% (#); Fraccién
20% (%); Fraccién 25% (~); Fraccion 30% (0); Fraccién 35% (<); Fraccién 40% (°*);
Fraccién 45% (p); Fraccién 50% (o).
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Observando la figura 3, la produccion volumétrica de carotenoides para las fracciones de llenado
del 10, 20, 25 y 30%, se encontrd que a partir de las 21 h de la fermentacién empezé la
produccion de carotenoides registrandose un aumento hasta las 48 h, despuds de esta hora la
produccion disminuyé. Cuando se trabajo con fracciones del 40-45 y 50%, lo que se observé fue
que la produccion de carotenoides aumento, en comparacién con las anteriores y su produccidn
maxima fue a las 48 horas, asi también Mc Neil y Harvey (1990) mencionaron que la
transferencia de oxigeno es menor cuando se trabaja con un volumen més grande de medio en
comparacién con el matraz utitizado, es decir, conforme aumenta la fraccion de llenado es menor
la transferencia de oxigeno al medio de cultivo. De manera tal que la produccién de carotenoides
estuvo asociada al crecimiento, a mayor crecimiento mayor formacion de carotenoides, pero es
menor fa proporcion de oxicarotenoides, en este caso de zeaxantina como se observo en la figura
3, asi también se observé la separacion de varios carotenoides y oxicarotenoides incluyendo B
Caroteno, un desconocido cuyo Rf fue 0.6097 y zeaxantina. Los dos primeros se encontraron en
fracciones de Itenado del 30 al 50%. Britton y Goodwin (1971) vieron la importancia del oxigeno
en la formacion de carotenoides y oxicarotenoides, entre mas oxigeno se suministre al medio de
cultivo la proporcion de los carotenoides sintetizados por el microorganismo como el B-Caroteno
disminuye notablemente y aumenta la cantidad de oxicarotencides como la zeaxantina. Asi
también Bautista (1995) mencioné que una fraccion de llenado del 10% influye de manera
positiva sobre el crecimiento y produccion de pigmentos por Flavobacterium sp. 21588;
observandose un méximo de produccién y crecimiento en un tiempo menor que si se utiliza una
fraccién de Hlenado de mayor porcentaje.

Lo que se observo en la figura 4 de produccién volumétrica de zeaxantina fue que para las
fracciones 40-45 y 50%, no se registré produccién alguna del oxicarotenoide (zeaxantina), sin
embargo en las demas fracciones se registro produccion de este oxicarotenoide siendo la fraceion
de mayor importancia Ja del 10%, conforme aumentaba la fraccidn de llenado la proporcion de
este oxicarotenoide iba disminuyendo hasta Megar a ser insignificante y la cantidad de
carotenoides aumento como se pudo observar en la figura 5, la primer mancha que se observé de
abajo hacia arriba de la placa fue zeaxantina, esta fue mucho més intensa en la fraccion del 10%
que en las demds, seguido sc observo una mancha intermedia entre zeaxantina y 8—Caroteno,
desconocido por nosotros cuyo Rf fue de 0.6097, en la parte superior de la placa se encontré la
mancha de B-Caroteno que conforme aumenté la fraccién de llenado fue mucho mas intensa, asi
como también la del intermediario; un ejemplo claro se observo comparando las fracciones 10y
50%.
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Figura 4. Cinética de produccion volumétrica de zeaxantina por Flavobacterium sp. 21588
para las diferentes fracciones de llenado. Simbolos: Fraccién 10% (#); Fraccién 20% (¥)
Fraccién 25% (~); Fraccién 30% (0); Fraccién 35% (<&); Fraccién 40% (°); Fraccion
45% (p); Fraccién 50% (o) .

A manera de conclusion se puede decir que la produccién volumétrica de zeaxantina se vid
favorecida cuando la relacion medio de cultivo con el volumen del matraz fue pequeiia, en esta
existe und cantidad mayor de oxigeno presente en el medio (Mc Neil y Harvey, 1990) y puede
ser utilizado para sintetizar este oxicarotenoide. Sin embargo, para la produccién volumétrica de
carotenoides las caracteristicas fueron diferentes, la produccién fue mayor cuando esta relacion
aumenta, el oxigeno en el medio fue menor y la ruta de biosiatesis de este oxicarotenoide se
quedd-en sus precursores como el B-Caroteno, el crecimiento tuvo un comportamiento similar al
antes descrito para los carotenoides, Flavobacterium sp. 21588 crecid mas cuando la fraccion de
{lenado fue de un porcentaje mayor (30-50%) y cuando no hubo mucho oxigeno disponible en
el medio de cultivo.
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Figura 5. Analisis cromatogrifico 1 de los pipmentos producidos por Flavebacterium sp. en
diferentes fracciones de llenado a los tiempos 48 y 72 h. Carriles: 1. Estandar de zeaxantina,
2. 10%, 3. 20%, 4. 25%, 5. 30%, 6. 35%, 7. 40%, 8. 45%, 9. 50%. 10. Estindar de
zeaxantina, 11. 10%, 12, 20%, 13. 25%, 14, 30%, 15. 35%, 16, 40%, 17, 45%, 18. 50%.
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9.2, Efecto de la concentracién del licor de maiz en ¢l proceso de formacién de la zeaxantina

Se corrid una fermentacion a nivel de matraz Erlenmeyer de 25ml con deflectores en la parte
inferior con 25ml de medio de produccion (STYE). El objetive de este experimento fue el
determinar la influencia que tiene ¢l licor de maiz en la produccién de zeaxantina y otros
carotenoides, de acuerdo a los antecedentes en el laboratorio, se determing que a mayor cantidad
de licor de maiz hay mayor produccion de 8-Caroteno y disminuye la produccion de zeaxantina,
esto a nivel de matraz de 250ml con deflectores en la parte inferior y con 25ml de medio de
produccion {Bautista, 1995).

De acuerdo a un registro de patente de produccion de zeaxantina con F. mulfivorum (Gierhart y
Dennis, 1992) en el proceso de produccion aumentan la cantidad de licor de maiz (3-10%) y
adicionan factores de crecimiento que estimulan la produccién de este oxicarotenoide. En
nuestro caso, se trabajo con Flavobacterium sp. ATCC 21588 se probd una concentracion alta de
licor de maiz {4.6%) y se mantuvo la concentracion de 1.6% como control y de esta manera fue
determinado el efecto de la concentracion de licor de maiz en la produccion de zeaxantina, los
resultados de crecimiento se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Cinética de crecimiento con Favobacterium sp. 21588 en medio STYE y medio
STYE con la concentracién de licor de maiz aumentada. Simbolos: Medio STYE (W)
Medio STYE con concentracién de licor de wmaiz aumentada (@),
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En la figura 6, cinética de crecimiento, se pudo observar que dentro de las primeras 24 h de la
fermentacion se desarrollé la fase logaritmica de crecimiento de Flavobacterium sp. 21588. En
el caso del medio STYE (1.6%), se llegd a un maximo de 0.97 de densidad optica a las 17 h,
pasado este tiempo se registrd una caida ligera en el crecimiento y entrd en la fase estacionaria
manteniéndose asi durante toda la fermentacion. En el caso del medio STYE con una
concentracién mayor de licor de maiz {4.6%) el méximo de crecimiento se registro a las 17 h,
llegando & un maximo de 1.42 de densidad Optica, pasado este tiempo la pendiente del
crecimiento cayé y se mantuvo este patron hasta las 48 h, para después subir ligeramente. El
licor de maiz es una fuente rica en aminoicidos, minerales y factores suplementarios de
crecimiento, ¢s ampliamente utilizada en fermentaciones por su bajo costo y su facil adquisicion
(Giethart y Dennis, 1992). Flavobacterium necesita de aminoacidos y minerales para su
crecimiento {Buchanan y Gibbons, 1980), Suministrar de manera independiente aminoacidos y
factores suplementarios de crecimiento elevaria el costo de produccién de zeaxantina, ya que
estos se encuentran de maniera pura y tienen un costo muy elevado en el mercado. En esta misma
grafica pudimos observar que una elevada concentracién de licor de maiz (4.6%) estimuld el
crecimiento cerca de 2 veces comparando este resultado con el control que tuvo una
concentracién de 1.6%.
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Figura 7. Cinética de produccién volumétrica de carotenoides por Flavobacterium sp.
21588 en medio STYE y medio STYE con la concentracién de licor de maiz aumentada.
Simbolos: Medio STYE (#); Medio SYTE con la concentracién de licor de maiz
aumentada (¥).
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En la figura 7 de produccién volumétrica de carotenoides se observo que en las dos
concentraciones de licor de maiz probadas, se siguieron diferentes tendencias en la produccion.
Para ¢l medio STYE (1.6%) en las primeras horas de la fermentacion se registré poca
produccion de carotenoides, a las 24 h la pendiente varié muy poco con respecto a fos tiempos
anteriores mantiendose la produccién, a partir de las 24 h entré en la fase estacionaria y se
mantuvo asi a lo fargo de la fermentacién. Para el medio STYE con aumento en la concentracidn
de licor de maiz (4.6%) se observo que la produccién de carotenoides empezo a partir de las 8 h,
punto que coincidic con el medio STYE (1.6%) paralas 17 hde la fermentacidn, la pendiente
de produccion tendié a la alza y fue muy diferente a la otra condicién, a partir de las 24 h entrd
en la fase estacionaria, y se registraron ligeros aumentos manteniendose asi hasta las 72 h, para
las 96 h hubo un aumento en la concentracion de carotenoides de 3 veces mas en comparacion al
punto anterior. Comparando la produccion de carotencides a las 96 h hubo un aumento en la
produccion de 6 veces mas cuando se trabajo con 4.6% de licor de maiz que con el control
(1.6%).
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Figura 8. Cinética de produccién volumétrica de zeaxantina por Flavobacterium sp. 21588
en medio STYE y medio STYE con Ja concentracién de licor de maiz aumentada. Simbolos;
Medio STYE (W); Medio STYE con la concentracién de licor de maiz aumentada (#).
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Para la condicién det medio STYE, en la figura 8 se observe que dentro de las primeras horas
de fermentacion hubo poca produccion de zeaxantina, a las 17 h se registrd poca produccion,
ligeramente esta aumentd a las 24 I, a partir de este punio se puede decir que entré en la fase
estacionaria y a las 72 h hubo un declive ligero en la produccion. Para el medio STYE con
aumento en la concentracion de licor de maiz (4.6%) se observd una produccion gradual de
zeaxantina, alas 24 hentrd ala fase estacionaria, en este punto comparado con el medio STYE
(1.6%) hubo un aumento en la produccion aproximadamente del 30%, delas 72 alas 96 horas
en el medic STYE con concentracion de 4.6% de licor de maiz, se registrd un aumento
considerable en la produccion pasando de 1.3 a 4.7 pg/ml de zeaxantina, A pesar de que se
observd un aumento discreto en el crecimiento en esie punto, la produccion volumétrica de
carotenoides y de zeaxantina aumento, no se tiene una explicacién clara de lo sucedido, a pesar
de que las muestras se realizaron y analizaron por triplicado, los resultados concuerdan con estos
datos. La fermentacién no se monitorid mas tiempo porque se corria el riesgo de concentrar los
componentes del medio de cultivo debido a una evaporacion del mismo, ademas de que el
microorganismo estuviera ya en una fase de muerte.

Con base en_estos resultados se pudo confirmar que una concentracién mayor de licor de maiz
en el medio favorecié la produccion de carotenoides y de zeaxantina. Relacionando las figuras
de crecimiento, producciones de carotenotdes y zeaxantina, se pudo decir que la produccion de
los pigmentos ocurri6 en la fase estacionaria después de que el microorganismo alcanzo su
méximo crecimiento, en las primeras horas de la fermentacién se observé poca produccion de
pigmentos pero gran crecimiento y a partir de las 24 h cuando empezd la fase estacionaria fue
cuando se dieron los maximos de produccion en estos casos el crecimiento cayé ligeramente y
no se mantuvo constante. Este patron fue normal cuando hablamos de sintesis de metabolitos
secundarios en las primeras horas de la fermentacion el microorganismo desarrollé las enzimas
necesarias para la produccién del metabolito acumuld lipidos y carbohidratos para utilizarlos en
la fase estacionaria (Rose, 1979).

Utilizando la técnica de separacion de pigmentos por medio de cromatografia en capa fina
pudimos observar en la figura 9, que con el medio STYE (1.6%) hubo formacion de zeaxantina y
B—Caroteno ademas de estos hubo formacién de un intermediario cuyo Rf fue 0.68. Observando
fa placa de abajo hacia arriba se aprecid una primera mancha cotrespondiente a zeaxantina,
después de esta mancha se observd otra muy tenue y ¢n la parte superior de la placa se vi6 la
acumulacion de B-Caroteno, en contraste, en la condicién con medio STYE con aumento en la
concentracién de licor de maiz (4.6%) se observaron ademés de zeaxantina y B-Caroteno dos
intermediarios cuyos Rf fueron 0.43 y 0.68 la mancha que se observa para el primero fue muy
tenue y para ¢l segundo fue mucho més intenss, también en la placa se observd que la
acumulacion de B—Caroteno fue mucho mayor y més definida que para la primera condicién de
medioSTYE (1.6%).

A manera de conclusion se pudo decir que un incremento en el porcentaje de licor de maiz en el
medio de cultivo, favorece el crecimiento y la produccion volumétrica de carotenoides y
zeaxantina. Fn el andlisis cromatografico el mismo incremento favorece la aparicion de dos
compuestos, desconocidos por nosotros, ademés de que las manchas de zeaxantina y B-Caroteno
fueron mas intensas que las del control (1.6% licor de maiz).
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Figura 9. Andlisis cromatografico de los pigmentos producidos por Flavobacterium sp. a
diferentes tiempos de fermentacion en medio STYE y STYE modificade. Carriles: 1. Estandar de
zeaxantina, 2. 0h,3.8h, 4, 17h, 5. 24 h, 6. 48 h, 7. 72 h, 8. 96 h, 9. Esténdar de zeaxantina, 10.
Oh,11.8h, 12. 1Th, 13.24 h, 14. 48 h, 15, 72 b, 16. 96 h, 17. Estandar de zeaxantina,
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9.3. DISENO FACTORIAL COMPLETO 2}
9.3.1. Primeros cuatro experimentos

El disefio factorial completo consta de una matriz con ocho experimentos, en los cuales se
estudian tres variables: agitacion, aereacion y concentracion de licor de maiz a dos niveles (+) y (-
); tat como se muestra en la tabla 5 (materiales y métodos). Para poder ordenar y analizar mejor
los resultados de los experimentos se decidio separa la matriz en dos partes, analizando en esta
seccion la produccion volumétrica de zeaxantina, carotenoides, y el crecimiento, baje diferentes
combinaciones de agitacion y aereacion, manteniendo constante la tercer variable {concentracion
de licor de maiz} en su nivel minimo (-) 1.6%.

En lz Tabla 4 (pag. 20), se muestra la matriz experimental y en las figuras 10, 11 y 12 sge
muestran las cinéticas de crecimiento, produccion de carotencides y de zeaxantina. En la figura
10 se observo que con excepcion del experimento 4, las primeras ocho horas de la fermentacion
fueron de adaptacion del microorganismd al medio de cultivo, observandose una fase “lag™ por lo
tanto no hubo un crecimiento significativo. Seguido de estas horas el microorganismo entré a la
fase exponencial, alcanzandose los valores mdximos de crecimiento. Para los diferentes
experimentos fos resultados obtenidos fueron muy diferentes, se obtuvieron valores de 162
{(exp 1) hasta 9.99 (exp 4) de densidad éptica, siendo el mas significativo este Gltimo, la cinética
del experimento 3 también fue muy diferente dunque no se alcanzaron resultados muy altos 7.71
(de densidad 6ptica) nunca se vio una disminucién pronunciada del crecimiento como se pudo
observar en tos tres experimentos restantes, en cambio en el experimento 1 (niveles bajos de los
tres factores) y 2 (niveles bajos de dos factores exceptuando la agitacion) el crecimiento fue muy
pobre.

Después de fas 24 horas se observé que los cuatro experimentos entraron a la fase estacionaria,
hubo ligeros aumentos en el crecimiento (exp 1 y 3) pero nunca llegaron a los miximos
resultados obtenidos (exp 4). La condicidn en la que se tuvo un mejor crecimiento (9.99), fue
cuando se trabajé con niveles altos de aereacidn y agitacién (exp 4) y también cuando el factor
aereacion por st mismo estuve en su nivel maximo (+) como fue €l caso del experimento 3 (7.71).
Ioannis, ef al, (1996) comento que el oxigeno, es un elemento esencial para el crecimiento agrobio
y es muy dificil de suministrar debido a su baja solubilidad. El crecimiento del microorganismo
depende de la concentracion del oxigeno disucito en el medio de cultivo, el cual influye en [a
actividad celular de este, por los efectos que tiene en la generacion de energia celular ya que esta
es suministrada por la respiracion.

La cinética de ta produccion volumétrica de carotenoides se observo en la figura 11, en las
primeras horas no hubo produccidn de carotenoides, toda la energia del microorganismo se
enfocd principalmente al crecimiento, inmediatamente después de que se alcanzé el maximo
crecimiento Flavobacterium sp. 21588 empezo la produccion de carotenoides, esto fue a las 24 h
de la fermentacién, Rose (1979) comenta que Ia produccion de metabolitos secundarios se lleva a
cabo en la fase estacionaria, en esta fase que suele durar aproximadamente 48 h se alcanzan las
producciones maximas antes de que el microorganismo muera.
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Figura 10. Cinética de crecimiento en los primeros cuatro experimentos de la matriz
experimental con Flavobacterium sp. 21588. Simbolos: Experimento 1 (#); Experimento 2

(l); Experimento 3 (A); Experimentod4(*),

Las mejores condiciones de produccién de carotenoides fueron en los experimentos 1, y 3, en las
que se manejaron niveles minimos de los tres factores o el factor aereacidn por si solo estuvo en
su nivel alto; en contraste cuando el factor agitacidén por si sélo v los factores agitacidn y
aereacion estuvieron en sus niveles maximos {exp 2 y 4) la produccion de carotenoides sé vio
dlsmmmda Una posible explicacién para este fenomeno pudo ser que la cantidad de oxigeno
prcsente en estos experimentos hubiera sido demasiado y hubiera afectado la produccién de
carotenoides en el microorganismo. Para que se ileve acabo la produccién de metabolitos
secundarios, es necesaric un nivel determinado de oxigenc en el medio de cultivo (Joannis, ef ai,
1996). Johnson y Lewis (1979) demostraron que cuando se mantienen niveles por debajo de
30mmol O,/h, la produccion de astaxantina en cepas de P. rhodozyma disminuye, y se acumulan
B-Caroteno y precursores del pigmento menos polares. Sin embargo cuando hay un exceso de
éste como fue el caso del experimento 4 y cuando la fuente de carbono y nitrégeno fue pobre
(1.6%) no hubo produccién de carotenoides viéndose limitada ésta por este dltimo factor, que por
la presencia de oxigeno, tal como lo pudimos observar en los cuatro experimentos siguientes de
Ia matriz experimental que tuvieron una concentracién de licor de maiz elevada (4.6%)
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Figura 11. Cinética de produccion de carotenoides en ios primeros cuatro experimentos de
la matriz experimental con Flavobacterium sp. 2i588. Simbolos: Experimento 1 (#);
Experimento 2 (l); Experimento 3 (A); Experimento 4 (* ).

Para la produccion volumétrica de zeaxantina, figura 12, se observé que el pigmento se produjo
a partic  de las 48 h de la fermentacion cuando Elavobacterium sp. 21588 entrd en fase
estacionaria. Los experimentos en los que se observd una mejor produccion fueron 2 (niveles
bajos de dos factores exceptuando la agitacion) y 1 (nivel bajo de los tres factores)
respectivamente. Para los experimentos 3 y 4, sé vio que fa produccién fue muy pobre; llegando a
ser nula, en donde, el factor aereacion estuvo en sit nivel alto (+) y una combinacién de factores
agitacion y aereacién estuvieron en sus niveles altos (+). Estos resultados nos indicaron que la
produccion de zeaxantina se vio favorecida con un nivel determinado de oxigeno, asi como lo fue
para la produccién de carotenoides, un exceso de oxigeno con una combinacion baja de fuente de
nitrogeno y carbono, afectaron de manera directa la produccion de este oxicarotenoide.

En la figura 13 se observd un perfil de oxigeno disuelto en el medio de cultivo medido en los
cuatro experimentos realizados. Vimos que cuando los factores agitacion, y aereaciéon en
combinacion con agitacion estuvieron en sus niveles altos (+) el oxigeno disuelto se recuperd
despues de las 24 h (exp 2 y 4), en contraste cuando los tres factores en estudio estuvieron en sus
niveles minimos (-) y la aereacién por si sola también estuvo en su nivel minimo (-) el oxigeno
disuelto nunca se recuperd (exp [y 3).
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Figura 12. Cinética de produccion volumétrica de zeaxantina en los primeros cuatro
experimentos de la matriz experimental con Flavobacterium sp. 21588. Simbolos:
Experimento 1 (#); Experimento 2 (l); Experimento 3 (A); Experimento 4 (*®).

En el experimento 1 hubo poco crecimiento, alta produccion de carotenoides y alta produccion de
zeaxantina. En el experimento 2 también hubo poco crecimiento, mediana produccion de
carotenoides y la produccidn mas alta de zeaxantina de estos cuatro experimentas, se pudo ver
que la diferencia entre estos dos experimentos fue los factores agitacion y aereacién, esto nos
permitié concluir que para que exista una mejor produccion de zeaxantina se requiere que el
factor agitacion este en su nivel alto. Como lo vimos en el experimento 1 (0.35 pg/mi) el factor
aereacion fue menos importante en comparacion con el factor agitacion observada en el
experimento 2 (1.33 pg/ml).

En el experimento 3 se registro un buen crecimiento y produccidén de carotenoides, pero sin
embargo la produccion de zeaxantina fue nula, el factor aereacion por st solo no estimuld la
produccion de zeaxantina. Para el experimento 4 en el que se obtuvo el mejor crecimiento de los
cuatro expetimentos realizados, la produccion de carotenoides al igual que la de zeaxantina fue
muy baja en comparacidn con los demis experimentos. Con estos resultados pudimos concluir
que el factor aereacion fue de menor importancia que el factor agitacion en la produccion
volumétrica de zeaxantina, pero no asi para la produccion de carotenoides esto se pudo deber a la
concentracion de oxigeno en el medio de cultivo v 1a baja concentracion de licor de maiz (1.6%).
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Figura 13. Evolucién del oxigeno disuelto en ¢l medio de cultivo en los primeros cuatro
experimentos de la matriz experimental. Simbolos: Experimento 1 (¢); Experimento 2 (
B); Experimento 3 (A); Experimento 4 (*).

A manera de explicar que es lo que esta pasando con la formacion de los carotencides nos
podemos valer dé un anilisis cromatografico que nos ayuda a identificar productos en base en un
estandar, como puede ser B-Caroteno y zeaxantina. En la figura 14, analisis cromatografico 3
(exp 1) se pudo observar la formacion de zeaxantina, dos compuestos cuyos RF fueron 040y
0.65 y 1a formacién de B-Caroteno. Al inicio de la fermentacién se pudo observar que hubo una
gran acumulacién de B-Caroteno y conforme pasé el tiempo de la fermentacion las manchas de
zeaxantina y [a de los compuestos fueron apareciendo llegando a su maximo a las 72 h, después
de esta hora las manchas fieron menos intensas. En la figura 15, analisis cromatografico 4 (exp 2}
s¢ observo la formacion de zeaxantina, de dos compuestos cuyos Rf fueron 0.49 y 0.84, y B-
Caroteno; al igual que en el experimento anterior al inicio de la fermentacién se observéd la
acumulacion de 3-Caroteno y seguido aparecieron zeaxantina y los compuestos, pero conforme
transcurri6 el tiempo de {a fermentacion [as manchas se hicieron mas nitidas. La diferencia entre
estos dos experimentos fue que la agitacion pasé de su nivel inferior (-) al superior (+),
observandose claramente un aumento en la formacién de B-Caroteno cuando la agitacion estuvo
en su nive! inferior.

En {a figura 16, andlisis cromatografico 5 (exp 3) se observé la formacion de zeaxantina, dos
compuestos cuyos Rf fueron 0.62 y 0.77 y B-Caroteno, Los tiempoes maximos de formacion de
zeaxantina fueron de las 17 hasta las 48 h de la fermentacion pasado este tiempo, las manchas se
hicieron més nitidas. En la figural7, anilisis cromatografico 6 {exp 4) se observd la presencia
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tnicamente de un intermediario cuyo Rf fue de 0.57, no hubo produccién de zeaxantina y la
formacion de B-Caroteno sé vié acumulada con forme aumento el tiempo de la fermentacion a
diferencia de los tres experimentos anteriores. La diferencia entre estos dos experimentos file que
el factor agitacion pasé de su nivel inferior (-) al superior (+) manteniendo un nivel de aereacion
alto en ambos experimentos. Cuando se trabaja con niveles inferiores de agitacion hay produccién
de zeaxantina y compuestos aun no identificados por el grupo, pero cuando se trabajo con niveles
altos de agitacion no hubo produccién de zeaxantina y la cantidad de compuestos disminuyo, lo
que nos pudo indicar que fue demastado oxigeno en el medio y la produccion de carotenoides y
oxicarotenoides también disminayo.

Lo que se pudo concluir de estos cuatro experimentos fue que para aumentar la produccidn
volumétrica de zeaxantina se necesitd de una agitacion de 600 rpm y una acreacion baja {1 vvm),
esto trabajando con la concentracion de licor de maiz de 1.6%,

Para la produccién volumétrica de carotencides es conveniente trabajar con niveles altos de
aereacion (2 vvm) y bajos de agitacion. Con respecto al crecimiento es que un flujo de aire de 2
vvm y una agitacidn de 600 rpm fue favorable para el crecimiento de Flavobacterium sp. 21588,

La concentracion minima de licor de maiz 1.6% fue la probada anteriormente a nivel de matraz y
de acuerdo a Bautista (1995), este porcentaje fue el mis adecuado para la produccion de
zeaxantina en un volumen de 50 ml de medio base para la produccion de pigmento en matraces de
250mi con deflectores en la parte inferior con Flavobacterium sp. 21588,
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Figura 14. Anilisis cromatografico 3 del experimento 1 del disefio factorial. Fermentacién

200 rpm, 1 vvm y 1.6% licor de maiz. Carriles: 1. Estindar de zeaxantina, 2. 24 h,3.48 h,
4.72h,5. 120 h.
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Figura 15.Andlisis cromatografico 4 del experimento 2 del disefio factorial. Fermentacion
600 rpm, ! vvm y 1.6% licor de maiz. Carriles: 1. Estandar de zeaxantina, 2. 2h, 3. 24 h, 4.
74 h, 5,120 h.

42




% , L B-Caroteno

,Compuesto
1

.Compuesto
i

4 .
iZeaxantina

i
fl
¥
1

1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10

P ! . .
I i {Punto aplicacidn

Figura 16. Analisis cromatogréfico 5 del experimento 3 del disefio factorial. Fermentacién
200 tpm, 2 vvm y 1.6% licor de maiz. Carriles: 1. Estdndar de zeaxantina, 2.0 h, 3. 8 h, 4.

17h,5.24h,6.48h,7.72h,8.96 h,9. 120 h.
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Figura 17.Andlisis cromatogrifico 6 de! experimento 4 del disefio factorial. Fermentacion
600 rpm, 2 vvm y 1.6% licor de maiz. Carriles: 1. Estandar de zeaxantina, 2. Estindar f-
Caroteno, 3. 10 h, 4. 10 h, 5. 48 h, 6. 48 h, 7. 72 h, 8. 72 h, 9. 120 h, 10. 120 h. Otros
carriles fermentacion 600 rpm, | vvm y 4.6% licor de maiz.
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9.3.2. Experimentos restantes (segunda parte)

En los siguientes cuatro experimentos de 1a Tabla 4 s¢ pudo observar que los factores agitacion y
aereacién estuvieron en sus niveles maximos (+) y minimos (-) y el tercer factor concentracion de
licor de maiz estuvo en su nivel maximo (+) de 4.6%,

El objetivo de estos experimentos fue el observar como se ve afectada la produccion volumétrica
de zeaxantina, carotenoides y crecimiento, bajo las diferentes condiciones de agitacion, aereacion
y una concentracion de licor de maiz mayor que en los experimentos antcriores. Este inicremento
se pens6 sobre la base de que el licor de maiz es una fuente rica en aminoacidos, minerales y
factores suplementarios de crecimiento (Gierhart y Dennis, 1992). Flavobacterium sp. 21588 para
aumentar la produccion de zeaxantina necesita de estos aminoécidos y factores suplementarios
de crecimiento {Alcantara, 1995},

En las figuras 18, 19 y 20 se muestran las cinéticas de crecimiento, produccion de carotenoides y
de zeaxantina de los experimentos 5 al 8 de la matriz experimental. En la primer figura se observd
una fase “lag” dentro de las primeras 8 h de la fermentacion, pasada esta hora el microorganismo
entré en la fase exponencial encontrandose en los cuatro experimentos a las 24 h el maximo
crecimiento, posteriormente a esta hora entr6 a una fase estacionaria en donde el crecimiento se
mantuvo constante hasta las 72 h de la fermentacion, después de ¢sta hora experimentos 6 y 8
entraron a la fase de lisis. Los experimentos en los que hubo mayor crecimiento fueron el 8 (los
tres factores en su nivel alto) y 6 (dos factores en nivel alto, exceptuando la aereacion), estos
fueron diferentes por el factor aereacion, se observd que al pasar este factor de su nivel (-) 2 su
nivel (+) hubo una diferencia en el crecimiento de 1.6 veces mas. En los experimentos 5 {dos
factores en su nivel bajo, exceptuando e! licor de maiz) y 7 (dos factores en su nivel alto,
exceptuando la agitacion) se vio que tuvieron en comiin el factor agitacion éste estuvo en su nivel
() y el licor de maiz estuvo en el nivel (+), el factor determinante en estos dos experimentos fue la
aereacién que paso de su nivel (-) a su nivel (+) y el resultado de esta diferencia afectd el
crecimiento en 1.8 veces, Con base a estos resultados y comparaciones se vio que dentro de los
factores estudiados el que mas influyd positivamente en el crecimiento fue la aereacion.
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Figura 18, Cinética de crecimiente de los cuatro experimentos restantes de li matriz
experimental con Flavobacterimm sp. 21588, Simbolos: Experimento 5 (#); Experimento 6
(A); Experimento 7 (ll); Experimento 8 { ® ).

Haciendo una compatacion con los primeros cuatre experimentos de la matriz del disefio factorial
podemos decir que los factores aereacion y licor de maiz estimularon el crecimiento.
Comparando los experimentos 4 (niveles altos de la agitacién y aereacién exceptuando el licor de
maiz) y 8 (niveles altos de los tres factores) en los que se varié fnicamente el factor
concentracion de licor de maiz que paso de su nivel (-) a su nivel (+) se tuvieron resultados de
9.99 y 19.6 respectivamente. Esto corrobord con lo encontrade en la literaturz por Gierhart y
Dennis {1992) y Buchanan y Gibbons (1980) quienes comentaron que el licor de maiz estimula
favorablemente el crecimiento de Flavobacterium gracias a la presencia de factores
suplementarios de crecimiento y su alto contenido en aminoacidos.
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Figura 19. Cinética de la produccién volumétrica de carotencides de los cuatro
experimentos restantes de la matriz experimental con Flavobacterium sp. 21588. Simbolos:
Experimento 5 (®); Experimento 6 (A); Experimento 7 (H); Experimento 8 ( *).

En la figura 19 se observd que la produccion de carotenoides, empezo en la fase estacionaria del
crecimiento de Flavobacterium sp. 21588, manteniendo una tendencia de incremento en toda la
fermentacién, y alcanzando su méaxima produccion a las 72 h. Los experimentos en los que hubo
mayor produccion fieron el 8 (tres factores en sus niveles altos) y el 6 (dos factores en sus niveles
altos exceptuando la aereacién), la diferencia de produccion al pasar este factor de su nivel (-) 2
su nivel (+) fue de 1.95 veces mas, esto quiso decir que al aumentar el flujo de aire de 1 vwvma 2
vvm se logré que la produccion de carotenoides aumentara de 5.82 a 11.4 pg/ml. En los
experimentos 5 (dos factores en sus niveles bajos exceptuando el licor de maiz) y el 7 (dos
factores en sus niveles altos exceptuando la agitacion), al pasar el factor aereacion de su nivel (-) a
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su nivel (+) la produccién sé vid aumentada 2.10 veces mas, haciendo que la produccion
aumentara de 0.74 a 1.56 pg/ml.

En comparacién con los cuatro primeros experimentos sé vio claramente el impacto que tuvo el
factor licor de maiz en la produccion de carotenoides, comparando el experimento 4 (dos
factores en sus niveles altos, exceptuando el licor de maiz) y 8 (los tres factores en sus niveles
altos) se tuvieron valores que fueron desde 0.102 pg/mi y 11.46 pp/ml respectivamente, estos
experimentos se pudieron comparar por que lo Gnico que vario fue la concentracion de licor de
maiz que paso de 1.6% a 4.6% y se tuvieron en sus valores altos la agitacién y la aereacién.
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Figura 20. Cinética de la produccion volumétrica de zeaxantina en los cuatro experimentos
restantes de la matriz experimental con Flavobacterium sp. 21588. Simbolos: Experimento
5 (#); Experimento 6 (A); Experimento 7 (W); Experimento 8 (* ).

La produccién volumétrica de zeaxantina se vio favarecida con el aumento en la concentracion de
licor de maiz. En la figura 20 se pudo observar que hubo dos condiciones en las que se produjo
una cantidad mayor de zeaxantina, tal fue el caso del experimento 6 y 8, en estos experimentos se
manejé una concentracion de licor de maiz de 4.6% y lo que vario fue el flujo de aire pasando
de un nivel de 1 vwm a 2 vwm y la diferencia en la produccidn fue de 6.45 pg/ml En el
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experimento 5 en donde los niveles de agitacion y aereacién fueron bajos no hubo produccion de
zeaxanting a pesar de que la concentracion de licor de maiz se aumentd, en el experimento 7 cuya
condicidn fue el aumentar el flujo de aire hubo poca produccién de zeaxantina 0.27 pg/ml y
cuando se trabajé con niveles altos de agitacién comao fie el caso de los experimentos 6 y 8 la
produccion de zeaxanting aumento 3.38 pg/ml y 9.83 pg/ml respectivamente.

Es muy importante resaltar que la concentracidn del licor de maiz fue muy importante para la
produccién de zeaxantina, esto se pudo corroborar comparando los experimentos 4 y 8 en los
que sdlo se vario la concentracion de licor de maiz y los resultados experimentales obtenidos
fueron 0.026 pg/ml y 9.83 pg/ml respectivamente. No fue sélo importante la concentracion de
licor de maiz para la produccidn volumétrica de zeaxantina, también lo fue para la produccidn
volemétrica de carotenoides y crecimiento de Flavobacterium sp. 21588.

Ozigeno disyetto (%)

0 2 a3 7 9% 120
Tiempo (h)

Figura 21. Evolucién del oxigeno disuclto en ¢l medio er los cuatro experimentos restantes
de la matriz experimental. Simbolos: Experimento 5 (@); Experimento 6 (A); Experimento
7 @); Experimento 8¢ ).

En la figura 21, perfil del oxigeno disuelto en el medio para los diferentes experimentos
desarrollados (5, 6, 7y 8) se observé que en sdlo dos condiciones el oxigeno se recuperd en los
experimentos 6 y 8. En estas condiciones fize cuando se presentd una produccion volumétrica més
grande de zeaxantina, carotenoides y crecimiento de Flavobacterium sp. 21588. En los
experimentos S y 7 de 1a misma figura, el oxigeno disuelto nunca se recuperé y bajo estas
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condiciones no hubo produccidn de zeaxantina o fue muy poca. Por medio de la técnica por
cromatografia en capa fina (figuras 22, 23, 24 y 25) se pudieron separar diferentes pigmentos
ademas de la zeaxantina, sin embacgo, la identificacion de estos no se pudo realizar, se tuvieron
como referencia sus Rf que fueron: para zeaxantina 0.22;, para B-Caroteno 0.98, compuesto A
0.085, compuesta B 0.1707; y compuesto C 0.5.

Con esto se quiere decir que para que pueda haber una produccion de zeaxantina se necesita de
una cantidad de oxigeno determinada, se vio que con poco oxigeno en el medio de cultivo se
formaron compuestos desconocidos a parte de zeaxantina, y con oxigeno suficiente en el medio
de cultivo se formaron zeaxantina y pocos compuestos.

Enlatabla 5 se observaron los resultados de estos experimentos y lo que se vio fue que para la
produccién volumnétrica de carotenoides, zexantina y crecimiento sus méximas producciones
fueron cuando las tres variables estuvieron en sus méximos niveles esto fue 600 rpm, 2 vvm y
4.6% de licor de maiz,
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Figura 22. Anilisis cromatogréfico 7 del experimento 5 del disefic factorial. Fermentacién 200
epm, | vvm y 4.6% Mcor de maiz. Carriles: 1. Estindar de zeaxantina, 2. Estindar f-Caroteno, 3.
Medio de cultivo, 4. Medio de cultivo 5. 9 b, 6. 9°h, 7. 48 h, 8. 48 h, 9. Estindar de Zeaxantina,

¥0. Estandar de S-Caesteno, 11. 72 h, 12, 72 b, £3. 120 b, 14. 120 h, 15. Estindar de zeaxantina,
k6. Estandar B-Caroteno.
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Figura 23. Andlisis cromatogrifico 8 del experimento 6 del disefio factorial, Fermentacion 600
tpm, | wm y 4.6% licor de maiz. Carriles: primeros 10 fermentacion 600 pm, 2 vvm y 1.6%

licor de maiz. 1. Estandar de zeaxantina, 12. 9 h, 13. 9 h, 14. 48 b, 15, 48 &s_ 16. 72 h, 17. 72 h,
18. 120 h, 19. 120 h.
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Figura 24. Anilisis cromatografico 9 del experimento 7 del disefio factorial, Fermentacidon 200
pm, 2 vwm y 4.6% licor de maiz. Carriles: 1. Estindar de zeaxantina, 2. Inculo, 3. Inéeulo, 4. 10
h, 5. 10 h, 6.24 h, 7. 24 h, 8. Estandar de zeaxantina, 9. Estindar de B-Caroteno, 10, 72 b, 11. 72
h, 12. 96 h, 13. 96 h, 14. 120 h, 15. 120 h, 16. Estindar de zeaxantina, 17. Estandar de 0-
Caroteno.
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Figura 25. Andilisis cromatogrifico 10 del experimento 8 del diseiio factorial. Fermentacion 600
pm, 2 vwm y 4.6% licor de maiz. Carriles: 1. Estandar de zeaxantina, 2, Medio de cultivo, 3.
Medio de cultivo, 4. Medio de cultivo, 5. [1 b, 6. 11 h, 7. 24 h,8.24h,9.72h, 10, 72 b, 11.
Estandar de zeaxantina, 12. Estandar de B-Caroteno, 13. 96 h, 14. 96 h, 15. 120 h, 16. 120 h, 17.
Esténdar de zeaxantina, 18. Estandar de B-Caroteno.
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9.4, Anilisis d¢ compuestos adicionales obtenidos en el proceso de
produccién de zeaxantina.

En los experimentos realizados hasta ahora se observo, por medio de la técnica de cromatografia
en capa fina, 1a formacién de zeaxantina y de algunos de los compuestos adicionales obtenidos
en las fermentaciones realizadas. En la figura 26 se muestran los datos expresados en porcentaje
de los diferentes carotenoides encontrados.

En el experimento 1, cuando se trabajo con los niveles bajos de las tres variables, se observo la
presencia de zeaxantina, dos compuestos y B-Caroteno, siendo ¢l primer compuesto méas polar
que los demés pero menor que la zeaxantina, En contraste, en el experimento 8, cuando se
trabajo con los niveles altos de las tres variables un gran porcentaje fue zeaxantina y uno
pequefio fue B-Caroteno, en esta condicién no se registro la presencia de compuestos.

Cuando se trabaj6 con un nivel de agitacion alto (600 rpm) y una concentracion baja de licor de
maiz (exp 2), se observo que la produccion de zeaxantina fue del 100%, no registrandose ningin
compuesto adicional. Y cuando se trabajé con el mismo nivel de agitacion pero con una
concentracion mayor de licor de maiz (exp 6 y 8) se observé que un gran porcentaje fue
zeaxantina, hubo formacion de B-Caroteno y en menor proporcion un compuesto que decidimos
llamar compuesto 1.

En contraste, cuando se trabajo con niveles bajos de agitacién y una concentracion baja de licor
de maiz {exp 1, 3) se registrd poca formacion de zeaxantina y grandes porcentajes de los otros
carotenoides como 8-Caroteno, y compuestos adicionales 1 y 2. Con los mismos niveles de
agitacién pero con una concentracion mayor de licor de maiz (experimentos 5 y 7) s observo el
mismo pattoén, poca formacion de zeaxantina, pero gran acumulacién de B-Caroteno y otros
COMmpuestos.

Con estos resultados se puede concluir que para que se forme la zeaxantina, que €s un
oxicarotenoide se necesita la presencia de oxigeno (Britton y Goodwin, 1974). En un
fermentador, ¢l oxigeno se suministro de dos maneras por medio de la agitacion y por medio de
la acreacidn que es la entrada de aire u oxigeno al reactor. En las fermentaciones realizadas
cuando el oxigeno se abatia ripidamente y nunca se recuperaba la formacion de zeaxantina era
poca, en contraste la formacion de B-Caroteno y compuestos adicionales aumentaba. En los casos
contrarios, cuando el oxigeno se abatia rapidamerte y se recuperaba posteriormente, la
formacibn de zeaxantina aumentaba en comparacion con las condiciones anteriores y la
formacion de B-Caroteno y compuestos adicionales disminuia. Por lo que se pudo concluir que
para que se de la formacion de zeaxantina, fue necesario una concentracién determinada de
oxigeno en el medio de cultivo, como sucede en algunos casos para la produccion de metabolitos
secundarios. foannis, ef al, (1996) reportd que una alta produccién de fi-lactamasa se dio en
condiciones altas de oxigeno disuelto en el medio de cultivo, en cambio cuando se trabajé con
niveles bajos de oxigeno disuelto la produccion de B-lactamasa disminuyd considerablemente,
ademas de que se prolongd la fase “lag” del microorganismo. Asi también Henriksen, ef al,
(1997) reportd que a concentraciones altas de oxigeno disuelto en ¢l medio favorece la
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produccién de penicilina, en contraste cuando disminuye esta concentracion favorece la
produccidn de subproductos de ésta.

Porcentajes (%)

Figura 26, Zeaxantina, f-Caroteno y otros compuestos medidos en porcentajes de los ocho
experimentos realizados a las 72 h. Simbolos: Zeaxantina (0); Compuesto 1 (= );
Compuesto 2 ((J); B-Caroteno (M).
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9.5. Andlisis de factores principales e interacciones.

En virtud de que a las 72 h de la fermentacion los cultivos s¢ encontraban ya en fase
estacionaria, para determinar los efectos de los factores se consideraron los valores
de crecimiento, carotenoides y de zeaxantina a esta hora. Al comparar el
experimento 1 con el experimento 8 (Tabla 5) se observo que al cambiar todos los
factores de (-) a (+) se obtuvo un crecimiento de 12 veces mis, una produccion
volumétrica de carotenoides 7.9 veces mayor y una produccion volumétrica de
zeaxantina 28 veces mayor, lo que indico claramente el efecto positivo de
aumentar el nivel de los factores estudiados. Sin embargo, un analisis completo
requirié que los resultados de los ocho experimentos se consideraran para estimar los
efectos debidos a  cada factor, tal como se muestra en la figura 27. Como pudo
observarse en la misma, los tres factores tuvieron un efecto positivo sobre el
crecimiento, produccion volumétrica de carotenoides y de zeaxantina. En los
niveles de los factores estudiados, 1a concentracion de licor de maiz fue el factor que
mas estimuld el crecimiento, mientras que la agitacion v la aereacion tuvieron efectos
positivos pero menores. La produccion volumétrica de carotenoides y de zeaxantina
se estimularon al aumentar la concentracion de licor de maiz y l!a agitacion
principalmente, mientras que la aereacion tuvo un efecto positivo pero
comparativamente menor.

Crecimiento (D.0.)

AG AE iM

Figura 27. Comparacion de efectos principales sobre el crecimiento ¥
produccién volumétrica de carotenoides y zeaxantina. En donde: AG=agitacion;
AE=saereacién; LM=licor de maiz. Simbolos: Zeaxantina (=); Carotenoides &)
Crecimiento (00)

Carotenoides v zeaxantina (pg/ml
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Cuando se incrementa un factor y la respuesta depende del nivel de otro factor, se
dice que hay una interaccion (Montgomery, 1984). De las cuatro posibles
interacciones entre los factores estudiados, [agitacidn-aereacion (AG-AE),
agitacion-licor de maiz (AG-L), aereacion-licor de maiz (AE-L); agitacion-
aereacion-licor de maiz (AG-AE-L)] la inferaccion entre AG-LM fue la Gnica que
tuvo efectos positivos importantes sobre todas las respuestas estudiadas, en el caso
de la produccién volumétrica de carotencides y de zeaxantina, el efecto debido a
esta interaccion  fue del mismo orden de magnitud o ligeramente mayor que la
debida a les efectos principales (figura 28). Velazquez (1993) reporto gue la levadura
P. rhodozyma requiere de niveles de saturacidon de oxigeno por arriba del 30% para la
produccion de carotenoides, este nivel lo obtuvo con altas velocidades de agitacion en
una jarra de cuatro litros.

5T T3
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AG-AE AG-IM AE-LM AGAEIM

Figura 28. Interacciones de los factores sobre las respuestas crecimiento y
produccion volumétrica de carotenoides y zeaxantina. En donde AG=agitacibn;
A¥=aereacion; LM=licor de maiz. Simbolos: Zeaxantina (=); Carotenoides
(®); Crecimiento {[).

Las interacciones AE-LM y AG-AE-LM tuvieron efectos negativos sobre el factor
crecimiento, los valores obtenidos en la figura 28 son importantes porque indicaron
que estaban afectando de manera negativa ¢l factor en estudio, peor no fueron
suficientemente significativos para disminuir el crecimiento.

La naturaleza de la interacctdon AG-LM pudo analizarse mejor con la ayuda de las
figuras 29 y 30 en las que se incluyeron los resultados de los cuatro experimentos

Carotenoides y zeaxantina (ug/ml
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con una aereacion alta (+). En la figura 29 se pudo observar que cuando la agitacion
fie alta, la produccion de carotenoides y de zeaxantina se iricrementaron
notablemente al aumentar }a concentracion de licor de maiz de 1.6 a 4.6%, sin
embargo si la agitacion fue baja no se observo una respuesta apreciable. Se sabe que
la desaturacién de algunos intermediarios de Ia ruta de biosintesis de zeaxantina, asi
como la oxidacién de sus precursores, requieren de un nivel minimo de oxigeno
" disuelto en el medio de cultivo {Britton, 1985; Mc Dermott, et af, 1974). Cuando la
agitacion fue baja, el factor limitante para la produccion de carotenoides y de
zeaxantina fue la disponibilidad de oxigeno, de aqui que un incremento en la
concentracion de licor de maiz no produjera un aumento sigaificativo en ninguna de
ellas. En contraste, cuando Ia agitacion fue alta, hubo una mayor disponibilidad de
oxigeno (Van't Riet y Tramper, 1991), de manera que al incrementar la
concentracién de licor de maiz se produjo un aumento considerable en el crecimiento
y en la produccion de carotenoides y zeaxantina.
Por lo que toca al crecimiento, en la figura 30 se observo que en el nivel bajo de
agitacién, un aumento en [a concentracion de licor de maiz de 1.6 2 4.6% produjo
un incremento del 58% en el crecimiento, mientras que con un nivel de agitacion
alto, el mismo aumento en fa concentracion de licor de maiz produjo un aumento det
100%.

2T 12
0wt 10
T o4 I
= 8 8
3
g
2 64 L 6
g
24 N -2
Q g — ﬁ v 0
AGIM(~) AGIM (- AGLIM (+7) AGIM (+9)

Figura 29. Efectos sobre la produccién de carofenoides y de zeaxantina al
aumentar la concentracion de licor de maiz de 1.6 a 4.6%, a baja y alta agitacién
(en todos los casos la aereacién fue alts). AG=agitacion; LM=licor de maiz.
Simbolos: Carotenoides (¢); Zeaxantina (e).

Zeaxantina (pg/mi



La interaccion AE-LM tuvo también un efecto estimulante sobre la produccion de
carotenoides y de zeaxantina, pero en menor grado que la interaccion AG-LM. Es
bien conocido que el coeficiente de transferencia de oxigeno (kia) depende de Ia
velocidad de agitacién y de la aereacion de acuerdo a la ecuacién kia =a (N)? (F)*
en la que F es el flujo volumétrico de aire (vvm); N es la velocidad de agitacion
{rpm); a, by ¢ son constantes (Van't Riet y Tramper, 1991; Aiba, ef af, 1973). Ei
exponente “b" relacionado a la agitacién, tiene valores de 1.2 a 2.1, mientras que el
exponente “c” relacionado con la aereacion generalmente esta en el rango de 0. 22 0.
5. Si ademas se considera que la aereacidn se varié sélo por un factor de dos, v la
agitacién por un factor de tres, estas diferencias explican porque al aumentar la
agitacion, se tiene un mayor efecto sobre la oxigenacion del medio y la produccion
de carotenoides en comparacion con el efecto de la asreacion.

5+

Crecimiento (D.0.)

0 : JI

AGIM (-7 AGIM (- AGIM (+-) AGIM 4

Figura 30. Efectos sobre el crecimiento al aumentar la concentracién de licor de maiz de
1.6 2 4.6%, a baja y alta agitacién (en todes los casos la aereacién fue alta). AG=agitacién;
LM-=licor de maiz. Simbole: Crecimiento (¢).

Estas observaciones concordaron bien con el mayor efecto principal de la agitacion

en comparacion con la aereacion, asi como con el mayor efecto de la interaccion
AG-LM en comparacion con la interaccion AE-LM.
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10. CONCLUSIONES

De los experimentos realizados en matraz, se pudo concluir que la maxima produccion
volumétrica de zeaxantina se obtuvo cuando la fraccién de llenado fue del 10%, conforme
aumesnto la rélacion medio de cultivo-matraz empleado, la presencia del oxicarotenoide
disminuyo y aumento la de p-Caroteno. Esto indico que cuando la presencia de oxigeno en el
matraz fue mayor, se favorecié la produccion de zeaxantina disminuyendo Ia presencia de los
intermediarios como B-Caroteno.

Cuando s¢ aumento la cantidad de licor de maiz en ¢l medio de cultivo, trabajando con una
fraccion de llenado del 10%, se obtuvo una mayor produccitn de zeaxanting pero, ademas de la
misma manera aumentaron los carotenoides y se observo la presencia de compuestos aun no
identificados por nuestro grupo.

La realizacién de un disefio experimental fue de gran utilidad para poder determinar la
imporiancia de los factores que afectan la produccién de zeaxantina, y carotenoides. De los
experimentos realizados a nivel de fermentador todos los factores estudiados (agitacion,
aereacion y concentracion de licor de maiz) tuvieron un efecto positivo sobre la produccién de
carotenoides, zeaxantina y crecimiento, los valores mas altos de estas tres respuestas se
obtuvieron cuando se usaron conjuntamente los niveles altos (+) de los tres factores
estudiados. La agitacion y la concentracién de licor de maiz tuvieron los efectos principales
mas importantes, pero la interaccién entre estos dos factores {AG-LM) fue también muy
relevante. La acreacion y la interaccidén (AE-LM) fueron de menor importancia que los efectos
arriba descritos, pefo sin embargo significativos.

De lo anterior se desprende que incrementando la agitacion, lz aereacion y la concentracién de
licor de maiz més alld de los niveles estudiados se podrian esperar todavia mejores respuestas,
sin embargo se debe considerar que al incrementar aun més la agjtacion y la aereacidn, tarde o
temprano se formara espuma, como file ef caso en algunos de los experimentos a 660 rpm. A
mayores velocidades de agitacion podria también presentarse lisis celular debido a un aumento en
¢l esfuerzo de corte. Al aumentar la agreacion podria presentarse el fendmeno de “canalizacion®
que como su nombre lo indica, se fonman canales de aire, de este modo, la velocidad de agitacion
que s¢ emplea no es la suficiente para romperio y el aite que entra al fermentador no es dispersado
adecuadamente.

En esta misma jarra de fermentacion se podrian probar diferentes tipos de impulsores como son:
la propela de tres paletas, un cordon helical, 0 una turbina rushton con diferentes dngulos; asi
como también se podrian probar diferentes tipos de impulsores en una misma flecha para tener un
mejor mezclado del medio de cultivo. Para solucionar el problema de una alta zereacion se podria
cambiar €l tipo de difusores intentando tener una mayor cantidad de oxigeno en et medio de
cultivo probando €] anillo o uno en forma de cruz que tienen varios orificios de salida de aire, o
los platos porosos que permiten la salida de aire en forma de burbujas muy pequefias y en una
mayor cantidad.




Otra manera de mejorar la produccion de zeaxantina seria cambiar el tipo de fermentador, cambiar
por una jarra con geometria diferente a la jarra de cuatro litros con la que se trabajo. El cambio
de los impulsores o dispersores no representan un alto costo econdmico ¥ serian propuestag
viables para continuar con este estudio, en cambio cambiar el tipo de fermentador si lo seria.

Por otra parte, es bien sabido que niveles altos de glucosa inhiben la formacién de carotenoides en
Flavobacterium sp. 21588, de manera que al aumentar todavia més la concentracidn de licor de
maiz podria esperarse un  fendmeno de este tipo. Sin embargo esta dificultad podria resolverse
usando otras estrategias de fermentacion como el cultivo en Iote alimentado, en el que el ficor de
maiz padria adicionarse gradualmente para evitar un problema de represion catabolica.
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A arancia, s. a. de c¢. v.

CERTIFICADO DE ANALISIS

CLIENTE: ENMEX 'S.A. DE C.V.

FEGHA: 29 DE SEPTIEMERE DE 1994, PRODUGTONUTRIFERM LIMUIDD
No. CARROTANQUE: _TAMEBORES LOTE: 9283
( ' il -\
PARAMETRO RESULTARD | ESPECIFICACION
"Baumé 27.7 ]
Sélidos, % 50,37 !
PH: 50% mm
directo 4.1
Dextrosa Equivalente 1.1
S0z, ppm.
Color: Original

% Trasmitancia (0.4%, 610 nm)
Absorbancia {0.4%, 610 nm)
Viscosidad, Centipoises a 20 * C.
Insolubles, ppm.
ACIDEZ LACTICA { BC. 12 142

L
T/ .V ICENTE PALACTOS ORTEGA.
AMIENTO DE CALIDAD

ARANCIA, S, A.DE C. V.
FULTON No. 61 » TLALNEPANTLA, EDO. DE MEXICO - C.P. 54030 » TEL: $65-17-00
PARAISO No. 1944 + COL DEL FRESNO - C.P. 44900 - GUADALAJARA, JAL - TEL: 611-97-97_



I) ANALISIS GENERAL.

% ' ~ARANHCIA
Base Comercial - )
Agua, 45.2 55 © . 47 - 49
Bitrégeno total 2.7 - 4.5 6.6 — 8.0
{(Ejeldahl) . .- (base seaca}
Nitr6geno Amino 1.0 -~ 1.8 t
'Hltrogeno Yolatil. 0.15~ 0.40 o
Azficares Rednoctores g.1 =11.0 11 max.
Directos. ) . . (bame seca)
Acido lactico § - 15 - .16 - 26
: ' . T . (base seca)
Canizas 9 - 10 12 ~ 15 ~
T . {base seca)
Acidos Volétiles 0.1 - 0.3 o
{como acético). -
Didxido de azufre 0.01-0.015b
II) ECOHPOS;CION DE LAS CENIZAS. X basie seca.
Calcio p.5 - 1.5
Cobre 6.0 - 0.0¢1
Fierro 0.01- 0.CE
Hagnesio- 0.5 - 1.0
Maoganesc o0.004
Fésforo 2.0 - 3.0
Potasioc 1.0 ~- 2.0
Azufre 0.34
Zinc 0.005
ITI)} MICROBIOLOGTIA: col/ml.
Bacterias Aerdbicas 30,000 - 1,000,000
Bacterias Apnzerdbicas 5,000 ~-. 20,000
Bacterias Mioro- 10,000,000-10,000,000,000:

Aerofilicas (Bacilos 1act1cos}. .
Levaduras i0 - 1,000,000



IV) HKITROGENO TQTAL Y S0 DISTRIBUCION

1. NITROGERO TOTAL :

2. DISTRIBUCION EN % DEL

SOLUBLE

Amino &cidos libres
Amonlaco libre
Péptides

Nitr&égeno cuaternario
Heterociclicos

No identificados

INSCLUBLE

Proteina
No identificados

7.3 gr/100 gr de sdlidos.

HITROGEKO TOTAL.



Y-

INO-ACK

s6lidos.

Alanimna

x Leucina

Prolina

Ornitina

* Lisina

x Arginina

0S5:

Acido p- Amino Butirico

Asparagina

*®

Valina

_ Serina-

*

*

*

*

*

Glicina
Fenilalanina
Isoleucina
Treonina

Hetionina

Acido Glutémico

*

Histidina

Acido aspartico

Etanolamina

Tirosina

Cistina

% = Amino-fcidos esenciales.

Mz

_Hitrégeno/lﬂo Er .

579
384
506
224
363

- 489
174

. 290
263
433
129
151
197
94
515
348
245

47
125



VI) YITAMINAS: weg/100 gr de sé6lidos.

Tiamina
Riboflavina
Niacipa
Piridoxina

Acido ﬁantoténico
Acido £&lico

Biotina

0.6
1.2
16.3
1.8
3.0
0.3

0.04




