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............. Para nacer he nacido, al paso de cuanto se aproxima, de cuanto a mi pecho 
golpea como un nuevo corazón tembloroso. 

Pablo Neruda. 



Producción de Astaxantina por fermentación sumergida por Phaffia 
rhodozynw . 

RESUMEN 

La prohibición de algunos de Jos ~olorantes sintéticos (rojos y amarillos),ha propiciado la 
búsqueda de fuentes n'aturáles; lo cual ha llevado a pensar. en los sistemas microbianos 
como una alternativa de prod11c~ión. ·· . 

El objetivo del!presente ¡ra5ajo'fue;d~tablecirlas nÍ~jores · condicfom~spara l¿prod~cción 
de astaxantiná niediailte lá optimización del íúedio dti 'cultivo. . . ·'• ··· .. ·· .. . . ·. . 

',:• ..-· ... :_: .. ;' 

Para este' t1'~baj6, se~~tiÍlzÓ ~11f ce]J~!ci~'. y,¡;~flld rl~Ódaz}md·(Nk· YO) 0922). Pa~a·· la 
optimizació11)e /oiú6.'coí11o 'báse 'é1·1nedio. !·eportaclo ]Jó1::.f ohnson y Lewis · ( 1979); ·con la 
siguienteco1nposi~ió,i1(gluccís'ai5g/1,.extfact,ódeÍevad11ra2:g/l;.sulfato'dear110iiio·2•gll, 
CaC12 0;1 •gfl;'MgS0~'1 o3J11.;;KH2PO~'f g!Í):;:[-apüreza.•deÍos reácti~bs ft1é .s11stituidap?r 
grado industriál·y;a'gúa Cié Já:lJa\/e. Experiment?s previos a Já 'ó~tin1i~aci.Óíi; péi·n1itiefon 
seleccionar Ja··;,¿~arosa(ISg/Jj y;exfraété{de.Jevadma (2:g/J).l::'órliolas mejor.es ,fuentes de 
-carbono y l1ifrógeí1o Íespe~tiv~me;ite; obteniendo tíiia. producción volmÍiétdcá de 2. L ~tghnJ: 

Las salei(Ca~l~-~·~gsd~)·5~·e¡¡;1~iriaf~n ~~'i ¡~d~-º d~~]Jués de~·lni~val1la~i6~'~reliiúinar a 
Ja optimi:iaéíÓ~; quedando 'el. riiedio 'únfoal11e11ifco~ c~atro i1ufril11elúos:; . •· .. ; .·•. ; ; .•• ·•··.. . 
Los criteriosj)ani la optiiniz~bió~;fuerÓn Ú producéióri \,oh.ii1í.éti·ica 'obtenida a• las 48 h de 
produccióíl (tieinpg de JJ.1áxiáiii produc~jvidad élí. el rliedio b~se r' '? .·. <' • . . 
La optimlzaclón':eria¡S6e{~<ti~Sei~P~~;·.•ú·~rin1~ra·'.p~riniti~ .. ·s~le~cio1iar·1·ds. f¡ctor~s 
significativám~;1t~''pr~dictol'es Y·. las dos. tíltiii1as para' ajti~tar las' co~C:eritiacfones de' los 
nutrientes;, De:Jo'.anteriór's~ obtu~~;uli111~clio;.o'ptiri1izado corÍ. el .·cil~l '.se ·incí:éme11to :de .4.6 
la producción .volumétriC<Í''de ástaxhritiíia, ~sfo es de:o.75).ig/nil se iiic're;iieríto a 3:s pg/n~C 

••· •. ,·'.:', .. ,,.: •. ·-~-., ... ':'_>';'· .... ·'.<·\i.,-;; ·':.~·-_.·.·,-·,•:. ;'· :.¡."'•; ,., . .,<:': ,"···~:-:~,-,:-.· :,·.¡_.·.·.;._,o -._. 

~~~1~~~~º 01;i~Jl;~~~j4~~e:~4~f ~J~";i~1ií~~~I~~~~f~~i9~t~~:l~r%5! :f H/~D~.~Fa~to ·de 
-,.,.<·:.· ¡ - ~, ' ~):·:-:- :;:~:_:' ,i ' .,.. ' ;1 ,_ ., 

El efecto & l~·~iÚ~~ió;;:y de:¡~ ~gÚadcfa sb!Ji'ci la prod~cciÓ!1 füeimi ev~IÜ~dasa· nivel .de 
fermentador,: ele, 4' 1; resultaJ1do ':das :1'f1ejores cor,ÍdiCioúe's: (2 vVín/y 300-400 'rpm) 
respectivameúfo; bajo; estas ~óndiciones ·.se obtuvo'. úr1a producciÓn'vohirnétrié'á de 11.3 
µg/ml de caí·ote¡10ides totales donde el prindpal pigmeiúC> producido fue la astaxántiná; 



l. INTRODUCCIÓN 

Vivimos en un mundo de colores: hay color en todo lo que no.s rodea, en los árboles, en el 

cielo, en nu~stros vestidos en nuestros hbgares. Cuando el color d~Jas cosas familiares 

difiere de' lo qu~ es~eramos, ¿en~ia11Tienie nos desc:oii~ertam¿~(éielo¿ krises: ~ignifica 'mal 

tiempo; ropane~ra I~to' y 'colo:rés . il1tensos en nGestras' ~asa~, llClS e~ti1rill1~K El 111,ismO 

criterio se ap!ida é~. los áiil11eí1tos. La. ~ay{¡'da :de' ~sto~)~iito e.A · )'or;~~·~ 1~atural · como 

procesada, tiene!; urí C:oÍor caracÍerísiico. y bien tlefiiiido''.¡)or ¡'() cúal~e les itl~ntÍflca y se 

juzga su calidad.e, • . 
• • . , • ' -J• 

:·-_·,, 
•, 

'· . --·-:'~ ,_. -,·, 

-: . ' . : '~ '.,~ ·~ ' 

El uso decolor~11tes 110 ~s una invención'. dé Ill sociedad éói1te1npo'ráné'a, su práctica data de 

las priméra~ dviúza~iBri~~, .<11§ci3ifoq.aii~s)::'in.i~m:1i~fa~jüs pigi1{e~t(¡s .f~á1ióbtei1ldos ·de. 

fuentes naturales· con10: extractos de plantas,\Jegefales;•ai;imales•yi1ni11.erales, que'·. siguieron 
usándose h~~td-·~~,:deS'¿úb~i~ii¿~¡~~ci,-,~e-ig~-éblo~~~tci~~~§iKt~iic-J~--~1~;_:·~ 8~6-:i:~=~~~· ~ -~-· ·:·.-.. ·-~·:· .·. - -

''{'é ,•, - .'~-,,¡~_:.:t·:<.~:-.',\:: ;~·~~--=-- •.,~--~r--. ;··?/" ""'" i •,,,• ;, • '-,. " 

_ .. , . .· .. \. ·. ;_- .,_.,. ~'~:;:\:·:~;:'.-:<- ;.,_._ . 
... _ .. , ..... :,- :;: ... ,.,., ..... :.:~:>- .. :.·.~>-",• .. .-.:.:-.:~:~.:·.:. __ ,,_. : .. :-" :_.:,,: --:-~;.·.' ··';"-i' - '•\··'·.·,. ___ .,. 

Estudios realizados en, los •. añós 70,'s,:demostraioí1 ,qúe. alguiwS'·de los; colorantes sintéticos 
.; : ·. '"': :~· ·¡.. - ; ,;· . -' 1~· •• ·._-.,- • ' -. 

tendencia a·lasu~titµción dé pig1nentos sil1tétibos'por 11aturales. (Newson1e; 1986). ?entro 

del grupo de pigirie~i0s: nat~~~íé;; qrie 11~:;d~·¿¡;¡'Jº 1~~;6; iinp~·~ª~¿iª i~ eA~~e1~tra~1 los 

carotenoides .•.•. E~t~~ •.. gbmpuestos ·~~'. l~an• utili~~d6 c~1~1o .;~lternatita ;:~a1·i·· sÜ~~lt~ir · .. ~ ·Icis .· 

;;::.~~,~!ºc~~;;~~~::;~1~t;;~~~1~~;~J~t;~~,~~:ro;;~~tji. 'p;¿J ~~~ ~'"" 
Los carotenoides''aderr'iá~:de. seri\lti!iZ.adÓs con10 aditivos para dar Color a los alimentos, 

'.;-',-,•,::' !("'• ., • .:;(v•.. • f'>~.' -. •• "v"';" 

poseen diversas [únci§nes el{ los :miilnales. y en ..• el hombre, incluyendo. su conversión a 

vitamina A,. atlen~ás'dé i!'sti!1Íüiaf_la ~espuest~ inn1m1e; al' proliferar los linfocitos. T y B 
.... ,;, . ' -· .. \ 

1 
Scientific Status Summary by the rdstit~te otFood Teclinologists' Expert Panel on Foód Safety &Nuirition 

and the Committee cm P1Íblic Informatión. 
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aumentando la actividad de los macrófagos y neutrófilos (Krinsky, 1987); otra función de 

relevancia médica, es la de actuar como agentes anticancerígenos, por su capacidad de 

· capturar radicales. libres; 165. éuáles se· h~ri ~elacionado' como causa de algunos tipos. de . . ·.· .,.· .. ---- .. : •'. ·-· - ' .. ,,_·.,.. . .. _. '-· .. 

cáncer. (Santamariá y Bian~Í.1i,l J.87; Krhisky; 1987). 

Hasta 1971 se · .. c6ri6éí~n ·más: de '400 . caroteri~ides diferentes )os cuales se dividen 

estructurah;1e1it~ e1~
0

do~ ·~~~po~.:~~rÓte1io's.y'xa~tofil~s, d~!1de'e1.l3-~Ü~óteh~ e~·~l principal 
- ., . . . " - " .. . ' . - . . . . - -~' '"' -·.·"- . - ·-· .-:- .· - . "--· ,. :' - ... ·'"· . - - ' ' '· 

caroteno .. y entre· .. Ias•. princip~le~ ~aiít~fllas •e.stá1~ Ia'.z~;x~l~tin'a', l~t~ína, ~a11t~~antina y 

:7~:::~~r:f t;t;;~!:~:!f ::liir:rilll~f ~iti~~~~~7~!f füif~ 
especies producidas eil calltiveriO es b!í11Íg~;~ero'.J;1~d~~~quirir sú cblóÍ: il.ornfal cuando el 

:- · <.:;._-':.. -:;~_>. ~ ::f:~:::o'~·-;'.':'.:.·:-_:·_-_'-~<:·,\;~- :.~'.±:_::,_: --/:/,.;-1 :jz_::_~·-.'.:·.- '. :_ ___ ,.,, __ .: .. ;·.< .. - ~-- .. >: · ·- :·:·:\ .:·<,; .. : .::_';': .. >:'/ :·<::· _,,··~ · -
pez es alimentado. cól1'unafuente •. 'del !Jignlento .• L.a produ~ción•.•de.salinóáen·· granjas 

acuícolas ,ha t~nibo ~if in,rir~11;~1;i;¿J~t~h~lci1 ~1h~' <léc~da cÍ~ !~~ SO's, ,lo cual ha cr~ado una 
--... -\ ':_ .. ~- - ;,-.. _:>: - -':.;:;;o;7 _._,;-, --. ·~;.;~. ;·:.-.. ó '-

necesidad porasiax.anÜmi_.(An~ y•c&C;T~9 i):' 
.. '.: .. _:-:<':~:,':_.' -

.. :,, . . r:-, --

En la actualidad l~ principa(füel1te para ,pigment~r. aF'salmón es la astaxantina de origen 

sintético p~rq ~u ~so, 1~~ i1ilsi~~· ap~oba~~ ~6r
0

la l;DA (L6wisy col., l ~90). (Sin embarg~ se 

espera que .a fln~l~~ de• 1~94,.~ei'irici'¿ida' ~n ~¡ códÍ~o federal de regulación para uso en 
~-. :.: ; .. ·:- ... ·'. ': : . ·_. :- !:.· :,:,·'·: ;-'!.' -:,-.··_ '>< . - . .'· :·-·. . · .. '·'.:. - .. ·, .' ' 

alimentos)/ P~ra · J~ pibdu¿ción d6 astaxanHna i1atJral se ha p1up~esto el .~s~ .de.·fuentes 

como: los·. cru~:tácéos; el ~lga .. Ha~1(1C1t~cocez~s·kiuj,¡f!¡¡$ y .1~.Iev~d~r~ ~haffep ,:j,()dozy1;w. 
001mso11 y coi:; i 99í a)_'c~?ª füentenatural.ct~asta~antína ti~ne sus~1í1~it~cidnes )'. e11.as no . 

:~:::: ¡:~f~~;c~~;~ :&f ~[;:~~~~,:~1~,~JJ#~!~~~~~i~;j~::'~ ·. 
a los coloranfos~sü]téticos, ;~~~;iionando su' segi1ridad para ser uiiliz~cÍos coiho aditivos en 

alimentos y su me1;0~ ~bsojéió11: (Soon/c?l:,', Í 9~~{ ,'J > • • , . . •. .. . 

Con,;dorondO !~ oorerlói, adóu.:i <1<1 'ci,~~ ,;:~~"fil;ó~dii!, fi,;.,, ~t.;,tl"; ,¡¡,Ü>onto 
- por la demand~ d~. ~~t~ .·~ign1ento a~(¿b1l1()'. Jos baj6s · ~~n~im~~n~Ó~ ~b.te~idos .del 

exoesqueleto. de·. cru;táce~s 'y Jos pr6blemas. técnicos q~e. este proce~o ~~presenta; se ha 

3 



propiciado el desarrollo de procesos biotecnológicos utiliZmido · 1ilicroorganisinos. Se ha 

visto promisoria.[~ producCión. de. astaxanti~a :co1i P. rhodozy1lw domo. ai!eci~ti~as. a las 

otras fuente.s.•de .obtención: Este·~microorganismo•p~esénta Ia~ siguientes· veritajas: a)· 

~;:~~tJ~~f i~~~;~¡)~~!~~~n~~f~~IIfi~~ 
mejoramien~o ge.lléti,co'de! rÍ1ic~~6rgai1ismo. y en .• la .C>~tii11iz~ción~déliliedip de\cu!tivópára 

incrementa~ la ~r:od.~.ci:ióli. > · ' < · · }> • '. 

;,-, 

Este trabajÓ.pretende ~~cóíiÍra~· las\mejores ccii1diciones de prod~·cciÓn del :~lgrrÍento 
astaxantina·i fr~0e~ el~ e~tabl~cer y optÍnlíza~;~n~cliantker\{si~e.un 1~étcid6éstadí~Úéo, un 

• '· --,• r .. - '·- ··:_ • •' ·'" -,_ • .'•- - ··-· , .. ·' • > 

medio de cultiv~ •gra:do' iAdÜstri~l, Cj~~ p~rn;ita aum~~tir l~ produc~ión de astaxantina y 

disminuir lo.s costos de p~oducción. 

4 



2. GENERALIDADES 

2.1 DEFINICIÓN Y PROPIEDADES QUÍMICAS 

La astaxanthia (3,3 ~dihidroxi~B,13~~aroteno~4,4-diona); es un .oxicarotenoide y pertenece al 

grupo de las xal1tbfi!as. A,ligual que(otfos cºárotenoides, este.pigmento esta formado por 

ocho unidades.de. is6pre~~ ·. qu~ pbr ¿cind~risaCión daii 'estructuras. carbonadas de cuarenta 
,.;- ' .. · · ·; (r·"-- ¡,." .•" e•.• "',_;· • .•• -·;·.:·' ·· •' • .. e> :"•.•'.,o<- ·~ C .". •• - ,';; ·,; 

átomos, llamados tet~~terp~n~{(figura.·l).La'.fü?~1uikm0Iec.11lar',de'•.e~te';car6teno.ide· ..• es 

~=::~~"~::;ü~ ~"~~rr1~t~~1*~v;;:~f:~,~~~d1;~~~~t·t:;::: 
;~:;~~:~; tt~~t~~zi;~i~?!i~~i~f I~~~~t Wi~~~Itti~~t~:: · 
representa . una estructura i.~ep6lie11ü •.·c()'nj~gada;·c~ii ias ··sig~ie'11tesT1a'úgitúdes\de .... ºnda 

::::::,:r,Ti;~~;~~:?i;t~:1t~~11~fül~J~t~~1~}:~i:¡~1Ji;~t:;::~:: 
de álcalis; en. co1ic!i.cionesd•e sá~OnificaciÓri ~ufre u?á có11versi,ón'aast~i:etio(figura 1 :a) .. La 

astaxantina ;rese~1~~i 2a;bc)}ios;¿sif~~tri~~~!~hJ~·p~~ci¿'n: :r.};'3·,,·~ ·~i[~~¿-:~~i~tir~ en cuá;ro 

configuraciones; h1CJuyei~d?;los5 én~1j;¡~Úi;et~s iclén~i~ó~ ÓS:3's1jii;:31R:)'y '[o;n~as meso 

(3R,3'S;3'R,3S) flgu~a 2(MuÜer y caí:; ÚÍSO):' . '. .. . . . ·· · 
'. ".<·. ·:·,~-: .. · .. ' '.:. ~;;~'.-\::.· .•. ·;:.· 

'"\-~ .·.)~<·.' ·'·:-;.. ' 

~ª:~~i~l!f 1~rrf ~~IJ~1;~~it~~~J~J7Jf :fü:~:~: 
rhodozyma, por l~rg~tri~(:ici~és ~ti~ p~~i~;a i~pi:>!ier,I~' Fp·~··~al C()/l~ide~a~ qti~ el i~ómero ·. 
3R, 3'R, no s~ e~corit~aia e1{ lá Íl~tuiale~a y füe¡.~:prbl{ibiclo el tisi:> dé a~t~ai1tina como 

aditivo para alimentode p~ces). E~tudios ~;st~riores demostraron q¿e los isómeros meso y 

5 



sus enantiómeros se encuentran en huevos de langosta, camarón, salmón, zooplancton y en 

el 
0

crill del Atlántico y que no tiene releranciá biológica para el salmón, el isómero de 

astaxantina que ingiera {Johnson y col.; 1991 b ). 

o 
OH 

o · Astaxaritina · HO 

. o 

Cantaxantina 

Figura 1 . Estructura química de la astaxantina y de la cantaxantina, carotenoides usados en 

. la acuacultura. 
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o 
OH 

HO o 

Figura la. Estructura química del astaceno 

OH 

o 
(3R,3'R) 

o 

o 
(3S,3'S) HO 

HO 

Figura 2. Estructura quími~a de isónu:ros config~acionales de la astaxantina. 
·.·.'. '' .-- ··.... ,. . 
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2.2 FUENTES DE ASTAXANTINA 

SINTÉTICA 

Hoffman -La Roche, ;(Base!, Suiza), desarrollo varios procesos para la síntesis de 

carotenoides .. En.·1~64 introduJo cantaxantina com?. pÍ~mento én :~Íin1~ntos ("Carriphyll 

red") (Jhonsoríy cóÍ:; ¡·99J1J). Estaf~e ~Íilizada con~éxitÜ ~nac~aculturahasi!l ia aparición 

de la trans astaxan~ina{i~d~1~1eri;ent~Ia;izadi alli1~rcÍtd6~o~Roche 1'¡•cli~I~bi;1~r~ial;~1eáte 
,' "", ~ .., 

recibe el nonib~e d~ nca:rópll)rnpink1'.. ta ast¡¡~ái'itin~sintéí¡¿;{ es ía füent~. ))J.in6iJ)it1; ~sada 
para pigmentar al ~~aló1ón; ;esta'· es,pref;ri~Ít ·~<?r;ÍÓs ~rod~ct~~e~··;~¿;;~alí#ó;}i~ribie la 

cantaxanti¿a ..• p6r~~e. s~ ·ah~~~be"n~~s ·cif¡C:i~Hteiii~11t~.Y da .• ·.~~ª'. 6~1 ~i~e:ié>1~ 'ú{ás >AaílÍral' y 
homogénea· a · 16s .· alin~éi1t6~. pi:oeesados/estcipig111ci11to ~inféticó tie11e .rin. ~bsto ele. 250 

dólares. porkg,~ en'· ha~e. a;úeS.o. s~co .. El co1itel1Íd~ ~elp1·il16¡Jj¡~;;a~ti~o.'~s. el~ S% . de 

astaxantiila, ·Y I~ ~~~~tid~cl ci~ i1ólilefo·· ~is no'e:.fc~dé~1··.2%;6~i.Í'.ro~i~1~]~¿iÓi1'ti~;¡e •como . 

excipientes· ~e1aún~.·~ªe:i~º~~. a11uic1·6;1,ksc~;'.i;il!J~1z~1it~tº ),. ~trixi~uín có1ii~.anti~6xi<lante. 
El procediníi~!1t2''c;i~eriial 'ti~add p~ra fa sín;~si; '~uÚ1~ic;;de·~~ta>i~ntl~'a ~iío·· t!~:~~l· clo1~iini~ 

. público y pOreIÍ() n~ es faC:tf ble estiíúar!Ós co,~t6~ de 1Í1az1ufaetur~~(Jolmso1: ~ coL, 1991 h ). 

Tabla l. 

CRUSTÁCEOS 

. . 

Los crustáceos y'su caparazón son otráfüente natural de astaxantina quehan sido utilizados 

como al~em~tiva;~ara lapigme11t~ción deLsahnón en granjas acuícolas CJolm~o11. y ,col., 

1990): Üs1~i~¡l~~cle:·~¡r~t~~:óidi~·é~~i~~~;;()zitaj~tcó ~-2'c).Ó ~1~l~g);~a~·~o~tener una 

pigmentacióii's~ü~raHb~i~··se i:~(¡~ie1:~;¡ª ácliciÓinl~1·1 óa1 25 '?/o cie}J~io ~ti iJrapoi·Ción a1 
:.' · .. -·<· ·:_.; ., .;-<: ·· (;F)::<'"":~~~~.-.. );;:',~.>:~-:'>: .~-~~ ::·: \~:~~::-:. -~~:~:: .. ·:. {s\i/;. ·\':.::" <'.<·_::~/~_/;·~r: '?~·,/~:\ ~}2\. ~·'. ~'.::_·: )\'..~, __ : >-... ·:·.'.·,. · 

total de la.ració~ del.~limento'f6nnulado .• Sh1 én1hargó{:stáfueliteccmtiene~lt~sniveles de 

cenizas, de ~~i~i~~y·~.;i~i;~~~~Jé¿u;foca~¡oli~ ~~·~i~bl~Aia'~éc~l~;'% í~'[d;~;~l~ción y 

en la elaboración ele! alill1~íiió/Adéi11ás eJ. bajo coríteizidci 'd.e Í1Ütrl~ntes ,y ¡:Írotdnas nó lo 

hace útil como s~pl~~1e;1t~ 'en ~Lálimento par(p~ces 0 (Íol~so~ y có( 1980). Otra 
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desventaja se presenta en los costos de la extracción, la cual puede fluctuar entre $ 5000 a $ 

15000 dólares por kilogramo, lo cual limita. su uso. (Johnson y col., 1.991 b). 

MICROBIANAS 

!. Levadur~. P. rho;ozyma es un hongo que perténeóé a 1 a clase Déuteromyc6tina del ord~n 
de Blastomycetes, fue aislada en los años 70's por I-Íerman Phaff, Martín Mi Her y Mi;1oru .. - .-:·; , .. ' - -'·· ---- - . - . ' :- ·. 

Yoneyama de residuos de áí·boles caídos eri tres regiones en Japón; Alaska y en la USSR 
' ',,·,. "'" ':<. " .. __ 

(Johnson y col.~. 1991b).: 

. . . . 

Andrewes y C:(JJ., (1976), redbrtaron que el contenido de astaxm1tina en esta le~adura es del 

85% del total de 'carbte1~~icÍes pr~sentes. Sin embargo, esta :prop()rdió~ plled~ ~a'riar 
·' . ·,..·. •.' ... _, . ,... . - . -· ........ · -, ' .. 

astaxantina producida. ¡JO!" Ja le~ádu'ra sé'. encuen_tra ei1 forma libre.~ a.demás ésúi ¡jú'ede> 

sintetizar•. en:' .bí\j:as'_conce1fi{aci~lies~ot~'a's ~-~rot~;J~icl~s. 'ta ast~~ai~tin~ obt~llid~•· Ú·P .. · 

rhodozyma fue pfobad~ ·~n dietas• para trucha· arcoiris;' observáF1dcí~~ qué ~ste pigíi1én'fo se 
.. - . -: ,, - - .... : '"·'" ·. ' - ... -·" . :- - .. ' - ·. ·- ' .. ··- . . . :. ~ - ., ' -. ·: . -, ' . - ,\ ' - ·-- . . 

deposita eficiente;11é¡;te c;;lai1dÓ l~ le~adtlr~ 'es adi~io1;~dá' ;ré-~ia rhptu¡a celular. Es decir, 

al suminisfrarl~~I;~e~;~ ~l;)igme11t~ no es~~ disponibl~ y por lo tanto no haypigmentación. 
,:: -».":·: c.« 

(Johnson y col., 1980f. 

' . ,·,.· ·.. -

2. Algas. Ciertas ~lgas ve'rdes del subpl~ilum Chlorophyceae,.contienen astaxantina como su 

principal ~arÓt~n6Jcie; ¡~o; süpart~ H pl111;idlis prodm:e de 0.5 a 2% de astaxantina en peso 

seco, doúde el s7% d~I pign1~nto se encuentra en forma de éster (Yobayashi y col., 1991). 

Otros autores'r~p'oh~{qull~ presé!iciá)efoI1~a.s esterificadas de astaxantina puede afectar -. 

el deposito y ~~;¡·~b~Íisn~~ d~,- los .n1isn1bs éii e( salmón, pero este efecto no ha sido 

confirmado por· 6tros autóies: :'otriJ· fa~fo; Ún1itani~ q~e. se. presenta es la·. ext~!lc~Íón del 
' -· ,·,;·,;·'·. '., .. .,., ' . . ' . . 

pigmento y Jos ~eqtieri111lentos de luz pa_ra crecer JCl cual au111erÍta los costos de .IJrOducción 

(.Tohnsony coL; 1'991b). Péír !6ariti!riore~tá fuente·nÓ puede competirconia ast~xantina 
sintética. 
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TABLA l. FUENTES DE ASTAXANTINA 

ORIGEN. · REFERENCIA 

Haematococcus pluvialis (alga). Vandamme, 1992 

Phajjla rhodozyma (hongo) Jhonson y _col., 1977 

. -. . 

Crustáceos. . Nelis y De Lee1~ier,l99l 

Adonisa.nnua (flor) Nelis DéLeénher, 1991 

Brevibacterium · l 03 (b~cteria) Nelis De Leenher, 1991 

Mycobacte1·f~i11¡ !~ctf~ola (ba~teria) Nelis Dé Leertlier, 1991 

Síntesis. quíniica Haard, 1988 

3 BIOSÍNTESIS 

Astaxantina es un ferpenoide producido a partir de la vía d~I mevalonato (figura 3). El 

mevalonato es formado a parti; de acetil. co~nzima Ay ceto~cetil CoA por medio de la 
',, . . ' . ' . . . . . ... -- .... --- " ·:.. . .. . . . _.. -

hidroximetilglutarilCoAsiritetasa y red~~tasa.(HMGS yHMGR); La vía del mevalonato 
'· . . " . : ' . - . -. -" .. -~. ' ,., - . - ···. . - . .. 

se encuentra regulada para pr~veer Í~s 6~11ticiadés nec~s~ias de isoprenoides y para evitar 
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una acumulación de intermediarios. Debido a la importancia .del colesterol en la salud 

hmnana, ha sido muy estudiada esta vía en animales superiores. La regulación a este nivel 

. incluye: a). regulación porfeedback por r,eceptores ~e lipopro~ei~as<de b~j¡i densiclad, b) mrn 

represió11 inediada por.esterol y'queafecta a los ge11es'cÍé.ÚMÓ~.c()A sirttetasa y redl.Íctasa 

(HMGS y HryfGR). y ~) regula~ión~p~stranscri~ción~I:,9e ú~cJR.; La:regtilación;en 

ai1imales ocurr.e pdrt~a~ia1i1e11te. eil• los_¡:irÍlllerÓs 'pasos qde. cont/olaiÍiaifo~n~adón del 

mevalonato. Cuaii:do la.célÜia frece: lhi~itad.~:M ~le~aloií'i{to; :; est~· utiii:i~co~ alta éfi~iencia. 
vías que no ~Ü1~ iictel ~ol~~ÍerilL La r~gÚl~~lÓ~;d~l 11;e~~io;iato

0

,(!lt 11b1i¡fbs y pla;it~s es pÓco 
,: . • . ·.: . :· < > , , .. ·, .-, , •' ,.,. , __ ,.,.--.' .;:.:r;.· . '~;: «: . _,··,,"'-, . ·:;' .'. .. ·· ·-~--'- .. -~'::'.o: "yo,:,._._ '' .:,~: - :, ··¡ ' 2,-:,:,>·· ., e· . .• ··:· 

comprendida.'. Ei1 Saccharo111yces····cel;evi.;i§e . la .•• r~guÍadón ; solo Ocurr~ en' l~s primeras 

::'::,:~,~:1·~~1¡;:1:"f t;¡.¡;f '~~7,}~áf iif ioj:~~]~J~;~f ¡7;;m~;•= 
:·,;,, -' _':~:~;)-->,· -~.';:·. 

El mevaloúat~: sufre r~accione~'d~ fÓsfÓ'rÍ°ii6ió~i p~~k fo~i11Jte1>Í~o~~;itiJ'piiCJf6sfato· el cual 

se condensa. con una'111olécufa:d~din1etilalil-tiiorosfat() p~;·a :~dr el'ge:ranil "i pirofosfato. 

Con sucesivas adi~i~n~~ dci: íi~bldcfüa~ d~ i~o~~l1tiÍ-~ir¿fos¡atd:~ar~,d~;: CJrigen •~. farl1esH­

pirofosfat(): .• ·.Este·:~IÚ¡;~6 ~·~fr~·'.~;1~{iegh11d~ ~~lció~ d6':¡~¿~e~tF~r·f~()r()sf¿t~·- Phia .'[ orm~r 
genaril-geranil pirofosfato,11lolécula:que af.cónde11sarsese-.fon%~··,fifoen(): El:'fitoe11o.súfre 

una serie ~e cicliza~io~es ; de~;tu~;~Ío1~~s ~~e ~~i1 ~rige;1 a1'.f3~c,ir()¡~1~Cl~~Go~~~~in,.1971 ).• 
'_, .: ~ -:>- :,: .. _;.:· ,<:'.·:: ·:\:;> LO: ,-···- • 

'.''._.·-~,_;_ ¡- ' . ·j -" '· 

~~º~;:;,:::•.:::;j~:t~tt;~¡f~~!{¡i~ei13lfi~~~:~Jl~ir:1~ª~?gij%~~~:~~s(~~f :~t:~:~ 
.~ . ,_ .. , . .., ~;r 

equinona dire~tanieúte/el paso~e hidro~ieqúh1ona afoenicoxanifoa{upÓÍ1e lap~~esencia de 

cantaxantin,a. ~omci·.¡ntermediariop~;o:'este'.pas6.es':1nii'~' ~Ópidb •. i)Óf' 1Ó:;que,i1~ ·se puéde 

detectar ¡¡ estii~1t.i.ííla.i)a;:~briiil{~fifüi~fia.-(~~a1{\v~~7-1~7~)~si~.j¡~~~r,~~; ~¡{ io-s :~stt!dios 
realizados por An/coL, ·( 1991 ),' dcitectaron' tortÍ!é11oy 3;3~;dil1idroxi~B~carotello -4-4-diona 

. ·. ' . ,. ' . ., ,,. ' ; ~ . . , ... ' - ' - '., ' ', . " . ' . - ·-· ' - ·: ..•. -- ' - .·· . . ' . ., . , 

en mutantes el~ la ¿ep~·67-3S5.p~~ i~ ~Ü~.~{;rcipu;~o ~í1a .via d~~hit~si;~lt~iiiati\la (flgul"a 
; - ·-·- .• .' '.·· •. ;· - ,_·'·· ·• _· .. ·; .•. · ... '. ·.e· _; .• :.' ; . • ':; •·. ; ·-; ' '_',·;.,' ·.- '.~.·-,, ' <'; • . ;:_· ,~. ;_ ' .. ':: ·: ,";', . ',.~ •, .. ,_. :. . 

4). En otros inic~Óorganisrúos :.; cOnió ,en.· H lzivialiS la~ vía.· de síntesis·· de astaxantina es 

diferente, debiclb { l~ ~re~~rici~ d¿ B-~ar~~~no y de l~teina e;1 la fas~ fot~siritética del 

microorganisn~o (Johnson '.?col. ,1991b); 
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Figura 3. Pasos involucrados en la síntesis de farnesilpirofosfato, intermediario de la vía de 

producción de astaxantina. Co: Coenzima A, HMG; HMG; Hidroximetilglutaril 

CoA; PP: Pirofosfato. 
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Figura 4. Vía de síntesis de astaxantina propuesta para P. rhodozyma. La vía vertical de la 
\ · izquierda que va de fitoeno a irans astaxantina fue propuesta por Andrewes (1976). 

La vía vertical de la derecha fue propuesta por An (1991). HDCO: 3-hidroxi -3', 4' 
- didehidro -13,'I' ,-caroteno 4-ona. DCD: 3, 3'-dihidroxi-¡3-,y-caroteno -4,-4'-diona. 
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astaxantina observada con glucosa (4%) no se registró para sacarosa o para las melazas 

(Haard, 1988); 

,_ ;,--

Por lo qu~ tratir~ la fuente de'iiitrÓgeno, se ha observado tjue eJ extracto de levadura 

estimu1ó 1a pro<l~cció~ d~·éaiciie~~ides-éú?. 61<1kes1eeanu:S crecido-en presencia de acetato; 

este efecto no se ~bsi~ó'~;l~Íili~iJ gIJ~os~(Ro~as/i 993{ · 
•':c•L; 

-·«- :<·'·'- 'l·c:·:·' , :<.:::. ;" . 

El efecto de Ci~~¿~¡':~1Jkciá~ldci{·c~~10 vali1~a y l~¿-cü~a,'C!/esiimulátorio debido a su 

conversión a P-hl~;oxi-iii~t;l~;~tafiJ-CoA/este efecto· h~:siclo. e~tlldiado en J>.--.. b!akes!eeanús 

(Johnsonyco1,1~_916r .:(.<'':· :\:;: <:· ··" 
'!·,.~.:·- <}.:'.·_ ·!~-~- ... 

-.. ·-·.¡'' 

En B. ·tris;o,'.~¡¡¡ ~l:i~l11~~dtinitii~ 1ip;óclu~lió~de~~r~f~~6iciesÚ~ch~~~~, 1989): 

En H. plu;;aili1~~!;;!~"§'! ~'ni~giAa füi~,Ore~a ,~¡J~for.~~'do' ~~~tmi, p6c arra 
parte la prese11cia;de ric~t~to 9 gii6iri~~-~6iiii1l_mi,~sf~'sÍlitesl~, •. la r~l~~ióncarb~no, nit~ógeno 
es muy im~orilnte ~af~NModÜcci~n ~el ~i~l11ci11to'(I<~b.ay~shi Ycolf; 1991): . . 

- ': .. ,) ; ~--, -_·- --~ . :: .. ~---
- - ' ' "-,~ '~ - ·_:; . ¡ - ~ -

En P. rhodozJ}na,~i ble11 ii'o se ha.de111()st~ádo ~ue l~ ÚmitaciJndellitróg~nó teúga algun 
'.' ' • • ' :;- ' .~ ,O'.:'c• 

efecto en fa ¡)1:odu_scii~1 c:le astaxa11tina, en niutmites 's?bre!Jroductor~s. dél pig1_11e~to<1ª 
asimilació1i denitiógen'O esle11tií: (Án y. cot,J 99Í);Estudios reáÜz~dos par::rV.unér (1984), 

-. '. ·,~- • -,, •. ¡ -. , --· .'' . ._ .... ;·:·· _ ._( · .• _ ,e.e " '·. _ ., ··--·. • ., •-. . '.' ;,·, . <.;< •. • .• 

señalan q~e est'~~~;if1~~a'p~e~é·•Jti1iz~; di~eri~~fuentés_ci~:hit~Ógerto ili~luye1idÓla urea, 

mientras que·· laetilaniina' y elnit~ato .cié '•potasiÓ no •pueden ser~asiiiiilados: ;Por.'.otra parte 

cuando se üicte~1eí1tó i¡· ~º·;1~el1fració1i <le sÜ1fai6 éie :in~1iio cl~ci.~ as.o ·~gtua p1'oducción 

de astaxantiiikilo••.;e-··ar~fü.· ~fr1'e~~bafg~'.-cu~~d¿:,;~;.i1icF~i1~tó··º1~·~~ncentraciÓn de 

extracto de l~;adu}a- d~ o\ a 10 mg/ml; se presentó un aumento importante sobre la 

producción específica de astaxantina (dé 156 a 524 µg/g levadura) (Joh;1sony ccíL, 1979). 
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2.5 USOS Y FUNCIÓN DE ASTAXANTINA 

· Debido. a .Ja imporianc.Ía comercial·. del·· color en ·la .industria avícola. y· piscícola, sé han 

realizado 1~u~has 'Í11ve~tlg~ciones :1~ el: uso de cárotenoides sintéticos y naturales como 
'. . . ' - ". .. - -. ., ~ . . ' - . . . . . - . - . . . . . . -·.· . ' ,-, ' ' .. 

fuente de pigmento: Las xaiitoplas q\le ha11adcj~iridO; niayor rele~a~cia com~ ¡¡ditivoen la 

industria de aliri~~ri¡g5' hala11~e~dos'.pá~á' a~e~, k'~h: l'á ~ápfid1;tit1a Cju~ se' e~cllentra. ~omo 

::::~;;~·~~1:~~'~10~h'~ii~~::'1'i1:t1~¡,~~~g~1~;Jf ?~~:rr~.";;t 
observado qüe los pignÍentos ~ojos tiene1í máyor capacid¡¡cl pig1íient~i1t6 y'qte.p~;ed~n ser 

. . - • - ' '-· ' • . ':·. - ' .... •"' ¡i" ., •.•.• ,.,,_ '. 

combinados. con pign~enfos·· ¡¡'marillo~; · 1~.··cual .• leda. un .. atract.i\10 .. colo~.~- la .. ye111acle huevo, .. 

por ejemplo i· hl~~ d~ ~si~m{íii1~:~u~~~ 8S~1it~irrl30.i1.1i·@1i,;~~ÍJ~;.e~i6.ll:sci;ü~~n'.;;ia1de .1a 

:::,;i:J:~~¡~,~~~~ár,~~t~íl~~!!y[i~1i~¡~;•r1~10~#3\1l!:1i~Íry~~Ióri 
· ... _ ... _.:., ·,::..::;:~::_ -,~.; __ -•; ____ ,_ 

En la industria acuícol~ la~;;JJrii~ci;ales xa2tofilas uÚJizádá1 's?;~ l.~ c,álitaxánfoia y la 

astaxantina. La astax~ntiria es. ú1l'iri1p.ortai1te, col1stituye+é'de Iosalimentospara .• p:ces, 

debido a que~I s~l;n61t°/b~r6~•a~i:U;¡E ~ari;;os n~p~e~~l1silÚ¿ti2:~rl~, 8: ~ovo, pór l~ que 
·::¡· ~··.::• · · ;., " · >, ·--'" '\12'r 

se requiere i1~cluirseen fas.dfotas,Ia c()ncelhracióff de ast~xant[11aen'eJ 'saliÍlón.va de3 •. ~ 3 7 

mg/Kg; ,· f ero;si)nip~;+nci; .. ciÚ1?:~~a~i{i.v:~(:ra~i;c~;~ e11~.~:~f ;;~1~;1Í?Ih\pi~r1:~tación 
caractenstica a)a:carne y a la·.p1el de peces e mtervemr,en: el prócesode.•Ja•reproducciónde 

estos, participané!6.con1c1 age1Íte ;fate~~b;~~ fa~tcii~s: físi~ij·~u~ín1i6~~, d~r~1ite. eLdésarrollo 

embrionario. Otrá funciól1impórta;ite es fa de actuar co'mo precursor d~lás ~itarilillas Ál y 
.,·· ;.·.~ :._~·,' ,.,) ... - .-:----. : ____ .:1,._ -.... -,. ;-,,.···.,_-·.,.·,._,_-_·-~ __ :<;:-":·e¡,_,.,:-.··~:·.·-:.· .·, 

A2 en dictas 'careíites dé .vita\2~i;)_lí~A. ~~i~tfo~~!iÍ~dios don1ése.relacio!iá'.aclil a~tiixantina · 
con el saber cara~terísÚco del: sah11ón; cuando esie'.és cocit;adó (A.ri'y.cbl., 1.991)'. 

, :. ·:, - ·~~: 

La astaxantina al igual que otros carotél1oidesÜen~11 Jri ~i~~éJt~ndal é6;1íC> coforaútes en 
" • •• • - > • ' - ,.. - - • • • - - • - - • _, ," - • • • • ·- -. ' '. • -~ ~ " .'' ' 

cosmetología, pero su inéstábÜidad fri!r1te a fact<J¡~5 '.fisí~cis ·C:<Jn~ó la' lu~ y' él oxígeno 

limitan su aplic~ción en esta área (Katsuy~~a y ~oL,. J 993). , 
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2.6 DEMANDA 

Según datos estadísticos, publicados en 1990 se calcula que del 1 O al 1 S % de los alimentos 

marinos consulllidos en el mundo, están representadÓs por. lo~ peces. Estos son cultivados 

en granjas y dent~b de loiprÍncip~les produ~t~s se en~~ent;a el·. 
, . > ·•• .--' - . -· .. - - . 

salmón, calduiárlctosé~t.ieporcacÍa !O salmones consumidos en el mundo,3 provienen de 

granjas acuícol~sÓ~t111s6~:y ~b1.;••i'99}b). 
, ... ·-- ';: .... - . - " . ,_ .. -

En Európa espéc}es coino, ~lsalm~Il y la trucha juegan un 'impórtante papel er1 la 

acuacultu~ií. E'l c~lth'.o' d6·•sal~ó~ '~t!,}Íicremento ~~nsideráblemente er1 . la década pasada. 

Solamente e;1 N~rueg~. Escbciiée' Islandia en 1986,' se. JJrodujeron 58,00Q ... fonéladas, 

duplicándose)i{proélu'ccióji·e~f;l98!LSegúri'estuélios se ésperá para el afió 2000.láden\anda . 
i .;'. :· ; .~·,: • ';-.'_''.:::'> • .. -• ., ,» ¡ ·., ,- ·- "--~ • • ".:'. ~.· -'. ! "'" - -- '•.·.<-J:: ,_:-; : -LJ· ... -O ~~ - '-:-~:>-' ~::C-,-''- -, '',".e~:'_',- ~>:··-~ -,<'.:.~-;:; :' ::-~,;·. '-,' ,· '." • -.':' ·! .-· .• 

de salmón de1:.Át1'ánti~Ó;cóh() y chinook; liea cllbierapor l~sgranjasacuícolas: có; países 

que puede1i s~;gi~'~o~;o ~~incipal~s prodüctóres ~~ra ei s~In~Ón ·d~l;p¡{~¡k~~ ·~~n;Japó~, 
- ':: • ' \ ' _.,,;~';¡-;;o._-.. _-_. - ,- --;. ' 

Chile y Canadá, Para'·él áfi8 'ióoo 'sepro~osti~a 'U11a.pr()ducdón de saÍI11Ón. de 46o,OOO 

toneladas (flg~fr s).\r6]~;~·g~ j;~¿f.f1~916]:~> , .. •.···· 1

• ;( .. · •.• j'> f. ,;, ... •<. i· 

,, .: < ' ' <.<< i ; • ¿ . ' 
Los productor~~· de .• salnió;i utÚiza1i. a.st~xantina•i' .. ··c~nt~xanii1ia sl;1tétici co1lio· ·~ditivo • ~11 
niveles que van.de •·3S•a.j5 ~igtKgd~all1;1e;{(b; ·!~ cJ~16~~si¿na·4·u;~sté~~fo~o ·~onstitu;a 
el componente ináscostasó ei1 Iifonúula~iólider~Iiiri~~to'pa~a salmó~•.'.\·:.·, .. 

. )· . ~·~:.·\ 

ya que representá dellO '!lis o/cidel costo t()i!lt. No obstaíiie; Ía a~ta~~11Ú!iaslgué sie~do el 
' . , . . .--·· . - . . . . . .: .. - , '~: .. --- .. ' . . .~ - .,,. . - ; . , . , '· - ' - -e: .. ,, - , ., .. -·; ' ... - ,. 

:-:· ····" .. _~:. - .-_-_-.-_.,~_-., .. _,~,·~.· · ... ,_·· . .:.: ,. ·.:·-.::_.-_,,.:::·:·":·'··:·-! '·"' .·.····: ... ·-·.-.. -~-·-_ ... '._'·"_'·' ":":·' 
pigmento ¡jreferido;'~n Ja. ~cüai:~lt~lii por~~contrarse 'e11 fcín1rn nat~~al ~e5,e1 sahi1Ón y la 

~~~31li!í~iltii~l\li~itilllg~~ 
,• •,.:.: '• ·-·· ' ... · .,. /•. . . 

cubierto en lnayor p~()p6iciótl pof la co~pañía Rdche. Esta demanda pot~ncial abre una 
. . ' . . ' . -
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gran expectativa de mercad() para la producción microbiana de astaxantina. (An y col., 

1991; Johnsony coL, 1991a) · 

. ' . . 

2.7 PRODUCCIÓN fEfil<fENTATIVA 

La astax'antil1~ elfanfai~fae~t¿ producido por. fermentación sumergida por la levadu;a P. 

rhodozym~: Á pagir ~~!d~~~~~rÚ11iento d~ su producciÓn en esta levadura ie han realizado 
·¡~ - ' . ·- . . . . " . . • ' ' • 

varios estudio~ para''ijar~~te~izar ~uales . s,onOlos parámeh·~s .. ·que afe'~ta.1{ 'su' ;.síntesis 'del 

pigmento:·· (Jóhnson¡y te\vi~~;, 1979). Siendo'• re~~l~i?º'·~e <ello,, s~ ;i1a{ieter~11iiiado l~ 
importaneia dé la tempenitúraJel pH; el nivel deo~igéiiaCión y los coinpoúe11tes del niedio · 
de cultivo. . . . .· .. ' . ; • . :; 3;: .i ·º' ·e i<' ·. •·. ··. 

\{\,~~: ;·::_.~:'~ ,·_. '. 

La fenm~nta~ió¡{ .;d; asta~adfrna 'se·· ~eali~a '~;1:~~ ring~{ d~···1;i~,h~lcial' de •4:5 .a·.· 5, 
- --'..~ .:·=:,\C:>" .- . ._,,:;-_ -~ -·;:~---,-.- -o;,;s :" .. _:_-.-. --.-'· ~-.,.o,s';:~ e o.--

mantenÍé!ldOlÓ i:~1~'a11\°(;rtiguador,fÚ1latÓ.d~rai{te··ÍÍÍ\fern1e{;t~ciÓn:-Estuclios reallzados··por . ' - ;: -" . ,_-. . ··-;-;_ ,., ... ·.... . . -.- .. ·-. 
- ,., . . . ' ·. ,. . .... ,, .. , , . • ·. ,,._.. - - •.": '. _,~\\- • '··-·' e. ,., 'e•,',_. -- . ' '".'. •. /, . ,_- _. - . - .. 

J olmson y;Le\vis/ ( 1979)/ éri fermentador de 41; pro bando: cuatro. riiveles de pH ( 6.5, 5.5, 
.· - -,•·,. ;' -.· '· •. , .. _ _,- 1.-.•:·- .. ·~'·,>.;•'···O.,_ •. c·~·- ¡~~o::.c.::.:-:-··,.:_·'L'-':····_·,:_.'''· .,. · -',,· .. _ --' . 

4.5, 3.5), defü~st,r.a,~p}1(cí~J}'a 01:5~Ja.~é1qRÍcÍ~~Lcif[.~f$ci.í~1.~,enfo,a~W1~11tó, al. igual· .. que la 

producción'd~.biÓ!Ilas~y elpriiiéip'aI pigri~Ji1tci''.sliitétizri46'füé.i~ astaxantiúa~ En contraste, 

a un pH d~3.5 s~~¿~111~Ióp~inclp~ii11~rite Í3c.Zi5ca~ót~n:ci; /; ;\ 
' •.. ···- . ,', ··.·· .. ~· ', .... " ... ·. " .. > - ·: ' ---- ' . '·" - . ;· 

La temperatura óptÚ11~·P~;~ la prddubción'de ~ita~~nti;ia é~, ele 22 ºC,. po~ arriba de esta 
', - ¡--, •, r - •• _'." ', '.' ~---~ ·,'. --

temperatura la velócidad .de áeci_mie_ntó Y'p~Ódu~ció;i¡di~n1i11uye, mientras· que el 

contenido(¡e ~~;6te;;old~~ ~~ n~~t~ti~~é;st~ble ¿i~ u;{ ;a1;go de·, te111peratura cÍe 15. a 22 ºC. 

Los niveles•. de prod ucci~n Je ~~tax~1ti~~.·6~i~~i~o5,;'.~m\iif e~~nt~s ~~P:,deP .. ¡:Íwdozyma 

son muy variadÓs, depencli~~dci'cle la~ éol1dÍbiorie~ de cultivó y d~los 11l~d{o~\.;tilizad~s: En 
" _e- .• -, -- . . : ,o_,..- "- ,.~, --·c., - -.- e -, ' · : ·." ,• '.- ·:. . , 
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la t.abla 2 se resumen: las cepas, las fuentes de carbono, de nitrógeno y los tiempos de 

máxima producción. Los niveles de producción más bajos fueron de 150 µg/g de levadura 

en s días de reirrieniación (Evans y cot, 1991) y los más altos de soo4 µg1g de levadura en 
. - -"'. '. - ' >-: . ,- · .. ,,- . ·: ., i~ ., . '· . . ." ·. . <., ·,,º,-· : . " .·: . . 

este mismo tiempo Jos c~ale~fueron optenidos con una cepa mejorada genéticamente según 

reporta una p~tenté e~o~cia CP!ev~tt ;coL, ,1991): . ··... . . 

.. 
También en la tábla 2 puede apreciarsé que:)~s principales fuentes de carbono utilizadas 

fueron glucosa, sacar~sa )' n;~laici~; ¿cn~b fuent{<le ~iti:ógeno el sulfato de amonio en 

combinación con el extracto de Jevadúra o aminoácidos. 
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TABLA 2. NIVELES MÁXIMOS DE PRODUCCIÓN DE 
ASTAXANTINA Y CAROTENOIDES TOTALES PRODUCIDOS POR 

DIFERENTES CEPAS DE P. RHODOZYMA 

·. Ce~a F,uente de. • .. Fuente de. 

-.~~~~-~~}: .. ~¡~~~~·~no:.:·: 
(µ g/ml) (µ g/g lcv) horas (µg/ml) 

CBS 225-8 Melaza Sulfato de amónio 

• QST 
11032 

N9 • 

14-3. 

14-3 

UCD 67-
210 

ant- l-4 • 

67- 210 

67-210 

NCHU 
FS301 * 

ENZA 
E4 

•pcs101 

Glucosa Extracto de levadura 

Glucosa 

Jugo de uva 

Sacarosa·_ 

Glucosa 

Melaza 

Glucosa 

Sacarosa 

Glucosa 

Glucosa 

Sacarosa 

NR 

Peptona 

:·'.··: __ "_·. :·_, ·:··' .. _:_ ~ 

Pe'p~º~ª; sl1i ral~ 'dé: 
«'.:, .. -.:-:~1~i1i_o:y,:·_:·:_:. 
-~ \ ~il~_tir~Óácidós ~·_;-~ 
Extracto de levadura 
· ·Y.mñin'Oácidó's:: 

>· _.'~ '\ ·-'~< .. ' ... 

SulfoÍo de arito~io'y 
; ~n~i~oác~~os :··~:~: 

36.6 

9.52 

NR 

NR: NO REPORTADO .. , . ..•. . : . ·" 

1490 

1340 

1375 V 

*:SON CEPAS OBTENIDAS POR MEJORAMIENTO GENÉTICO. 

80 

120 

V VALORES APROXIMADOS DE ACUERDO AL. 80% DE ASTAXANTINA. 

23.6 

6.2 

960 

880 

Danisco 
l3iotcknologi 

. Quest 
" Jntcmational 
Universidad de 

Sudafrica 

Flcno y col., 
1988 

(Patente) 

Chapman y col., 
1991 

(Patente) 
Meyery Du 

Precz.1 J 993 a 

ÜniV~-~sÍ~ad de 
' · Sudafrica 

·Meyery Du 
.Preez.; 199.3 

'.·e:~'·º<'.·'~-,. .. >:-:º'~ 
Unh»crSidad de ·. Mcycr y: Du 

' Sudafric;l · . Prccz.; J 993 

. U~i~~r5}d~d de '. Haard, 1988 
~~- oaViS,- các- \·:: 

·,~~Í~:~:~~:¡;/a~:d~ 
. Wisconsin . ·. 

An y col:., 19,83 

Unf,.~:~id~d de :Ókagbue y·: 
~~ .DaVis·; CáC. ·'Lcwis, 1983 

;.:-..·· 

UilivC.rSid~d '·d~· ·)?j~~~~S~n ~·- . 
~;~: Da~~¡-t.'~f?!~~.~~;: .1 •. ~·_c\\·i~.; 1 ~_79, 

Unh"er;i~ad .. dé ·;;~~; ~hen~:, 
'• Táiwari ''·'· · · · 1993 · · 
,., ·, -.J-.~>· ~.'C: 

.-.'_-.:"_:'~·r::- :" ·.· 

PhÍllps 
Pctroleurn:.-·_ 
C:o1~~ pan y :-

J~yans·y co1:;· 
. : •··. 1990 : 
·:i. (Paiénie): 

Píé.Vatt y col~~ 
1991 

· (Patente) , 
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3 OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Encontradas mejores condiciones de producción de.1 pigmento astaxantina en una cepa de 

Phaffia rÓdoi.J1n1J, atiaves de la implementación y optimización de un n1edio de cultivo 

grado industri~L . ·. 

A. Det~rmi~d?1a,cinétl~as'cle cré~i~1iento del microorg~¡;i:s;;io y I~ ·cinética de ~ro~ucción . 
de car6te~~ídes: tot~Í~s. en ·~1\h~dio y 1~s ~ondiciones repo;tad~~ p.oi .rg1~~ºn. Vüwis 

• · .. • :,: '.: -;-·: - - . _,, ., • •' . l' • , , , · L' •' 

(! 979); .coi1 i·eaétivos gradohidusirial: 
---- . -., ::- .. 

B. Identificar la ·.·as~t;~antiJ1~~:p()f cr?rrf~togiafi~·.e~:.c~b~\finaÍ: )g~~~~Hficada por 

cromatogrnfla de,)ítÍ~id~~ cl~' .• alta,;esbI~ci~i1; e~tabl~cie11do la piop~í:ci6iJe1i'1a:que se 

encu~ntr¡{ cori re~peÚÓ álbs pigíii~í1tos.pr~;el1tés ... 
' ·. ··' ._ ..... · .. -, _ ..... ,_ . ·'" ·.-· .. 

,· __ . ~ ~/ .. 

;·;; 

C. Modificar el n~eclio ele cü'!tivo ~e!eécior1¿clÓ;te~pectb a laJu~nte de carboilo y nitrógeno . 
. ' . ·.-· '1-:·· -·- {.'. ' - ,. - --' ... - ~~·'.::: __ " "'.·. -,_, "' ·. <;' -~; . - ' . -. ' ;,,,, ' .. ·. ,·'. . ' ... '. : ' ' 

~ -:· --~-<r~~\~~:::2::.-: --~.-.'- · .>:: 

F. Verificar. el perfilcle carote11oidesproducidos en.el.medio, en condiciones optimizadas 

empleando u~ ~Ístel;ia d~ : dro~at~krafia e¡~ ;laca fi1Ía y cuantificación en un 

densitómetro. 
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G. ~ealizar pruebas a nivel de fern1entador de 4 1 con el medio optimizado. 

4 MATERIAL y rvihcmos 
·;. ' ·'_.':· .· ' 

4.1 REAcnvos dRAboÁuMENTARio 

Sulfato de amo~io,; clor~;o'~e c~foio y fosfato mono básico de potasio fueron adquiridas en 

la drogeríacC>s~io;olit~/s.A'. de é.v:. 
Extracto de .lev~~ur~ (iestal;~OO), c~~ '1as siguientes especificaciones: proteínas 35-45%, 

cloruros 5.0%' rnáxin1?~ pepto~a (peptamín C) y glucosa ob~equiadós por Áriancia 

Comercial, S. A:de CV> > 
. ..··- ,•:_ '. 

-., .. :.- .- . 
-·.-· •• o --·· 

Levaduradefer~ezaa~tdrizacla desamargada en polvo de PharmYest de México, S.A ..• con 
'· .• -¿:___,., . .•• ,_ -":. •• -· '.,·. -- •. -

las siguiente~ es;~cifl~adone~: proteína de 45-55%, tiamina 120 ug/g, riboflavina 30 ug/g y --- ------'.--. ---'·. -··-... -- ' - '· . . --- ·-

ácido nicotíiiico'4oo ~g/gy: · · 

Sacarosa (azÓ~a~de mesa}aclq~irida eii mercad.os popular~s. 

Harina de pescado' obs~qüiadá poi' Bionova S.A. de e.V:, con las siguientes 

especificaci011es:.~~otf!ín~de S2-84%,mate'ria~ minerales 4~7% y 6-8 de materia mineral. 

AGUA DE LA.LLAVE 

De acuerdo ál a1:á!Í¡is:#sicoquímico ·tenía un pH de · 6.88 a 7.0. La dureza total y 

permanente, médida c();~{d dco3, fue de130 ppm y 23 ppm •. respectivamente. Las sáles 

encontradas f~érdri:blcarbonatos.de calcio y magnesio, sulfatos demagnesio y sodio, y 

cloruro de calcio (Sa~~l, 1'99:2). 
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4.2 MICROORGANISMO 

-En la producción de astaxantÚ1a por fennentacióll sumergida se empleo una cepa de Phaffia 

rhodozyma NRRL 'y_ 10922, Ía cual fil~ proporci~nada por el Agricultura! Research 
, .. - - ' . ' ', ' .. . .-· -

Service C~lture Collection,Northem .Regional Res~aich Laboratory, Peoda, rL:, 61604 

USA. 

4.3 MEDIOS DE CULTIVO 

MEDIO DE CONSERVACIÓN 

. . ·- .... ,'.. 

La' cepa fue pre~¿~vada á-20~C en tubos de tapón de rosca con medio que contenía: peptona -. . . - ... ' .. ' ~·· " -· ' . ' . ·. ' -_ .. 

0.5%; ex_tractod_{iev~_<luia' ojo/o; extracto ~e malta 0.3%; glicerpl 60_% (VN_) y disueltos en 

agua desfüacli (J:)ircC>:Z! 9GGf Éliriedio se este~i!izÓ a 121 ºC durante 15 min. 

Con este fin se ;iepa:iro11~ajas con medio de cultivo YM-agar en la siguiente formulación: 

extracto de le~~d~fad:3~; extraÚo dé malta 0.3%; peptona 0.5%; glucosa 1% y agar 2% 
'· --,, ,' .. - . . . ' - ... ,_ -. . . 

disueltos ~n ~~üadésti!ad'i El 1liediose esterilizó a 121 ~C durante 15min. -

MEDIO DE PR~i~CCIÓN ~ < 

El medio baseco~tenía: gl~co~a 1'.:.5~; extracto deJevadura 0.2%; sulfato de amonio 0.2%; 

fosfato monobási~6 de pot~siC>' 0.1 %; cloruro d~ calcio o.o 1 %; sulfato de magnesio 0.05%; 

(Jonhson. y a~i~(l~J9). ef ~I-I-~e ~justó ¡{ 4.5 con ácido 'ftálico 0.1 M. El medio se 

esterilizó a 12¡ºC duí:~ie 1~'h1i~. Los reactivos de este medio fuero!1 grado hldustrial y 

agua de la llave. 
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4.4 PREPARACIÓN DEL INÓCULO 

El inóculo se obtuvo del_raspado de colonias de P. rhodozyma de _caJas· de· Petri, crecidas 

durante 5 días s6bre ~1niedi6 YM - agar a 22ºC; Lá bioinasa fue resuspendida en agua 

destiladá, obt6ru·é~ci~~~ ~;~a stispe~sió~ de célula~; con una DÓ de 2.5 (As4o), la cual fue 

utilizada para· indé~lar los Í:natraces de la fermentación y el fermentador de 41.. 
•.-..'. 

4.5 FERMENTACIÓ~ 
,., . 

. . -·· . 

4.5.1 A NIVEL DE MATRAZ DE 500 mi 
_,· ·,~ ··;~;~-;~·· ~. . . 

Las fer~entaci~~e~'se foa1iiaro1i en'm~traces de 500 rríl con deflectores: I..~s~vÓlúmenes de 
-·.;·· . "'.,,.\•" : 

medio de é~ltivo ·. ftie"ro~ de_5o)nl (al inicio' deJ'.trabajo y durante la Óptiniización). y'de 75 

: ~;,~~fi'¡~if Ef;it;~~?d:J~~~i;~JT~.f~~J1~~1~l!~~~:; 
29ºC. Lo•s mritrfresfueton_i~Oc.~lados.all %.V/Wde Jiia.iüspensié>ncl~ ~éJulas.cbiluna DO 

f =~~i
1

~~llii!~~r§~J~f f~~:~jll~1¡2f0~:1f1~(:cfu._f lª(n;~d~o~-~s::e, fuentes de bar~iirio·;y !1itr~~b11b/ad~másde; Ia't~n;perát~1rá} pH) § .. 
monitoreó toda láferrn~11tació11). · 

4.5.2 FERMENTADOR DE 41 

En esta fase; las f~nr!e~t~'clónes seiealizarone1~ un ferriientadrirNew BruswiCk Scientific 

con control de temp~i~~ra~. agitaCión/afreación. y éo~trol aufon1ático •de.· pH. Para estas .... -~:.-, ·;.:::· " -~~\ - ,, ... ·.... ,. ' ., . . . .,,'' ... ' . - . .. 

experimentos ~e i.lti!Ízó.úlivo!i'.in1e1i detiabkjode 31/e!médiO.de cultivo se esterilizó a 121 
- •• ·,· .,, ... - <. •! .. -- .... - ' ._. , '. ~ - • • • ... " ,:. • . • • ' - ': . ,• . '... . • . ' 

ºC durante 20 'lliiriY' iaj·~~~ie cl6'carbori~ Ne e~te'riÍÍ~ad~poi sepir~do; Las ~~~diciones de 

operación fuer~n, las ~ig~i~ntes: EI f~m1entadór fue inoé~Iado de igual forma que las 
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fermentaciones a nivel de matraz, el pH inicial fue de 5.0 ajustado con pftalato de sodio. La 

agitación utilizada en el primer experimento de esta fase fue de )00 rpm la cual fue. 

constante durante -toda}af~m~entadó11, para el seg~ncloexpefime1~to Íaagitacióú. inicial 

fue de 300 yfue v~iáiidÓs~ cle.acue~doa 1~'de1~ancl~-de oxÍ~eno l~asta:56(r·r!Jm, pa;a los 

dos experimentos ··sig~i~rites se. ~tililó ~ria agÍtacióhii1i~Íal de 3bo";pmy~ las48. h de . . . . ''''""_._,,, _,.. . ... ·- - . -· . . . _. - . - . 
fermentación sé amni!ntÓ a 4()o !Jl111:. El 'tieú1po fotaI de fermentacióí1 fue_ de_ 120 -h para 

todos los expé~i~~;1tás. • · · ' 

4.6 DETElU\/nNÁciÓNDE BIOMASA 

La biomasa d~ cada m~es:t~a· fue lavada dos veces por centrifugación durante cinco minutos 

ª 4000 rp1n. e11 u1i~c~Airí~~ª clíniC:a;y resuspendida cin una solución de cloruro ele sodio a1 
; ,. . ""'•' •; . - . . _, -- _.. 

0.85% para lle'varl~ al \;olúi11é1~··orighrnL Posteribrn1enté se determinó l~ de1ísidacl óptica dél -
" ·.,-. -.. -· '· .. , -·.·- ·. . -· - '-·-·· -:.· .. :., ., .. ' -- .'·" .·· - - .. ·' : .. - -

correlacionó coi~\ií1a t~i'.va ele dei1~idacl'óptica vs peso s~cci éxpresadb e1~mg/nil, la cual se 
- . ,. ,, ,~-- . ---~, - ... - . ,. . . ' . . . ·' .. . . . . . . - . 

muestra en la (fjgu~a: 6/. 

4.7 DETERMil'ÍA6ró~ l)¿~ ~IGMENTO 

4. 7.1 EXTRACCIÓN. 

. . -

La extracció1Í del. pigil1~hto se realizó. de acuerdo a la metodología propuesta por .Britton 

(1985) realizancÍcÍ,J~~sii~ieÍ~tes adaptaclcJnes:Aun mi de n1~estra (inedio d6 cultivo con ..... ,'·.· ... ,; ' .... ~~ ;',• ·, -" ·.; -· ·-··- '" . ~ ·'" - .- ... ' =~· -_ ' 
células) se lés sJ;11eti6 a 'ió;ú'i.1in{i~dtó; eínpleandó'.ul1homog~lii¿ació?(vorféx) y'perlas de 

vidrio <le o.45 ; 'o.so ~~·J;il1 ~a~r~11tt~·:_3 ' 1nill§ta~ . !i~:Y.~ll~::ni~L:c1~ .. -<l~ . ~~1véntes · 
(hexano:acetcÍna:alco,hCil etílié'ci)'< (100:70:10). Postério~lnerÍte• se· ;ea!i:i'Ó tí~;¡¡ :s,~glinda 

. ·:·:··:-. '::·::_ · ·\;_~ .. >--_-:_::~\- :-~,-~.'- <.\.\· -·¡; :.::~'. <>: ... ::. ~:·_': · --.. _·d:::_~;'};>~:;< 1._:(6:.}'.~-~¿.:··\Y:~::; ··-,::;:.:<.\ ~-~;:<::·,. _ ... ,.. .-.... 
extracción hasta obtener un precipitado color.~l.~nco.·L,a .sep~rac1ógde)as fases se efoctúo 

por centrifugación d~-~a~ié · s>mi~. -~ SOOO ~~;:'~u~:da~~d ~~· la ~;fras~}cte. he~ano .. la 

astaxantina disuélta, la ~u~l rué recupe~a~a bon uri~ 
1

pÍp~t~ P~~téJk Ei'vó1óiJ';én. total del 
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Figura 6. Curva de calibración para la detenninación del crecimiento celular por peso seco. 
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extracto fue medido y se procedió a su cuantificación como se menciona en el texto más 

adelante. 

· Durante el proceso de. extracdón las muestras se pro.tegieron de los factores fisicos como la 

luz y el oxígeno. 

4. 7.2 PUIUFÍCACIÓN E ibE~TÍFICACIÓN. 

4. 7.2.1. CromatÓgrafía eíl. éa¡)a fiÍ1~(Thin-LayerChrÓmatográphy, TLC). 

. -·/ .. ·- ~:\.;=:-:··;::,_,:.-~.;·_-<:.:·:... .. _ .. __ '.:"><'--~\_-_::·.-.;.-·:_ ·. __ -._··.: ' ;:_:~'- .. , _>:~;:_: 
Se realizó para J~·sepa~iíciónde'astaxanti~a .. Las'.cromatÓgrafias se realizaronsobre placas 

de sílica gel60 CKie~el~DC .- alu[aliel1 sin irÍdic~dor ~uor~sc¿nte)'de. 20 x 20 cm·~ 0.2 nun. 

Se aplicarori 20 ~g .i~ e~ira~to ~~:h~~:nd~e l~s 1;\ue~r¿s:a··e,~~¡iiat> ' . . ·. 
' -.. -.- .. · :,:_<,'.< ,• . ·. ;;·:> ' ., ,. ·' ~ - . 

Lo clud6n.do •• '.~.~"i'.'f: ~7~'W;:~i~.~;. i;, H;f ~f~ '.t~,\~iO,,,do~\t~ ···do 
petróleo:acetona (80:20); enúiiií cámara sobresatui·ada>Se utilizó úlr estándar. deastaxantina 

pmporeionrul; "ºL~"ffiri"' ¿ R~o¡,~ ;~ ....• ;; . ' ! .• i. } re . . . + . .. 

La identifiéación • se .ll~~Ó i\ ca~() n1edÍ~l1t; j~ 'loí1tr~st:'ci¿~~ d¿j\fil ct6 los pigmei1tos 
·-. ;,'. ··. ·j.-y. .-",",' 

obtenidos de•los'extraCtos celulares y'el delestá~;dar ylacua1Ítiflcación de. la astaxantina 
; i ;' - - -· • . -, ·: '· .·,- .'. .·, ,, ,·_,,. < .. '. .. ·- : .. .:., ,' - , .. ·. . . 

por medio deun densitóinetro' 'marca Camag tic Scanner 

4.6.2.1. Cromat6~ra.fía 
Clu·omatography; • HPLC). 

resolucióii (High-Performance Liquid 

Esta técnica se realizó COI1 la. mis;n~ finalidad que. la. de TLC, coútrastando el Tr. de los 

extractos y el2de!·é~tá1~dar. 

Para este ensay() ~e ·trató )JC~viamente I~ colunma'· del siste1~a .28n • áddo' fosfórico• en 

metano! ( 1g/l00 ~!) d~~te' 1' h a' ¿~a'.~~JJcid~~ d~Jl~j~· cÚ\ · i~i~.' ~aiase'~ó~il • conte~ía 
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he":ano:acetona (76:14) y como fase estacionaria se utilizó una columna de s.ílica 60, 5 µm, 

Supelcosi TMLC-Si 2Sff X 5 mm (Supeléo, Inc. B~llefonte, PA, ÚSA.) .. 

· Las condjcio~es de 1~1Ílisis fue~?n ·.las<sigül~11fa~: Jelb~id~d d-r nll]o I 5 ml/min, 

absorbancia470nm; ~l ~oil1111e;; dif i~yecciÓht1~6tu:S·¡ú{tfü 1 Ó Y. 80 µ1: 
.... .. . :. ·, ... ···.' _,; .. -..., . ':·.,:·· -·- -~-- -·'..,• '"'-' ... -._' ·;->··' . ,_.: ,' - . -. 

· •• :-~; . . • ·-:::·; ·,, ., .. :,, :_ . .<':>":. ·.; ¿1·: ~-

-~:·:·- >·~ .. '/' 

Las muestras ·~~- m~~li~~fo11 ~n: i1!1 6'i61~1iók~~fo;par~ lí~Jid6~d~·~ltá·resolución·• Millipore 

con un· espectr~foton~~.1;~::.w~~frsf~iwp~1;~.:~_ái~b'fü1~{f . ~c-48 I, .·un inyector Waters 

U6K, una bo1úba Waters~590 y .un integrador.Varían modelo 4400. 
' ;· . :, . _.- ... _>¡: ' .. · - ' '. - . 

4.7.3 CUANTIFÍCAcION ·. 

La cuantificaci61ldii' ~arotei1oide~tot~les se .realizó con un espectrofotóinetro, utillzando el 

coeficiente ~e i~!Js~~b~1;~j~.·~s;.~~ífida (¡o/oEicn1) = co~ficienté .de extinción· especifico de 

astaxanÚna ~;l ii~~ah&''ei ~~al ~s cl6 2 i 00 se~Íín lb reportado por los laborato~ibs La Roche. 

La longitud.de oiid~-~~-la cualse ley~t;O~·fas 1Úuestra~ fue47i mn,porserla aÚax¡ntina el 

El cálculo él~Hcmiclo la siguiente relación matemática propuesta ·por Britton 

(1985). ' 

donde: 

A= es la abso_~bá11C:iaÓbsérvada: __ · 
6 .. ':: ': .. ;,.:. ,_: .. :, .. · ·'' ;-,;-.. '.' 

10 = factor para ~xpre,sados carotenoides en µg. 

t% E1c111 = coefl~ie1]{e d~ ~xtin~ión ~specÍfico para astaxantina 
'"' ..... , .. ',' . 

en hexano. 

100 =constante para e!Ími~ar el factor de porcentaje. 
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4.8 DETERMINACIÓN DE LA FUENTE DE CARBONO. 

·Para la cuantificación·de saca~osa~e.~iilizó la técni¿ade antrona (Loewus, 1952). Para el 
< • • ,• , • • • ;, • - ~ " ' ;· ' ( • , • • ~ •' • I' • "• • : ' - ' 

sistema d~ reaccióD: sé reaÍiza/on di!u¿io!les de losextractOs celulares, con elfin de obtener 

una concentra¿iónteófrca ~ntr~ 1-~0 ~{g d~,~~c~;osa: S~ ilg~egar~n ÚJO µLde antrbna y 1000 
- ·.-~: ·:-:o.'·:·· •.;: ,.'<-.···.:;~. · .. ··:·~--· .::., .. ' __ ·._-·. -- ·. - - \0- ~:-;.::;:.~, .. :~.'. _·,;·'"'-- :-._ :!.: . -.._., ··,- ;··.. . ._ . 

µl de ácido sulfúdco co11é:entrado, a Jas múesi!'as y des1~úés. fue n1édida la iabsorbancia a 

620 nm y la c~nce¡1ira~i~~ s~ &~¡ef;ni~Ó, di~c~~ido a. la· curva ~atró1i · (fig~ra 7). 

4.9 DETÉRMINAÓÓNÓÉ NITRÓGENO 

.,._. 

El nitrógeno se clcit~ri11inó\16acuerdü'con el.inétOdode Kjeldahl(AOÁC, 1970); Para la 

determina¿ióri se~MGaro112Óg¡if cl~ ;n~e~tra; las ~uat:s sciniezclm·on bon O.Jg• de sulfato 

de cobre pentahidrat~d6, 5 g de suÍfatci ele lJOtasio: y 1 S ·1111 de ácició stiíriiri.co concentrado. 
_-, ·--~- ' {~':_ -~ :. º-~-.~---¡'.; ~--.-:~~-,_ -"·:-·~---º -. -'.~ :_~-.:-· -'.-'~:-~:·-': ::-::_; ____ :\· :_ :.~~,.~--;:::: ;-~----,.'.-; -'~t---- ----~?.:· ~- .--;:,:-~/ ~---:~- .. ---'.·-,.·:_: '-~-:/.':-~ < ~ :.: -:/- ~-~·-::-::- ., _-:,, ;;: ... ," 

Se adicionaréi;.; ~6r1aiaii1~i'driÓ ·para~~nif~la;· J~ eb~lli~ló1í/!1é~iandÓ ·ádlg~stiÓ1{ co;ripletá · 
'. ·.-'" '":.' ~- -:-~··'·:·-"• :- ,>·:·: ·:-·· ;·,:.- '·".':".·"·.··-: ·· .. '·\:· .. ·.~_.-···---.-: - --· .'·;·i·"·--" .~-- .,. 

la materia. orgániC~:. L~s úuiesfras se dejarol1 enfriar y .s~'cHiuyeron h~sta;un'vohhhei1de 3 50 . 

::::.::::~~i~ffi!~!:J::.:~t~!t~~:~1i:1;!~~f 1;i~'i(~~~~~Z!~.~: 
resbalar lentam:eht:e· por l~ •. · ¡;ared;,clel· íl1itraz ·dé.·nú1i1er~: qt{e se .. estratifie¡h~n .. ·las dos 

• •. ."> • • - • •• -'~-·- .:J,;~; ' . '. ' , . - ·.: . - •.•. · ' ' . - . , . ' " '··. "·· ··-- .. ,. . ~--. . , 

soluciones~•. ErÍseguida'se 1'éaiizó··.1a. destiiaéióúyel·· destila~o·.fll,ereéibido e11' 501111 deima 

solución de.·á6ido'cldrl1íd~ico Ó.ÍNé¡ue ¡)reviainente sé·•1é adl~ióÍtórojO' dé 1lletilo como 
-·~;-< - -"- .- =.'-- ·-·-' -

indicador; la. destiia.clón s~· lle~ó.a·caho .ha~ta .• t~nér..~11v0Íú1he1l;·de,·2so; !111:•.FÍ11Úln1ente .. · se 

realizó I~ titulrici~1i d~lex~eso; de. lÍcid~ é:~1~~sol{1ci~1~ ~e; v~Í~ri~~ d~ N~O~ (b.1%), luís~a el 
·: .. :_-; ,-,:(,,. ___ :;.;y-

viraje amarillodelfodicad§r.,e;.¿~ ::L~ ......... ;;e · . . . .. ~~'.~ 
··-~-- ·:·:.: ~.::. ,;·:: ,'' .. ':;.-<· 

,_,, .-"o~.,-~,-;-',_'---';:;:-'--,L;~_'.· , 

"·' :~,~-/:/'·.-,-'- "!;.;·~·. 

Se corrigió media11te la detenifo1acióli°e11 iJ'Jánco.delosr~activos usados; empleando la. Los 

•%Nitrógeno= (1tI bla1i~o~.m.{~róble1~1~~N<NaóH)(O.o14Yloo ·. · · 
· . peso e a n.rnestra · · 
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4.10 DETERMINACIÓN DEL OXÍGENO DISUELTO 

La mediciOn deLoxÍgenodisuelto en Jos fermentadore; se. llevó a cabo con electrodos de 

tipo galvánicó. 

Después de s~par~i l¿ céi~Ja~ d:Jcaldo de cultivo porcentrifugación, se detem1inó ·en el 

sobrenad~nte ¡;¡v~!~i~~l ~H cbri ¿n p~t~~dóinefró digital nfarc~ Beckman modelo 3500. .. ·, ·., ·.-·,' .. ;; ·'·· .. -·· ..... ,'',, ',._. . - ' .·· 

Para lograr tal pró;Ósii~; ~e' ha planteado élüso .del diseño edtadí~ticÓ de~ experhiientos, . el 

cual pued~ ;rJ;br6Ícm~d~unri l11~nera ráplda. y ·· siste1~atizllda resultados satisfactorios en 

términos de prbd¿¿¿j¿~~ 
. . . -

Existen·.difereJt~·s ~ise!los ·e~perimentales Joscu~Jes 'tienen sus ventajas. y. desventajas sin 

embargo', dentro.de.estos, los diseftos factoriales han demostrado ser de Jos más eficientes 
. '< 

y sencillos. Estosfüeños tienen las siguientes ventajlls: 

i) Se puecle trabajar. con un gran número de variables y realizar pocos· experiiÍ1entos; a 
-. ' -- . - . .. . - .. . . 

pesar de que ~lci permiten explorar exhaustivamenteuna ampliaregióJ1 del e~pacio delos 

factores, pueden · indicar tendencias y así detern1iriar ~iia : clir~dcióíi para futuros 

experimentos. 

ii) Son diseñds de, g~an utilidad al principio de l~ iJ1vei'tíg~ció11, cuá~do no se conocen las 
.•; ·. - , .. , .. · .•.·,. '·' .··· .. , .. ' . 

variables que tienen mayor efect~ dobre eliel1ó11~~11d'ri e~plicár. 
-. . . - ... "' --. : . -· -· 
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iii) Con estos disefios se pueden construir otros de mayor complejidad que se ajusten a lo 

sofisticado que pueda resultar.el problema. 

iv) La inforpretacióii de los resuÜados obtenidos .conestos' diseños; se puede realizar en 
1· >••< • ·<.;-: 

base al sentido coniún y. la aritiliéticadeil1eí1fal. (Box y do!.,' 1989). 
. . - . "'' ., -. '. - . ;-·;~ . . 

~ -:· 

Los critéd6s '~ara realiia¡: 1ii ci¡)tin1iza'c:ió1;' <l6 16i 1~~tri~ntes del ;;]eclio cl6 c~ltivo füeron los 
-. " '- . - --·" ,. ·" ._ ·' -. -. . ; -. . .. - -. . ,. . ··- : - . . ·: . ' ~ - . . . . : .. _,.. ' . ' . ·• . " . . " . . . -

siguientes: prl1ri~~C) . ;e ·.estableció'.' lá prüci'l;c~iÓn \~olumétri¿a; e'.Xpresada 'en·.· ~tg/ml . de 

carotenoides 
0

totafi{sc~nmrespue~ta aeVa1Jar; :en séguÜdci'Iug~r· l~s experimentos se 

realizaron.a !~~ ,4s h'~~ fe;]11~{~t~~ió~? ~o(~~~·cJ ;{i.en1~ó ele Ín~xiillá prod~'cti~ida,den ·el 

medio ··base; ;tér¿é;o,.el 11Íuné'i0: de repeÍicione~utilizado,foede .tres, ya qúe pre5íio.a·la··. 
'., -- ., ._,,_ -·-< . --- •'. - . ·.· -··-,- , (, .. ·. '. 

optimización de!b~miti•ié;ítes~cie{n1eclio .d¿•cultiv~,s'e r~aÚzó\in ~;\ucli~ p~r~·~~vriluar.la 

:·::¡;l~djf lffe~t;"~~~1:'.~;:1E~~z:.~~1fr:~~;jf ~!:~~·f~1~~·d: · 
cada una ·~~··iris ~Cí1:r;cl~s e:xperri11ii;iales, y'a q~~ sí fügr~ ii;~~~;·i,ridic~ría'•un. err~r de 

experiment.ación. ;, ·' ':: : >j!~'. .. < !; < 

Para la opti~11i,zació1i 

experimental· ..• eÍl tiíf's 
.. '· - ¡. ,;· 

- •: ,·, -·~::: •c'•--.'i: •. --;_:::~- - . 

¿omp6n~nté·s:~·~ei:•1;1~~·io ..•.• ~e· ~:ltivo; :·se.·1·~~li~i .·un• diseño 

f!tapÍls: ·.• (h\p~inie·;~ · cdn}fo ~'.fii1alidad '. de' .·J~c~Ú~ar; los factores 

significativki11enté. biedl¿tore~, !~~·de;; sigliie~ite~ ta;raju~iai las conc~bt1;a~id;1es.· .. 
:•_,.,· ' ' - ;-~-.e: ,_ ,., ~""'-'<'7 . ··'-

'_·· :,~ ::: ·:_:·;. ,,_,..,~"; ____ . ~~-}~---~: ~x/t ; ____ .. __ _ 
í).i '-o'-- --,.¡··, 

«:,:: -. 

Es importante sécala~ qlle 0

eltan1afiodd disefto . así. col110Ja fracccióna .utilizar depende del. 

número de Jaria~J~~ á eJci1u~1:ycl~ l~:di~t~1;\i~iHá·~d d~e~faÚ~ 1~~te;i~1\ J ' 

/'f:·,:-:-;-~; ·,," ,•'/.. ,\~;~:':' •w••'• 

una matriz c911 8 ·~orÜdas experi;nentales cori1o se.mllesfra e¡:; Já tabfa' (tábla:3). Para el 

siguiente ex~eriment6s~ piinteÓ un disei1o fa¿t~rial ~omplet~22• la ;:;1at~iz. ~~~rece en Ja 

sección de resll!tado~. ' 
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1 

2 

3 

4 

5 

7 .• 

.•. -.·;»,8: .. ,,·• 

TABLA 3 

FACTORIAL FRACCIONADO 22 

XI X2 X3 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

·+ 
.. -t:'' 

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

X4 

+ 

+ 

+ 

., .+ 

El punto de partida fue el medio modificado 2. y utilizando como punto central· la 

concentración original; estos componentes fueron. codificados de· la siguiente manera: 

sacarosa, XI; 11101lobásico de.potasio, •. X3;· extracto de 

levadura, X4. 

::::::~r~:::~:;;!~~·¡~,:·;¡¡;~t;~";~'~[J~~~~1~.,t~~~0,:: 
factor que se dicidió .explorár; el tama~o d~ I~ ~a;Í~~iÓ~ s·é ctf!t~n~~Í~a -de~~Úerdo . a la. 

experiencia del investigador o bien a·la Í11f¿~11iéi¿ll~r~lin1·i:1ar,que del ~x~~riníento se 

tenga. 
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Lo~ coeficientes de contraste.fueron calculados en Jos disefios planteados Jo cual permitió Ja 

determinación del efecto de la variable a evaluar; este cálculo se determinó por Ja siguiente 

relación matemática: 

Donde: 

bj = Coeficiente de comparación 

Aj= Niveldelconi;o~ent~j (+o-) 

Yi = ¿ pr<JdJb~ióii vci!JmJ~¡C:;;(µg/ml) 

(1) 

En todos Jos e~~~rüii~n~¿s s{calculó Ja Yo, que es Ja Y promedio de las respuestas 

obtenidas: 
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· CONCENTRACION DE SACAROSA (µg) 

Figura 7. Curva patrón de concentración de sacarosa VS absorbancia (620 nm). 
Cuantificación colorimétrica por el método de antróna 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DEL PIGMENTO 

Con la finalidad ele ccirrobci'í-ar, si la cepa empleada es productora de astaxantina y si ésta 
·- : -·. ···-•\,· -.-,.- : .. . -:,..,.' .. _, ' .. ;-.• -. ,. , .. 

aparecía efr la prOp()r;i~n:~~ 85o/ci;;coi~16 ¡¿ ha~ía. fepbrtada Andtewes y col., (I 976), se 

llevó a cabo u~a ieimentac~ón e;h er;'nedio )'bajó Iru; có1idic,iolles. de 'cultivo reportadas por 

Johnson yLc\vis;··(I97?.)l~~\ni'si11~~:(¡ue utilizó ~dr~wes, ·(~H .4;5, 150 ~¡)n1:;·t~~1peratura 
22 ºC), en ní~triíée~des'óg·j~pj~n cl~fl6cto~~i c~nt~riJe1~cl~ 50mlde_iJ;e~.i?•cl~c~lÚvciy·por 

.·:·¡_; __ ::·:'· 
-_.'.' triplicado.· .. :; 

-.. ~i,:; .. X<-,-_.;--_ -

sulfato de aznohfo y'e~t~~ctci·d~ie~acluri(Yestal '400),cd1~1C> iüent~ clb";iitrÓg~;16 íí1orgánico 

y orgánica ;~s;~ctiy~~~Bte,(tabl~~4)\/ :·;~ ; ,...... Le (' ; ~,;·, . 
... ~ - - - (,,- ~ - ·:-.-'., ~-- :·.·'. ... '.":: - -.-.. -;-_ · .. · .. -.· ,.:.: .. ·~:.. .:'\'' : 

. - ·-~-~-~ ', 

En este n1~?io,'los re~C:t.iyos ;'~rad~ ~jialíticos fueron su~~ltuiclos~por reacti~os grado 

industrial Y, agua de la llave . 
. "',~: :' 

: :, ~ '. .' .:: •, .· .. -

Las curvas ele c~e~iz?¡i~ll~Ü d~ ~, d1odozynia y producción de carotenoi.des totales se muestra 

en la figuraf {::01~CJ:se aprecia'en el perfil de lll'éul"Va de crecimiento el micrciorganismó 

alcanza su f~se ~si~6i~n1Íila a la~''48i1 d~ inc~b~bión y 5Jmáxin~6 creciiúiento fue de 5.7 
··------ - - ,.· ,_ .. · .• ,.,, , . - , -, ·• -1·· .. ' . ' 

mg/ml. El ~IIdeáre6e'd~·4.'5'·a ·2.G, para·.maz1ten;;se c;onstante'clhrantela fase estacionaria . 
• • -· •• ·~ , -· ' • ·',. ~ - - - - • • • • ' - • 1, ~- -· " • .- ' • ' •• ••• .: :;, • 

La producciÓn ~6Iu~iétri6a' 1;1á~lri1a de cardten6ides total e~ fü~'cléÚ~20 f.lgtml y se presentó 
,_., , -· ·«, . ,. ·.. ····- . , .. - - - ' . . . . •. - . -· -......... ;,::-~·0,·,._y"·:;;··· ... - . < ::~ .. ..... . . . -

a 1as n h, mánteMérici~~ecó;;s~a~te fiasta ~i télil1i~a~<l¿ la re¡Iñéilüréió11:""ºi ,, · 

La producción específica 1nfüdrna de caro'tenóldes totaies fue el~ :i}?, ~~/g levadura, la cual 

se mantuvo constan!~ hasta las· 120, h. La proclué:Ú~ldad especÍficitmáxin1it es ele 2.9 . µg/g 
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TABLA 4. MEDIO DE PRODUCCIÓN CON REACTIVOS GRADO 
INDUSTRIAL 

Sulfato de amonio 

Extracto de levadura 
(Yestal 400) · 

' Fosfato i110l10básico de potasio 
'' ... ·. ·'' 

Óorúro ,dé cl11Cio '• 

0.2 

0.2 

0.1 

0.01 

' o.os ., 
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de Jevadura/h la cual se obtuvo a las 72 h de la fermentación, mientras que la productividad 

vofométrica fue de . O.O 16 µg/mU1. 

10 

4 

0.1 

1 . 1 . 1 /
~_¡_. 

0.01 '--~~--'~~~-'-~~~-'-~~~-'-~~--'o 

o 24 48 72 96 120 

TIEMPO(h) 

-x- CREC.(mglm/) _._ PROD.(ooglml) _.,_ pH 

Figura 8. Crecimiento y producción de carotenoides totales de P. rhodozyma,_ en matraces de 500 

mi con deflectores y 50 mi de medio de cultivo. Los matraces fueron incubados a 22 ~C y 

150 rpm. 
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· La identificación del pigmento se realizó por TLC, en una fase·. móvil éter de 

petróleo:acetona (80:20), como se indicó en la secdón Material y Métodos. Los resultados 

se muestran en !a.figura. 9; doÍ]de eh ei c~il dÜmerri 'ti~o1' ~e a~IicÓ ~r estándar de 

astaxantina··J,r~poicion,¡;~~pofLaRo~he,el cÜal presentó un.Rfd~··_0.34},~t~-los. carriles del 

2 al 5, ·se aplic~~()Ji ·~11~é,s¡~~¡.d~}x~~act6s ct~'J~ ~e11i?~l~t~~iÓn·~. difer~nJ~s··iie~pos ( 48, n; 
96 y 120 h), en las cuales apare;;e ulfa 11iallc!iaCon ui~ Iliigú'álal estál1ctár y una segimda 

mancha muy tenue 
0

que.no ap~é-¡;é eÜ l~t~t~ que: puede· s~r. J~ 0 i~termediariCJ hienos polar 

de la síntesis cieksta~~tÍri~; ' 
_· ... :·_,. 

- " -. ~.- .,, .. : ' 

La cuantiflcadó1~ de a~táX~nÜlla se realizó por cromatografia de. líquidos de al.ta re.solución 
" . :··, - , .. ,,' .;.~ '.: - -, . ' 

(HPLC), segú1i se ínclica' eri la'.secciÓrÍ Material y Métodos: En virtud ae que las 'muestras. 
'.. ~ .. ::~: . - ,_-.;;· .-4.~ _-- :- - . ' -

analizadas,•pro".e~Íá11'áé ~¿ldó éle fennenfoCión de las .120 h y considerando qué ~l perfilde 

carotenoi~es ()~t~1·;!éio{~:1\a ~r~l11atografiadeplaca firiaií(jsealt¿ra e_n ~l(ran~cul"~o de la 
l'"'' -1. . ~ . -· . -· _: . . . - . - - ,. . . .· . r<' . . - .. --~·- .. --

fermentación I!l.'cuantlficaciól1_se'reali:ó úniC,á111ente é1~ •. esté~ .• tie!npo. Los ··cro1natogrrunas 

:=:~,~~~:ifü~1%~J~,~~$i='~iitu,~i:ii;,ij;;;j~=~:ó:'. 
5 .25 min 'fé¡. astaé:e.Úo;i ~ los S:S4 tnÍri el s~miasiácelio, la tians: astaxanÜna •;ápáiecé' en un . 

"'' .. - ·,,. ' ' : . ·.•·;, ·;·o_. .. ".•.·.:·_ • ,• ; ·. C';'--:• ,_- ,· ':·. . ;.·.·. • "-" ::'. ·:, - • ~- < .. -' ,. ·-·~ · .. • .. : ·--; • -. _ .. <.: · ..... :.·. ·. ,· 

tiempo de7.48 ;nlt{y;éÜsÓÍilero dk~~taxá;{tinaa ¡()~s.98·il1ill,.~1 i;l.íá1·~s tit~-¡J~()cl~cfode 
• ···: .•. -- .. '.·,:, .~.;:· .• ·:··:.:, ., .• -·.":' .: . .. ·. ·, ,· ·;.: ·'. -~-· - ·_:---.-., ·-,;·,---~-:;-:_e·.-··.-_,. - ~ 

··; ... -.-:·-
.. ' 

En er cromatogram~;B;que:corf,~spár1d:•a1~~~!_rácto~~1ü¡a~,:¡ií'ties'tra3. pico~ bien'd.efinidos, 

::n::r;,l:,~:::1~~~¡,~;~~d~¡,~~~¡t~t:~~~f ~i~º;~~'~'.,': 
el tercero a los 9 .58 111111; corresponden en pos1c1011 al 1s_omero,s:is .de ast_axantma. 

_:, . "'·>;",'.-'~'.: . :;·-:\_~Y~ )._,/ _;_::~-~-: ;:·>. ~-:·:~-,.·· ," 
;~; .-· -:' -, -

Un resumen . de estos r~;ult~c!otse ~resentan e~ ·la jabia'!s \:aÓnd6 se. f~~de.yer •.qué la 

producción ~01uri1étrica de d~iaxanti~a· fu~ 'de 0.73, µg1;i1Í}'1aesp~~¡fi~~-~orr6spolldió •. 121 

µg/g de levadura, lo cual indica que un 66.4 %de ~os i:aroienoid~s t~tal~s p~rid~cld~s por P. 
·. - --- - "" ~ 
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rhodozyma, corresponde a trans astaxantina bajo. las condiciones de cultivo antes 

mencionadas.y para ci~ta cepa. De acuerdo a lo reportado por Johnson y col., (l99lb) la 

proporción de astaxantina varía de acuerdo a la. cepa y a lascondiciones de cultivo entre 40 

a95%. 

TABLA 5. CRECIMIENTO Y PRODUCCIÓN DE PIGMENTOS POR P. rhodozyma 
DETERMINADA A LAS 120 H DE FERMENTACIÓN. 

La astaxantina fue determinada por HPLC 
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5.2 SELECCIÓN DE LA FUENTE DE CARBONO Y NITRÓGENO 

... . -

Estudios realizados por Joluison. y Lewis, (1979), reportaron que en· P.rhodozyma, la 

producción de· astaxantiná.pofgrllffio cle 'ievadiird:d,isriiin~;~ ~l· álln1e11tar la col1centración 
·,· , ... -, '· ',,. •'."-··· :,:,. '. .. '·"'' -,_,·,,_ ·:._,- .. ·; '" ., ... ;_.· -.:_ 

de glucosa;.· sin :eníbai:go,. coq10 el 'rel1dimi~Ilio: tota.l • d( levac(u~a. se inc1;éni~nta 

substanci~lme1ite ·c6ri' la' 66n~6n&~~ió;i · ci~ gIÜ'co~~ e~ "el ilriedio; ~1;fi1ial dlprÓclui:~ ú~ás 
.- . . ,• .• ,. • •. ' .,,···'. ·- - 1.- , .•. ·;~_ - .• - . '. -- . - ,.-·. . . "'•-' ; . . . - - . ' . - . . . - t· ., - •''" •."' '-~- ._ 

astaxantína ~h ··.té9nil~.cís· •vC>luriiétricos. R~~Úl.tados se1riejal;tes,hai1'~report!ldo •. Ok~ibue y 

Lewis; (~_983).'.D~~i~~'.al:~f,e~¡? .neiatlv,? cl~·la.~1.ui:~saJ~b~~-'ta.pio~gcci,ón(1:7:p\~n~;to, se 

decidió también probar a la sacarosa é:0111ü''füente de carboí1o alterna,. )•a qlÍe. ésta pennite 

obtener una de1Jsidad·. de C:~iuJas i~;ual :~ l~ ;roducld~con gl~CCJ~a ;no ;~ h& reportado de 

ningún éf~cto Jleg~tlv'O sobre )~'prddui:ciÓÍl -d~:pigment~ Cll úiutantefsobr~~roduC:to;as al 

aumentar la co11éentraéÍói1 del ~zúcar s~gÓí; lo.iepcn•taron Fa~l; y Ch~~~. fü93); 

Para selecáionarla n;ejcir _ft;ente aecarb~ncfy i1ifrógen?,; se~·~~ll;ó\111 ~xperi1nento; en ·~1 
cual la sacaros~·[ u~ ~;stl~ul~~ ~~1~ 1: i1~¿osa 1.s:j;o.}~_o1;i¿ fti~'11t~_-de 11i tr<~~e1~~ ·. 01·¡Ónico se 

utilizaron. · 4 liutrielit6~;iéorii~i~jos · gf~do.;_:kúi}1~1{t~fid,t·Jos<C:J~1e~:~:~'.6j; ... ~;tfü~ridos· ·. en 

fermentaciónes·-~-·ni\1~1.industrial;peptona(Peptamin·c),'0.96%; harin;de
5

soyadesg1:asada, 

::~~:~::~:,ti~:~t~~;,:!~:?;,JJj~i6~u~~Jlii:tt:Th~f j4~~;1:t: 
de nitrógen6, d~ter;;;i;1~:~0 pqr -~¡ n1étodo de :~jeld~hÍ,~ ~eg~li ·~6 i1icÍi¿;,e1? Máterial y .. 

Métodos.· (tabla 6). ·.El k,Ülfat~ . a¿ a~~oni6 a'I i.Ü .2%; ' se. íi1ru~ttivo< C:o11stante; •. ri6 . se creyó . 

necesario" sustituir!() por 'otrasfuentesdeniiróge11o. inorgánicas alterú'átivas,·•yá que ·este 

componente_•·e~ .. -~iía·.i~enfe'cle'nifróg~riti'.gdmiJn1i6a.•.,En .• l()s111~d.ios.··.que.'1~~-.contenían, ·.el 

extracto de.•1ev~du~~- s~}1 es •. s~~1~1i1:n10.·~ és~~·PT~rc~n:.~1~i-- 7o¡ic~~:~~fri~~~ ·c1; º~º 15%, 

únicamente· para: evitar que eEn1icroorganisino estuviera)iniitadoide álgü11a \1itamina 'o 
' _ .. ·.. '.'. .. . .. .. ' . . ' . . . :-~' - . "'. - _,, ·- , .... -· . -. . ,·. . ' - - ' - . .. ·..... ,. -

elementos traza necesarios par~ el .crecÍ1iliento qué ~~tJviedíi~ ¡)ie~enies 'en el exti;act~ .. :: . .<· .. ' - _, ' ' - - > ' ·,::::·.-~:.·.· ·- ·- ·; .;/, '.~;.. •' • ,.. • • , • 

>,_·_._;: ·,: ··: 
-":·:··-:,,.·: .. ;:.-

El experimento se ;~alizó e;1lCJs tiefopos§'.dondiciCJnesindfoatlos ense~ció1Íde Material .y 

Métodos. fo la~ t~blas? y ¿~est~~ a~~éc~~ lbs d;~~s~e l~·p~o~~cc~óii·~ la prod~cti~idad 
volumétrica, 11.· las 48 y 72 .· h,' de '[ ermentacióil" ~espectivamente, .. ya' que del experimento . '. --.. . .. '• , ' . . . 
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TABLA 6. FUENTES DE NITRÓGENO PROBADAS 

FU~NXÍi:,~kfNI~RÓ~~~~ '' % i)j¿'.~ITRÓGEN~ 
"'';.:~;;,:J:::~~ ;,';.:.'.'. ~,,, ':«. J(?',~ ·": ::~~,:;/ .: .:":.~: 

Peptamín C 

Harina de soya desgrasada 

Extracto de levadura 
,(Yestal 400) 

~Hariüa·cÍ~ proteína de pescad~ 

·.,, 

15.86 

8.60 

7.59 

· 3.25 
.-· .. ' 

7.70. 
,·.:'», 

:'. ~. . 
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TABLA 7 

PRODUCCIÓN Y PRODUCTIVIDAD VOLUMÉTRICA EN 
DIFERENTES FUENTES DE NITRÓGENO Y CARBONO 48 h DE 

FERMENTACION. 

EXTRACTO DE 
·'LEVADURA (0.2 %) + 
. '•(l\'11,), so, (0.2 %) 

;PEPTONA (O.O!ÍG %) + 
<'~114),_SO, (0.2 %)* ·.· 

.-~--·· .... LE~;¡~U.¿\; 
AU'.fOLIZADA(0,22.%f 

:::.+o'"!•h s_o¡ (0.2,%)* '°' ,;.•.';; ·.:".,·_;,\ ::·.·:·.:·~:.~:::·e~::·· .... 

GLUCOSA 1.5% 

1.05 

.:': 

0.09 

0.16 

±" 

SACAROSA 1.5 % GLUCOSA 1.5% SACAROSA 1.5 % 

2.1 0.021 o .. 043 

0.114 0.002 0.007 

0.025 

EXTRACTO DE LEVADURA (O.IS g/L) COMO FUENTE DE VITAMINAS• 
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anterior se observó que· la máxima productividad. se obtiene alas• 72 h. Como. control 

setitilizó el medi~ base (có11diéiCÍn bn laCjJe Ia glucosa 1.5 "/o es la fuente de carbono y el 

extracto de lev~dura 0.2 ,% ert c~Ínbi~ación con elsulfatode amonio 0.2 % son la füe;1te de 

11itrógeno).•.·La111ejo;·co~di6lórí ,co~1~arada .·~on este meclio; resulta ~er.:~quéÚa•. donde· se 
- .. " , •• -- " • ' > ".:.', ,. - ' • • • ' '. -- ' • ~-. • -.-,· - ;:: ·---·;. • ·---, • '"' ... - ' • ' .-. , 

sustituyó la glticosais 'Yó pd; s·ai:a;b~a .1.5 %n~ientfa's q~é~Íext;a~ió:c1e·Í~V:~clu~a'a1 ikual' 

que el .sulfato dea.nionios~•ma~tuvieron···· c~n la •• 1i1i~n1a:conce~tración:·qul~n'eI !l;edi? 

control; en esta c:oii~i~i¿~ 1'!t}pr8dJ~iivicÍad .·vo1u~étrica ~ue.C~e'.~6~o·H J~/~¡~; ~sto es e1 

doble ~on r~sp¿¿to' ~¡ · ~~nA~1 '(ó':o2i~1¿1;~1.1;faÜ~s{4f Íi; ~ieiit;i~. qÜ6 i'1~~'Iifdc!J~ción 
volumétrica en· esta condició11füe de'2; r{i1g/~1l:•Oiras de· 1as:condicio~ie~~ue .presentaron 

. . _;- ··<~- . '.· '.-· .,_, ,. -:.·.· ;~ .. - _,-·_. . -- ---~--- -~~- '"·-- .... _._ .. ·,,_,_ ... ~--- .. '':··. 

una productividacl .ª1t¡¡a,~stetie1iip'o·de r~1~111e;it:ació
0

nJuei6uaqueUa~ ·iue '. tién~i; • d~s veces 

más de extra~t6'.de le~~d~rri 'c~ib~ .ú~}~~~f~~nte de~: ;li;;CÍ~e~6, · s'ác~r~,s~\l ~l:~có~~. como 

fuente de. cmbo~o,·(0'.024•' µg/ml.hy O.Ó2s µg/n1I'.h resp~cti~~meí~fo) .••. las cu~l~s.·son 111uy. 

parecidas ar· control; p)íe~ir~; ~~.~· a l~i:7r·1;~~/~(h~e~faci'.~1~ ~!1 ·e~~as }~i{~1aS~oi~~·i~io1~es 
se logró una producción'~~lú111etr,icajguÜi'o,J11~y'o1; yun¡('producti~ldád(~.OI9.µg/~1IJ1 y 

O. 023 µg/~11.11) .111ayo1~'.a1.f ?~1~~~l.,~nli~~c~f ~~~~~12~!.1f~d[~~1.11~}ª~~;t~·~e• ~t{li.ió/ s}tÍf~t~;·de,. · 
amonio como fuente de.111trogen9 se,observo·un•pobre ,crecumento; por lo·:.cuah10 se 

~,::~:o,::óri:~::;1~i1'J~~r~:I~;,~~!~1~~~f t·J~t~~!~~:~~w~~~h.: 
presentó una.'productividad· y(produdbióil.volumétfi~a•'pordebajo.de•·1a ··obtenida• con, el 

.:"; .... ,~ -·~·, · .. _.,_. 'i···- ·:-~··-··-""\.:_-, .. ,-_ :··::>:,·--,: .. ·::·~.:- :._ ... -.. ·.":-·· ·.:r; ·, ... , ..... ,_ . ,, ·· 

control por lo Clla.l .~l~~e:d'i~dó:,'éJ2;ievad~r!it1Ó'pucló' s~r eÍiti;¡;;~d¿ del l~J~dio'ciriginál,. al 

contrario ·de •la~l~cds~·: La lti~jéc'~;{dl~ÍÓJÍ,k;;, ~?Ue~do .'a• 1~;pr6~udtivi~~cl )g1,~1~étrica 
(0.043) a las .• 48hdefenÍ;e1ita~ió\1'fue'aq{1eHa;dondese sustitllyó •• l~glllc~s~por·s~cai·osa·. 

como fue11te. d~ i~.rbci~~}li~11~-¡~~~té-<lt11ii~~g~~;o w-;1iliztt1~~i;ci~t~·~;;~~v~d:ra en 

combinación con slllf~to cÍe'a~Tlonib:a llna~coric'en'ti~Ció11 d~·.o~:io/o.'Ést~.··res~ltado p6~·ri1itió 
: . •,. ' . - . ·' ~~;,, :, ;¿_ '·; ~-

reducir el .·tiempo d.e fennentación:a 48 h yrealizar'los\siguie11tes experiméntosa.tiéinpo 

~;:.:. ~~,~:~r~:r,~~füfa'~i10:,~1i·~t~::iliY~!0~~:3~J!~!:d~: 
sacarosa c~mo rue11te de cfilb~1i~. · co1~:10s· resultadas al1t~rio~es se g~ne~ó ~n. nuevo· níedio 

(modificado 1) • donde . se sustituyó a la glucosa · por sacarosa (Tabla 9). 
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TABLA 8 

PRODUCCIÓN Y PRODUCTIVIDAD VOLUMÉTRICA EN 
DIFERENTES FUENTES DE NITRÓGENO Y CARBONO 72 h DE 

FERMENTACION. 
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TABLA 9. MEDIO DE PRODUCCIÓN CON REACTIVOS GRADO 
INDUSTRIAL 

MODIFICADO 1 

S{IC(lrOS(I 

Sulfato de t1111011io 

Extracto de levadura (Yestal) 

~Fosfato 1iio11obiísico de potasio 

·.·::. 

:, Clórú;o de'éaiCio 
ti~\.· .. 

¡,;;";r ... !f .;~ "~'"¡,g;;,;;.· .. 

1.5 

0.2 

0.2 

0.1 
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4.1 VARIABILIDAD DE LA PRODUCCIÓN DE CAROTENOIDES TOTALES Y 

ASTAXANTINA 

Con Ja ·finalidad d~ conocer Ja ·vfil.iació~ ele J~jJr<:ÍducéiÓ~ d~\ ast~iauÍiírn yde carotenoides -. ''. .. . .. . . . . ·. '. -'"·- . "'' . ' . . ·~ - ' ,. . . , .. ·'. ' -· 

totales en la.cepa uiilizada'se reyisÓ la 0a,~iakilid~d 'e;~tre_~~~~ril~i(!iitijéi;1C!épend'i~htes y la 
_, ··-;;:-

variabilidad· eri \i~1-i1liS~1d ~~Périill~htó. : ... : ... · ·- · ·.:.: .. -.. ·::' - ) , 
_- • . . .•. ,,_>_;:_ : ~:,.-."). - :-

Para evalua~ Ja variilbllidad 'én 'uh 1;1is1i10 experiA~erlto, se.utiÍizar6~·s'ú1~traces cie 500 mi 
- . ,. .'' ,. - -, .. -- ' ~. . ' . : .. ' - ·- -- .. "·· ', .. •' "' •. ,. ,_ --· . - •. - -. ... ·.· . - --' . '.. - -1: ,-. \ 

con deflectol"es ~on~~ni"~~dó:.5011;1 el~ n1~dio'~·ri'~ií~a(y;~~a·~~alÜ~r ~¡ efei:to'de ;~peticiÓn 
en cada· matraz ;e ~~alizároi:i · c:inc:o. determin'~cio;~s :~~¡ ~ignJ.epto: ,La's rnu~sha 's_e \.trataron 

bajo las. mis~iás' condid~~es exp~ri1~1é'i1t~les )/se ika!Íza~Ü1ier{e1'ii1i~n1.o \ ti~l11po para evitar 

el efecto de otras váriabies e~t~í11~ecás qÜe pudieraÍ1. alterá~ los res'ultados ... ~·· 
,: :' (:: :;~·;: =·~" .. -·;::~.~ ~ ~'.' -;:·:: :."::_- :. ~~::;·:,.::.' '. -·:;::·,.:·:. 

Los resuitád~s .. ~~esedta11·.en;•Ja>t_a.· bici 1''y 2~d~{~.ªn,~.xo~dond~ la v~riabilidad en la 
·.1.'.'" 

producclón .• d~· caro't~Íioid~s-total~~ y·de astaxanthiá;a Ía{ fao l~-dé~ferrnent~ciÓ~i en.un 

mismo e~peilme1;to'.~~í·~iu1!~1i .. E:1:finálifis ci~Z~rii11~a p~l'a carói~noidÚn~~indicó que 
.' • C: - '' '·:· •'· ;''. "'·· : '.:' • ; e .. : .,.-.. ;.v. o·. ·'·, '' ''".,,;, .. ' ·';•; :;:. >!, . .,, :· ''.,,:-· '. -.':J-~·; . ." 

no existe difere~ci(~ignifica~iva:cuando; se U:tilizán ·dncó'.inat~·acesconcinC:o•repeÜciones 

:::0:~;;,~~~1fr~~·f ;l;~Íi~,i°'~,tf :;i~~~~~1ÍTu,;~~t~~ú:.~:;:. 
analizaroli frés rhatrácesc01~!tre~·repéti~iol1e~: y,no ~xi~~ló ~féc.to' d~';ep~ti~Í()n'~s,.estas 

fueron las condicloii~~· q~~-.s¿• utiÚ~arb1~ e;11~~ ~xp~~in~i?í~~ a61ide;;s~e~!l1JJ_~siá~.rni1tiná:• 

se repitieron e.n· fechri~ ... Cliferenies} bajolás.inismás condici°:~esy se ... aplic~Ún aiiálisis •• de. 

~::;,:,rv~M;:~ti!fiáf J~J:1'i,f ~:{\;J,~;;~\::iEtJ'~~1t;~·~;Y:::::: · 
independiente·uii\cóntio1 para. Ja variábilidad. ele ri~taxmúina. úi1ic:m11e1ite se 'evaluar:ón·.dos 

•• • ·.·, ,··"· ,.;e'.•·• _-,.·.',,,, ' •'', •'•• • - • ' ' • .<';•:·-· ., ' ' -,· '• 

experimentos r~alizaélb"s eíi focha~'.dife~e1{tes los datos' indlcaréiri que n~ e~iste diferencia 

significativa. Los datos se muestran en las t~blris 3 y4 del anexo; ·.· 
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5.3 EVALUACIÓN PRELIMINAR DE LOS COMPONENTES DEL MEDiO 

Como fase previa i{ la o~f¡ll~iZllció1~ ~eilos .~<J1!l~onánte; d¿I m~d¡J·se.clecidió, eliminar 

algunas d.e las•.sllies @ ~tiifatÓ d~n1a~nesÍo ;,:~) clo~uio .• d¿ dll1ci~kconsicleral1do, que.estos 

:~:::.~&:~:~ü%7é1~~~~~.l'~iitif;~¡~~J,~~i?~~~ib1!::: 
estos por. si ;01ci~ -sat!sfag~n 1ós ~e'lu~~imiá§tos'nutr.ici6naies #?r•e~toi~11i~~raies. Y·. con esto 

~p::::~1~~Wjttd(¡~f :f Z0~~~~!?1:~~1lfi~!ilt;~~tE:: 
una formulación: 'que se ln\.1eStra eh la:tablaJO}Por eliconfrarib, e'11 ofros'n1icroorgánismos 

. - ..... ,,: - .,, .- .. -:· -. ·- - { •. 1 .• .. ' . ' ... : . . ,-,:_-,. ' - ;. . ..; -_.., ... -. ·:·· ' .• '-~1:·.' 1 . .::" .•,,,, : .. :· . . .· ..• • ,__ • 

se ha reportado. que. la Iin~itac.iÓn de ci.•ertassales e~ el1~1e~~~ ele dil.tivÓ, c0'1~0 el n1agnesio, 

~~~;Í~t1~t~it~i~~~{lll~lili~~{~it~~s 
•te-, '.!·_ .. ,· . ._-:~· '· ·,·,__'/;·::···- > ¡•·: -·- ,, '» 

el microorganis1no' en prese11Cia de •sucdnato, posiblen1énte· debido a' la fórínación de . 
. ·' :<._.:· . . ' ... /·:>:·>y:.:-·: :::,_·_': ':-;:;·· ·,_;;'-\·=· :::--\·.-,.;,:·:.:· :' ::; __ · ': .. ··::'"·-:·>:'-· .·'.·-._:-. ··<;:_.·.:" -·:_. ,- .--·-:-- ·;·:·· ·- , 

radicales cixigen~dos;"siii ~mbargo' ;~·o se li~ ~e~ortaclo 11ingtln ~stucÚ() sl~t~n1áti~o respecto ii1 
efecto de otr~s s~le~ en la proclÚcción deastax~ntina CJohns~ny col.~ ú)91 b)'. 
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Figura 11. Efecto de cloruro de calcio y sulfato de magnesio sobre la pro-du~6iÓn de carotenoides 

totales sobre la producción de carotenoides totáles. El experimehto sc;¡ Hevó acabo en 

matraces con deflectores, 50 mi de medio de cultivo, inc~bados a.22 ° C. 
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TABLA 10. MEDIO DE PRODUCCIÓN CON REACTIVOS GRADO INDUSTRIAL 
MODIFICADO 2 

Sacarosa 1.5 

Sulfato de amonio 0.2 

.~Extract? dé .levadura (Yestal 400) 0.2 

Fosr~i~ 111onobásico .de po,asio, O.l 

Industrial 

Industrial 

Industrial' 

lri~u~tria( • 
',·.-,-_:··::. 

Ingenios Nacionales 

Productos Quimicos 
Monterrey 

:·.Arárid~, 
·.·1ngredieüfos;·s.A~ 

1.2 

0.3iO 

16.27. 

Fertiliz.'mt~~ l\texii:anos,: ' 7.80 
.':··< s:'A;' . :_, ·. . 

_Ij~~~u:~;J1<d'°,p: ;'.: ~:· 

6 precios cotizados en 1993 

Nacional 

Parcialmente 
Nacional 

Nacional 

Nai:ional· 



5.4 EXPLORACIÓN PRELIMINAR DEL EFECTO DE LA FRACCIÓN DE LLENADO 

SOBRE LA PRODUCCIÓN 

Como antecedente· a la optifoi~acióú cÍel médi~-de' cultivo/~e cC>i1sicf~ró ·importante evaluar 
•. , ,- , ,•e e ._,., '. '. _.,. .. . •.' .•• · .·• -· ·." • ' 

el efecto de la fr~¿ci?11:A~ ~}I~n'iiclo s:Obie I~ p~()dU¿ciól1 de ~aróte~~ides; ya que ·este · 

parámetro nos incli~~~I ef~~tü'<leJ~tr~11~f~r~n¿i~ de ~xígeno sobre la prodúc¿fon a nivel de 

matraces a~iticlo~(sa~ii!,'1'992)>·. 
'-"·-·: :· '·i···:·· :1 .. ,. ·.· .. : 

-';:' 

El efecto del ;?~í~e1~01iob;~;1ápl'oducción·de astaxantina,. a·nivel de.máfraces agitados ha 

sido poco esiuéliad~el1'.l': 'i-!1odozy1Íía. be los autores qúe han realizado estos estudios.esta 
;, ·,' ·.-, ~' 

Johnson y Le\~ür(1979),·enJÓs cuáles· probó diferé1tes}racciÜnes cleJlenadó'demedio de 

:::~:::f~~11~$~1JJ~~:~~1~o~f~f~;~;Jy~~~Jf'~t~:fr:::•~ 
biomasa disriiintlyó~

0

e'11 ~¡~so% fiá p!·od~cción ú astaxahtinie'1i ·u;1 75•¡{ 
,. - . -· .. 

. · .,';\' :· 
.. -··-.:_.~."''--.-·<-.:~.-::-:::.~:.::.~.:~.--'''~.··-.-'- ~----~:,_ ->:·~_\·~~:.'.-- -__ ,~· : __ :>·--<~·.::,1~.:-.-.··.- .. ~·-_ --~:->.'. ·~~·: .<.·;~, _- ':': .~ .. 

Estudios deLo.ng Y. coL/1992; .enP; 'rhoddzyma; sefiálan que' la producción. de: biomasa se 
, ; . ·'."·.. ·o:'; ..... ;-~ .-~ . . :.,, ;' '_:, :: ,, ' 

favoreció en<• 11iyelesde:aireació1~de 6ppnl'de oxígel1oidisuelt0, en Í~1ai~ace.s de.250 mi, 

con 90 ml d~fo~cl¡():d~ dulti:~jt;~o 'cle.~v~ (cc;11{;1i~ d61{centr~6iói1cl~.g!Ücos~~:fructosa 'de 

220 gil) c@1óirue;1t~; <leiar~()~~;·~ · . •·······•· · ... : ··· ·;' . ... . . . . 
;~· ': ;::, 

intervalo de 

importante~ ei11a'~rod~c~Íón del ~ig;ii:11tb;en ~ste tipo deniatra~; :i;cieiii:ás~~ probaron tres 

diferentes agii~ci6~e~; (150,:200,\; 25ó);sill embargo:los•·re~ultad6sta;11;oco mostraron 
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inc~ementos en la producción del pigmento por:lo c¡ue se decidió evaluar esta variable a 

nivel de fermentador de 4 1, én posteriores experimentos. 
" ·:. - . -,· ' 

Con fines práctiCos sé decidió uÜ!iiar una fracciÓh de lle~adode 0.15 que ,corresponde a 75 

mi de medio'de'~ultivo, ya que e~ta peri1~tii{aniu'esfre!Ír uri mayor volúmen de muestra en 

el transcurso de la rér111entadi'ó~ '.Si~1·~·iterafÍasboridiciól1ésdei 'cultivo; 

5.5 OPTIMIZÁCrÓNDEL MEDÍÓ DE CULÍIVO 

Un problema {ue;s~ ~~~sé11t~·eX1~:in~GstVi~ dé las fermentaciones está ·relacionado con la 
• .' < • •• ,• _,. - - "'. : ; • - -- •• .. < - :. ' - .. . ' ~- ' . • ~ -· .- . 

utilizadoi,Jrn11~ido d~sa1To.lladdi• ¡J6~1~étodos einpfric85deeiisayo y en·or, i6cual ·ocasiona 

que no·sie~1p~e·~{t~í1~il~í ·l~s.é;611c;11tri1~o~;~ Óptiil1afad~·l~t;1utrie11tés:'Dej~1.·111ad~~a ~~e 
los medio.s··<le' i:~lti~ó•''pué\de1l ~~tiiii'fz~ise,i yaA~a1hodÍflcañ.c!o .é'¡ · ~Ó~c~;1taj ~··.dé al~uno•6 
todos los compone1Ítei deÍ 1;1edio, obte11iérldose uno dond~·1~ p~~<l~6ció1l séau¡iiente a un 

.· .... ·-... :- .. _. _,::·' ,."···.· .- ;·-'··"· .,_,;:.:__._.J:_c:.;;.,..:_-'.'.""':~~---.~c--,.·--c. ~·-.:. ~i-

lllellOr costo O bien·cub;'Íe1;do cosfos excesj_vos cfe producció11 !Jaciendo.n]ás.redituable el 

proceso .. 

Para la optin1iza~ió~ dél medio s~ p!Ünteo tres ejp:;i1~eili¿~ paia ¿¡ prim~io s~ to;ríaron los 
. ·~:_:_>·.·. : ." .. ~.. --·=.-:· .. ~:. > _:-.,;: -·)-;~·:_-- \<.: .,:~\-::,· :·.;·\:.>: ·- :·,:_;~·: .. -_:·-;_\·;:;_~~·L:_:,·.;:->- '':~~:~ '.''' ,.,-_-:·,: <~~\;~ ·. ~ :,>. ·. 

siguientes puntos centrales para la variable Xl rúe L5%;~ para X2; 0.2%; para X3, 0.1 y 
·.; ,1_, ': \_'.;,: _: __ :-:-':;'~ ::.;,'-'.' :~ :· -.- ·~·.,:' 

para X4, 0.2%. El ni.ve! súperior e-infefior para c~da uila de las variables se .estableció a un 
'. . • - • • . - • - .... ' ._, •. _ "1~ • ·.. . . _-. , ' ·' - . . .. ·' -.. - . - . .;-· - •. - ' • • . -

50% sobre la concentl'aciÓn origin'al, tai1to hacia a~fiba co1Íld hada abajo.(TabÍá U)' .. 
•• • - ~- ~.:·-: - • -· - - "J . - ... ._,, •• ~<-º. ·::' ·.; ·-,, -:">.. : .. :.:1:'.. ·. ··''.,. ·:·,:;;.'~<~~~~- '"·-' . . '". 

- -.1: - -- ';-:·:. -:: - ~-- - ._:. '-~~~~--;~.-~\-:'·_ ! i~~--: ~· ·-:;':1'~\::_- .. >-:-.-=-- -'-
. ~ -- . ~:L'~/--'-º~~;._~ _..., ~ -: · '.....,-- -: -

La matriz'<lel exp~rfoi~rito aparee~ en Já tablal 2; l~s r~spu6stas'obtenid~~ y le)¿ coeficie;1tes . 
. . , ' '.'"-~ • " :' . - ._,·.. .,~, :;· '-1 

de contrastes.en. Ii iahlal3~Losré'~ultados delprh11er:e~perin1.~nto.~ós iiiC!ic'ande acuerdo á 

~:m:::l§~ld:ili~;1f ;~~~~;[i: 1i&)";~J;;,;J;~,!:~i~~~'J1~Zv:e;: 
,:,,, -,,-. . . ;.;·; - ... _; -

valor absoluto de estos es Ínaydr á(valor absoluto <le'!a desviación estárydar de dada u'iia de .· 
.... . . . . . . ' . ·- ""..\ --

las corridas con excepció11 cÍéi s~Ífrito de ifuioni6, cú)'o coeficiénte ~~ iliÜy ce~cri~o· a cero. 
-. ·' ·- ·,. , .... ·, . "'·" - ' ' 

Sin embargo, al comparar la níedfa de las res¡:iuest¡¡s obté~ida~:contrá:; ¡¡"pro~ucción el' 
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medio control, no se obsenio diferencia significativa entre ellos (Yo= 1.09 µg/ml y C=l.5 

µg/ml), lo cual pudiera deberse a que el centro experimental y los niveles (+ y -) 

establecidos están muy lejos de los valores óptimos. 

TABLA 11 NIVELES DE CONCENTRACIÓN PARA CADA NUTRIENTE. 

+ 
Sacarosa (Xi) 1.5 2.25 0.75 

(NH4) 2 S04 (X 2) 0.2 0.30 O.JO 

K2HP04 (X3) O.JO 0.15 0.05 

Extracto de levadura 0.2 0.60 0.40 
(X3) 

TABLA 12. DISEÑO FACTORIAL FRACCIONADO 23 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

+ 
+ 
+ 
+ 

X2 

+ 
+ 

+ 
+ 

X3 

+ 

+ 
+ 

+ 

X4 

+ 
+ 
+ 

+ 

Yütg/ml) 
0.64 
0.84 
0.84 
0.71 
1.57 
1.25 
1.0 
1.8 

0.00 
0.14 
0.14 
0.13 
0.05 
0.19 
O.DO 
0.12 

1.0 
16 
16 
18 
3.0 
15 
0.3' 

.0.6 

Matriz No con ocho corridas experimentales donde la respuesta ·evaluada fue Ja 
producción volumétrica la cual fue de terminada .a · las 48. h de 
fermentación. Y, es la respuesta; S, la desviación estándar, cv %, el 
coeficienté de variación; XI, Sacarosa; X2, Sulfato de an1onio; X3, KH2P04 
y X4, extracto de levadura. · · 
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TABLA 13. COEFICIENTES DE COMPARACIÓN 

Xi +0.64 

X2 +o.o 

XJ +0.13 

X4 
+0.36 

Por lo tanto para el siguiente experimento se modificaron los centros ~xperimentales para la 

variable XI, X3 yX4; mientras que para la vadáble X2, se í·espetó e! n1ismo centro 

experiment~l, cl~bid~ a ~ue el coeficiente de c~ntra~te fue c~~o, .~6n. los da.tos anteri~~es se 

pretendía aumentarla efiCieÍJ6ia del diseño. .. ~2 ' 
·.- '· :_:<.',: .'.'··.-·· __ · __ :_:.:< .. ·->_º.•o~>-~~~-o·---'··-'=· :- ,-- .·, ·. ;_,·· " 

._-,. . . , -~;::·~:;:·-~~~ )>:.: ~~ -

En este s~~~n~:Q~~~e~i+e!1to,;~e1~sptarO,n /?s ~r,it~~~?~ .~~~~b1e'3i;d9:~~~· ~~. ·e,1 prjmer 

experimento para ello se realizó'~n ·diseJiofactori~l ·: ,'utilizando tí?icanie~tel·~.fr~cción.de 

aumentando un 5oo/o'del 'íJl~1it6' g~~;~r;1 ·~ c~d~ u~ai de\ lasvariábles; ¡(¡~ resultados. se 
·'(·., .. -_, :-.;:. ···: ... ,:;';''.:'-' 

muestran en'laiab!al'.~: .. X. ;;· f ; 
·< : __ ~ ~-.' ~ 

Los coeficientes 'd•e c0Ínparació11 se· ·calcularon•·.con _Ia .relacióÍi n1átefoática·anterior .yse 

muestran ~º 1~ t~ÍJ!aii~;i1~s.cuale~.i~cíi~~;~ 4~e i~~ ~~mt~nente~··:xtV x2, ·~0111os que 

presentan mayor lmp~rta~cia .~··se sugi~re 'aul11ent~rs,eya'que ·¡ienen)igrio· positivo y el 

55 



valor absoluto de estos nci es menor a la desviación típica del experimento, lo que indico 
--- ,- . 

que los cambios observados no se 'd.eben a un error experimentaL Mientras que para los 

componentes X3 y X:4, se sugieré no ·modificar la concentración . central pues sus 

coeficientes de comparación son cero. 

TABLA 14. NIVELES DE CONCENTRACIÓN PARA CADA 
NUTRIENTE. 

+ 
Sacarosa (XI) 3.0 4.5 1.5 

(NH4)2 S04 (X 2) 0.20 0.30 O.JO 

K2HP04 (X3) 0.15 0.23 0.075 

Extrado de levadura 0.40 0.60 0.20 
(X3) 

TABLA 15. DISEÑO FACTORIAL FRACCIONADO 23 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

XI X2 

+ 
+ 

X3 

+ 

+ 
+ 

X4 

+ 
+ 
+ 

y 

(~1g/ml) 

1.01 0.13 
1.21 0.10 
1.42 0.09 
1.10 0.18 
2.23 
1.52 
1.30--

12 
s 
6 
12 
6.0 
13 
7.6 

·-J. 

8 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ + + 2.16 2.3.' 

Matriz No 2 con ocho corridas experimentales donde: la respuesta evaluada -fue la 
producción volumétrica la cual fue de terminada á las,48 h de 
fermentación; ·y, es la respuesta; S,)a. desviáciÓ1i'éstánd~r; cy o/o, 'el 
coeficiente de variáción; XI; sacarosa; X_2, sulfato de ainonio; X3, KH:iP04; 

X4; extracto de levádura. - - -- · 
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TA.BLA 16. COEFICIENTE DE COMPARACIÓN DEL EXPERIMENTO 

Coinrumente Clieficiettte tle · 
~ , , • . , , cm~pii.rnción < ;"'--

XI +0.87 

X2 o 

X3 o 

X4 0.52 

El tercer diseño e_xperimental, se realizó aumentando un 15 % a la variable X! y m1 IO % a 

la variable X4, para é~tabl~cer los nuevos centros expefimentales, las variable~ X3 y X2, 

ya no fueron evaluadas; por tener coeficientes de compara~ión igual a- cerdo Para este 
: _,:. ,·:<:,.-,.·· . ::.:- -·--- ; •. :-:-- í' ': ,. -- _-_ :--:- _.,::ce ____ ,, -: :_- __ -- -

experimento se realizó un factorial completo-2 __ el cal .dio _cfrigen a cuatro experime1itos,·-1a 

matriz y lasre~pu~Jta~·obt~11ida,s,sepr~~entaí1-enl_a tabl_a.18'.Elexperim~nto se}eali~~ bajo 

las condiclones y ~~iteri~s ~stableCidos al p~inclpio Üci 1a'O'pÚ111i~~ciÓíi: ;- -

- ·-· >\;;~;, - ; :,; ----- . - . - /-: - -.--,., 

Los resultádos· de,lod:\:o~flcierites.de co1ripára~ión ápareéel1 e'~-•1ri ,tabl~ 19. I:-~s _cuales 

indican• que al ev~i~~~-íi, Jriii~~i~.Xl d'i\ui;niie1--ci~ lí';. ~-4.ff%:-~1- c-~efJ.sie;iie e'$n1uy 

cuales se obtuvci,'un ii.U111entci ell:I~)rodtlc~Íó1~ de carote;10Íd~s totales•d~·cios. veces con 

respecto al I~edib CCJ;ltf()J -t~! Y'. cÓ1~0 se ~llleStia erila)igu~a hes'ta-~6Í1)para¿lÓ1i se realizó 

a las 48 h cte fer~;~ntación, qUe fue el ÚempcJ e;; el éualse realizó la opÚri~i2ación. 
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TABLA 17. NIVELES DE CONCENTRACIÓN PARA CADA NUTRIENTE 

' Nu1rle111e. . . t.'o11éJ,1,11lración base './ · : ·. i : '·:' :,, i'!liw!f:< ,, ,- . 
~~'*~~~»X~-,~~~~'~'-'\~~Y.~~~~'~'*~~~~~;:\~~~~Y~~ftft4~~~~*e~i*~~~ {Y.~::,~~?,~~ ~~r;::ri;•~/~'»)i~:~:=~~:~~~ 

+ 
Sacarosa (X 1) 5.1 6. 1 4.1 

(NH.J2 SO, (X 2) 0.20 0.20 0.20 

KiHP04 (X3) 0.15 0.23 0.075 

Extracto de levadura 0.66 0.78 0.53 
,,. é (X3} 

TABLA 18. DISEÑO FACTORIAL COMPLETO 22 

XI X4 Y (µg/ml) 

1 + 1.8 0.29 15 

2 + 2.20 0.21 10 

3 + 2.45 0.21 9 

4 2.20 0.22 10 

Matriz No 3 con cuatro conidas experimentales donde la respuesta evaluada fue la 
producción volumétrica de terminada a las 48 h de fermentación. 
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TABLA 19. COEFICIENTES DE COMPARACIÓN DEL EXPERIMENTO 

Qi>lflJJOltetite ' Ca<ific:/l.inte de 
.:\· '~ , ·, -:<t · cqmnarar:ión ,,:.: ... ,.:-,,,=::-.;,,:¡:,><' ,, r;:,: 

Xi + 0.05 

X4 + 0.35 

p 

3.5 

3 

2.5 

2 

µglml 
1 ¡¡jPROD. VOi. 

1.5 

0.5 

o 
A 8 

Figura 12. Comparación de la producción volumétrica entre dos medios de producción, obtenidos a 
las 48 h de fermentación, tiempo en el cual se realizó la optimización del medio de 
cultivo. · 

Se realizó un experimento adicional, siguiendo la cinética durante 120 h (Figura 13), 

tomando muestra cada 24 h, en el cual se comparó la producción volumétrica en el medio 
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TABLA20 

MODIFICACIÓN DE LAS CONCENTRACIÓN DE LOS 
NUTRIENTES EN EL MEDIO OPTIMIZADO 

Sacarosa 1.5 5.1 

Sulfato de amonio 0.2 0.2 

Extracto de le1•ad11ra 0.2 6.6 
(Yestal 400) 

Fosfato 111011ohásico d<; potasio 0.1 0.15 
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·.Figura 13. Comparación del perfil de producción de carotenoides totales por P. rhodozymá NRR {Y~J0922), utilizadondo ~I medio el ~edio sin 

optimizar (A) y después de optimizar (B), en. matraces ccin deflectores de50.0 ~I con 75 mi de medio; incub.ados a 22 ºC y 150 rpm. 



opt.imizado y en el medio original. Como se muestra en la tabla 21, c.on el medio original se 

obtuvo una producción de L8 µg/ml como máxi;na producción para caroterioides. totales y 

en el med!o optimizado la ~áxirnafue d~ 5.8 µg/mllo'~úal indi~~ ~ue ésta se aumento en 

un320 %. 

Con la finalid~d ;de. d~11fi;ii1ai·'Ia presei16ia·de Iiastaxaritinaa. l0Jargod~:1a ferfuentación en 

ambos medio~ sec;ea,llzó~ha''.~~~i~átci'~~a?i~ e~t1~~~ ~~;,'·~;i¿~ l~s ~~~di~i~n~s citádas en 

la sección d~ M~te~ialy t2rétodos:Coíl16~¿ed~o~~ef\;arse e1j la 'figur~~. i41a_astaxantina 

apárese como·. principal _pign1erit6~ en; an;b~s;' n1~diósAP6stériórtlie1~t~'- ~~- cu~ntiflCo' la 

xantoma por i11eJi6 ~e lln densitón1~tro 'con1ó apárése en rvra:teria! y Mét6<los;' ios resultados·· 
' '' • , •• , ' - • --· - " •• •• - ' • - -~· '"'-" • -.-.,- ,· ' •• ' •• - ,., • \' : '·, ••• J • - - --

==hm ~·¡µ~~;Jl;~fi;~;~i~~~~;t~rw~;~~it;j~~tf!~~.~t~;:~: · 
un incrementó de 3 · v~ces: lo que correspoúdió a 290. % .• (tabla 21 ) .. Sin embargo 'estas 

producciónes is~aii-~or ~b~j;; d~1()·r~po~kc!~-p~ra las cepas m¿jÓr~tl~s g~;1~tlcam~nte para 

las cuales se rep'014an ~;1fvel~s ele pr~d~~ción entre 1000 - 8000 itg/g de levadura y una 

producción vol.úmetrica de 3?-5.2 µ'g/ml . 
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ASTAXANTINA 

E 

'f ?'F!~f ~11~?' 
: • • 

• 
M 1 2 3 4 E M 1 2 3 

DIA DE FERMENTACION 

• 

. -----. _J 
4 

Figura 14. Cromatografia en placa fina de la producción de astaxantin3: por P. rlwd;zymáen en dos los medios de producción, A) Medio control, 
B) Medio optimizado, E) Estándar de astaxantina, M)mezcla de estándar y extractocelular y 1;2, 3 y 4 tiempo de fermentación. 



TABLA21 

PRODUCCIÓN DE ASTANXANTINA Y CAROTENOIDES TOTALES 
EN DOS MEDIOS DE PRODUCCIÓN. 

Origi11al 1.2 1.8 

Optimizado 3.6 5.8 

El experimento se realizó por triplicado en matraces de 500 nil con deflectores con 75 mi de 
medio, incubados a 22 ºC y 150 rpm, la fermentación total duró 120 11. 
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4.6. EFECTO DEL pH INICIAL SOBRE LA PRODUCCIÓN DE CAROTENOIDES . 

. De acuerdo a Jo reportad¿ por·Jolmson y col.,(19]9), el pH. iniélai tiene un efecto 
·-··:.'.: '.\ 

importante sóbre fa producció1Íde astaxantinapara la cepa;ucti ,6721 ó de P. ;·J10dozyma. 
'· .. ''·' ',. ··. ··-/ ~,.·::: ··~_.,, _-:·,· ,.,,_' ' ,,_;:._::· -.: .. ~. -~'. ··~-~-·-·:.·.- ·:·.,. " 

Este antecedent~ nosU~vó a evaluar tluubién .ei efecto d~l PI;I. in}cial de!'lnedio, sobre la 

produccióÍ1 .<l~ c~()te1~oid;es total~s·.e;~'la cepfutili~ad~·en é~te'estudio~ yaqÜ~a_l ITÍodificar 

las conéentr~ciones. ele los. n~trie'.1~tés;'dei niedio··a~·c~Úlvo.-ciu~¡nt~.la Opti{~iz~<:!,ióh,podría .. 
sufrir variaciones que resúltara en una alteración de la produccióll del pign1e11to; ; 

La realización de este éxperimento se efectúo, bajo las coÍ1diéiones: de: producélón ya 

establecidas .al inicio deÍ trabajo. Se evaluó un rango de ~HinÍci~l d~·~ a 6.S;con intervalos 

de 0.5 unidades de difereneiá entre los valores e;1teros'de ~H.-Co1rio c«:>nt~o'l~~ u'ti!izó el 

medio optimizado, ajü~tando el pI-I a 4.5 con ácido ftálico:· Para ~seg~~an{();'cte 'que. no 

existiera variación' entre el valor obteilido ai1tes y después de'. ~ste~Ílizar, se mldió el pH 
• ' ·. ' •• ,_ ,. .• ) - ., '1 . ·-

antes y después dé ~s.te~i!Íiar para posteriormente ajtisiar lo de acuefdo a lo~ valores a 

probar. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este experimento y de acuerdo a la comparación 

de medias utilizando la pruebá modificiida LSD ¡¡ 99% de p;bbabÚid~d (vel' ~í1e~l){~i pH 
.. ' . . ' ~" '• . ·. . - ' . ," ·. . .. , ... · :><-' - . - .• -

inicial tuvo. un ~feC:to 11egatl~o sobre la prod~cción · dé pigmentos tCíi~l~s pCír :f.>: rl1~do;yma, 
. ,,, .• - . -·¡: ' "" ,. . -· : •• · .- , . .\- . . . _., - . . - .'',· - ... , .. , ... - . -;.· -~ ; • ·.; ··--. . ,._ 

cuando se dis~1i~u;ó ~¡ i>Havai~resde 4, n1ientras. c¡{ie én úli~ango .d~ 4.s a 6.5 .~id exisHó 
. . . : , .' - ,.-, . - . . . . ' ' ·. . ' ¿ .;. . - ' - .• ' ,. -, . - .. -. ). - - . ' - ' ¡ . - . - ,.,,, ·-'""'·. --~- - ··, ... -. 

efecto ·signlficativd;sob~e•···la.•·p?o:d~1~dÓ~·idtpi~n1ellto.~·Para.·e1:cre~Jniibnih.:d~spúés •.• ~e 
valores de :pH ~~~ 4~i~~~~,~~ ~ ~;;f~iÜI~ Íif~ri~~~1Te" (j¿;t{ lia~~ti ü;;~~f¡}'<le('f d~~¡J~é~ • el . 

crecimieiito.vuelvea~sii:11~fa~s~~~íi.~Íi 25%: Solá111el1te seévaluÓ lia~ta unprtde;·6.· Figura 
-:'· .. - ' - ·,, .. - ,_ . •_--.,' --- -, """""' ': /" ' . . . ,., ·' ·- _, - - -"-" ;·- .. - ' -· .. : . -- · ... ,;·· . 

15. 
:-'": --.'.·.:_- ·. -·· 

Para posteriores exp,eri;~~n~o~ ~ ke 'ciecldló utilizar. el pH. i~icial d~ s;· por cuestiones 

practicas., Res~Ü~do~ ,sh1iuai~s · iJer~~ r~~~~~do~·'po;.; p¡u}~g /c1i~ng, 1993, ·al· evatuar el 

efecto del pH Íni~Íalen ~na ~e~a- mut~~t~'NCHlJFS30'i. Ivfey~; y col.; 1994), eí~cont~aron 
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que la máxima producción· de astaxantina y de i:arotenoides totales, en un ·medio que 

contenía 10 gil de glucosa, valores de pHfaicial entre4.5y 5, para la cepa J43. V~lores por 

abajo de estos valores disminuyeron la producción. 

5 16 

4 

1 
i3 t 
~ ·s 
g 1)j 

" ~ 

H2 ·~ ,, 
o o 
[f 

Figura 15. Efecto deLpH iniciariobr~-la ~rod;dcciÓn d1 carotel1oides totales, la fermentación se 
.'.\:,.··.,: .. ---·. ,·;::'._:··: ·.'.:": ·~-·:; - :<·_:_: •. :/:'- :·.:_':.: :\·· ·.·'.._~' _'::,·.. . . ·.. . -

realizóen matraces con<defl~ctores d~ sgg ,mi, con7s mi de ri1edio y se .incubó a 22 ºC, 

5.7 EFECTO DE LATEMPERATÜRA DE CAROTENOIDES. 

. '· . . 
La temperaturá' óptlin~ qub ha ·;idd rep~rtada para· la producción de. astaxantina, en P. 

rhodozyma.fue 22 ~C, y la de ~áxil11a crecil11iento ,27.5 º C, Jonhso~ y col., 1979. Estos 
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autores también observaron .que por arriba de 22 ºC la producción de astaxantina se ve 

disminuida. 

Esta temperatura ocasionaría que los c9stos de producción del colorante a nivel industrial, 

awnentaran por la necesidad de estar e!1friando continuaniente eJ reactor. 

Con estos anteced6rites y é~n Úfinálidaa de ob~ervar sí a ~~Iorés dé te1nperaturá de 25ºC y 

29° e el pigmentci p~drí~ produclrs¿ se r~aliió '·~·~· .. experiiile~io en el m~áío optimizado, 

>'¡_,. 

Los resultadosse;re~~~t~11eAYa~guia•r¿ doÍJde se aprecia que a tempe~atiira,de. 2-9~C ·no 

se presen~o cr~éi~ietl;~d~I}t~kro§igafüs¡~o · 1ii 'pr~du6~ióndei'~ig1iie~to
0

• Sin ~mbargo, a 

25ºC, se obtu~~ b~ena pr~dt1ébiÓ1~'de ~~r~tenoides y crecin1iefi'to. ci'e!~ic~oorga1;ismo.•AI 
' . - ,_' ·: ~~ -:_ . . ·.---;_. - .. _, ·' ' . . - - ' --- . ·- - . ' . '• 

comparar .las mecÜas d{prodúcéiói"í,de.lostrdiá1nientos'~cií1t~ael ~cín!~()¡;.·~cióbservó (¡ue 
~- "' ::· . ':>, . -~-,-'. ' _o 

existe una difere;1éia ~Itamei1te significaÚva ent~e las tres temperatlir~s',prohadas, ele . . . . . ., .: . . .. ' .. ' ' . . . .. . . - - ~. ~-

acuerdo a1 ·análisis· esiacií~tico:· ne· ~ste 1i1cídü, ¡¡¡ ien1pe~atii;a de' 22"'.dresí:t1tó :ser 1a Ciüe 
·. . .; . ' .... '• .,·. .. ' --··.- ' -- --·- - --- ·-- --- -,-.-· ·' - ·- ' 

permite. una·. n}ej~r •• 'pr~~~ccÍóri del: ~ig1i1~Ji~; NJentrás que!'~¡· a~m<fot~r.Ia~ teinP'ei·~tll~~<a 
25ºC, la produédói-1 'di~min\Jyó' en u1i iso/o; Fang y col:;:(l 994);: estlldiaro1; el 'éf~cto de la 

'. ,·,' , .. -. , .. ,, ... ,;:--_·- .-· . ·: ... ···. '' .. ' - .... ,.,".·-:.··--- .'· ,. ' . 

temperatur~:sob~e:, l;ª•···~foducció11·.c1e'· a~taxa1ítit1~ '.y sobie•. e1.~ crecin1iento: en· m;~·mu!ante 
NCHFS30 i} y 6b~~f\l~i~11·qu~e~:~n .~~n~o ·d~·.1i'~ ·-;e)· 0Ó,.·Í~.P~:·~¿~ció1ip~nn~i~ciÓ · 
relativament~ const~nt~, miel1tr~s q~e por'abaj¿ y por ár;il:>a de esios ~a16!cis, la ¡)í;ód~~ción 

.• - - ', : •• ·~:-:·_... . '. -_;' . - .-' .. - • -~ ' :-·--. - -_ -~ - - '. ~ ,- . • - ¡;_, - ., . ' ; '. ; \• ' - : . . ! . ' - : . '·· . - • • • • 

y '1 oreoimióntO d¡'!":nh§don ,;;;~~d~~l"~; ) j\ ; • +• · ) .. ' · 

Por otra· parte, ion~()ª f ~h1~. (1.992), Ó1;katñe~t6' ~;ci1u~o~~ el,efefüF&-Ia- ~en1peratura 
sobre la prodüc~ió~1'cl~ bion1~~~. ~i1coi1tr~~clo Ciue·!r:B~c.·se~;~d~jÓ ~in1Jyor'treclmi~nto, 
mientras qu~ a valor~s po~ abajo de esta te1nperatura Iií c~ntidad de biomasa fue menor. 
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Figura 16. Efecto de la teínpe;atura sob;e la producción de carote~oidestotales . La ferméntación 

s~ realizó ~n m~~r~ces (con defl~~tores d~ SOÓ 1~1) c6J 75 miele 1~edi; de cultivo, 

incubados a 22, 25 y ;9 ºC durante 72h. 

68 



5.8. PRODUCCIÓN DEL CAROTENOIDE A NIVEL DE FERMENTADOR AGITADO 

DE4LITROS 

Se ha reportado.que los parámetros más críticos para la producción de ástaxantina por P. 

rhodozyú1a, eú rehneritación sufriergicla, son la airea~ión y la a~itaciÓn; se plantearon 

diferentes ;condi6i,one's de ••éstas;.vadables para ··conocer•.~u · efeci~.•.sob;e' ~Í.éie6imient~.·y •·.· ... Ja 

produ~ción d~Íos~ éa;itebJid~~· útiÜ~a;~do' eJ· nÍedio> cle,ctil;i~{pre~iaiii~11~iopi'i.~1izad~ a 

nivel de n1atraz agitado. La;figüra Í7 ;1os ri1uestra qu~'a ~ria velo~idad;vollín11éi~icáide) 

vvm y .300 .rpm.,,se ~re~eÜta•li~ b~.en:cre~i.1i1i~i1to 111i~f¿!J¡Jilop~rB"~i1i.••1a:bródllcción, del 

pi gment~, ·. el; ·c;~~i~1i:~ni~ ~~~~Gi1_9 .. ·~e ~:~,1ca11~ó ·. ª ·. 1.~{. ;30.'j1 .· ;;~· ~~ · :~t fa . ;h!Ypi1, 

consumiéndose e~;sü',iotalidaddafue?te' de' fªrbol10\y se· o~servó C¡úe:é1.· Oxígeno·,,se 

consumió r~?Íd~111~~ie~~r~~~t~.tos';~in~~~as.i4 l;~Ef t~s?:~~@~c!~~ s~~.ieri;1 ~q~5 .la, ca,1iticlad 

de oxígen~ dl~~é1t6eii.eln~edi~."~e~li!Íif'o'e~~me~of:~1a.'qenia12<l.~'d~l,!11ic1'oórganismo•·para 
la producciémdel n'i~tabeí1itó~•1cl éúal provocau11 despl~~a111iento•del~métabcilisri1ó hacia la 

producciÓn de etan~l '. 5 ·: ;• •.· \. . .: .... •'. , > · > ;} . , . , 

º' "º~º ,ii <Oi~I~~ 4, ,1~if. · ;>~'· '<'~'~) ,i· ,;,,,;,:,;;"z;,,; qo< •'" 
obtener un··. bu~1; cr~~¡~Úi~~~~ .~~:, !a'pr~~?d6_i~n~,del ~:_c~~te~9i·d~~.~s··J1n~~~1;fe 'i11a;1~~~e1: 
niveles de .satm:ádóúde oxígeno pof arriba del 30% durai1te .todo ;él' prOcé~óen. ún cultivo 

eú lote. P01: 1() ál1te;Ío~ s~ cÍ~¿JdiÓ; ·~la;ite~r ~11': s~gu1íd<l~x~eriri~~rii&· eú ~l~Úal lCis ;iiveles· de 
:· ·, . .·,._, :_· -~,.·,.'.·:_ .·_.:_.:: . ,:: :'.·-~ _ '.,.,,_- . >·-:<·- ::: .. --~' --.:.~{-'. : .·<- ·_--::_>· :.- . -~~:r .. '.:':-':_--..,;.~(:º'--'.'.'''-~ .. :_:_,,,,._ :.-,,.-'", ·":_---: . · 

oxígeno estuvieí·aú'por arrib~ del JÓo/o y se ~adó Ia;velciddad de agitadém'pe 300 a 500 
' . '·" ' ,. ' ,- -: • ·" ' e• . ' . · .• ".;" ., " . . ·.. . '. ~- ·- •- - ·,-. . ' 

r.p.111., mantenien'do fijala velcicidad ~~füi11étrica de ~il-e a 1.o;\.'v1i1.·' 
-~· ~-,.- '.~::.'.'.:·~·- ;:,~<~~:,.: ·,;;, ¡~-);. :-----~~~- ::~::...::: __ ~ .. -~:- ·- :.~. .;;(,~:.« 
-.. :··:,~::-~){::: ".'.'}O ·- - •• :~:_ ~~!;~,'.-_ •.-·o· . 
.:.---'-·-~·-'·__:?-=-~·--,¿.~"-'' - --;-:;:.-Oo- ~.-.~··.;;- é-é·.~"'-

Los resu!t~dos niGcistran(fi~ura·l,8) ~ue dtr~11te i~s prime;€s 2411 de c~ltivo ei co1~sumode 

::::::~it~~§~h1~!1:f {~~~t~~:1i~~t:,\'1~~f.;5~ 
48 h, ya ~~ f~~e ~st~~loniria/ i~ ~elo~ld~d de agitcición 56 ·¡;1cré;11e~tó ~ 400 rpm, 

obteniéndose niv~le~ 'de saturación <lci oxígeno dél so%,~ en.· este ti~t~;po' se'• presenta la 
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producción del pigmento y coincide con el consumo en su totalidad de la fuente de carbono; 

cuando se observó una disminución en el nivel d~ saturación de o~ígeno después de las 

siguientes. 24 h, se in~re111~ntó la. ~elocid~d de agitaC:itn ~ :500 r:p.;n/iJ~i~milltándo~e el 
-::.· . ~-- ' ·, - '·:,e ~ _:,;, - ,.: . .. ·.. , , 

nivel de oxígeno.disúelto\pC>r:a~riba del'7So/o dé safura~iÓn::obt~~¡é~1dose ·6;µg/ml ·.de 

carotenoides ~·las 961})'!~1~~~¡~~·deS.S ~gti~lai p~~l·;~¿i~ fci~~~ht~~lpn7h .. ' 

Bajo estas condicÍbnes·~1il'riei~bolit~ ;~ co111pBrtó. ·~om'.o ; h6 ~~·ociii<l<> ·~¡ ~·;~éfo'li~nto, sin 

embargo. algu~os. autb1;~s ii11¿1ibi~Í1á;1 que ei un n~et~bo:Jjfo d~ocl~do al.• créi:h~lÍento cuando 

se mantieri~i1 ri'íve.les cÍ~··;átii'~abÍÓ~' d~· ái~~ · di~u~Úc) 'P'C>~ Ü1~lb~ del :30% d~sdé~~l inicio de la 
_,. ,' ···· ... ,.. '.::i_.' "·::.: ··.-.;¡_ . - - • .e;,,• '• . ' "' - ,, • ·.-·,·.·. 

ferment~ción. 
" 

Otra de Ia's aJtir~~ti~él; que se ~¡~;1te~~o11 para. tratar de ;naiitener buenos 1;iveles de 

saturación· d~.o~ígei1{¡ fJé aí1n1e¿1~mig<1~ vei6·ciJ~~ ~f;{ u1Üéfrica c!e C>xígeno de.· 1 . ª · 1.5 vym 

y Ja vefo~idad ~§'. á~itaci,Ó,11 Cle 300 ~· 1wrpn1 con; o ¡() 'report~1i'J b1Ílis~i1 y col.;. ( 1 Q9pa ); la 

primera . ~ondició;i • cis ¡)¿¡.~' I~ prddu6cló1{de •• bio1~~sa''.Y !~ ~egunda .para Já proclucció11 del 

carotenoide,.·conest~ se'lograron·ni,,eles·de'•sáturaciójtde''oxíg~llo;pJf 'arii\,~'1e'3o%. Los 

~j~;f i:]~~f f~i~f f f lri~lt!iif :~~~~!f l~~i·~ ·· 
::,::.~r:i:;~i~~;~~~r11~1:1:;~~(:]?.i~;t~Y~rt:~~i~~!~1r:~ ~~: 
::::::a~i:1iaff 1~Í;~11iJ16ádf º~s~c~~~f~~i~!{iKf 1:;~~1 trf {~ig~~~í~i~;1t;;~~:~t~ª~: 
estas condÍcioÍles d~ '.diíltivo lá' p~oC!db¿ió;i de. los c~1:ot~1;·gid·ci~ ~~ c~l11Jg~o :como un 

metabolito ;{o ~dbci~do &1 é:i~C:i~Ú~;~ia.·_;:;· 

Considerand~ I~ i!Ú~ori~i1cifqu~·ti6~~ Jo~·nivelei/d{~atJ;acióii de o~ígenoen el medio de .. . ·' ' . . -- ·~· -· . ' . .~.. ' - ... ' . . ' 

cultivo para Ja prociGc~iÓ11 deÍ pigmento;· sci ~uirientó la ~elocidacl · volumétrica de aire a 2 

vvm, ma11tenienclo las condicio~és.de agitación anteriores (300 y 400)~ Durant~ J~s primeras 
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24 h de fermentación (fase de crecimiento logarítmica), la concentración de oxígeno 

disminuye hasta un 80.% de la concentración inicial y.se cÓnsmnióun 10% de la fuente de 

carbono. En est~ ,tiemp~ e;·'. mlcrob~ganisú'i~ ~~ p~odajo pign1ento: A las. 48 h el . "· - - -· .. -... ,,: .,. .. .· . . .. -

microorganismó p'~so) f~s~ pr~estacionarÍ;: En ella~! ¿émsüi:no de sacarosá fue más lento y 

los niveles d~ oxígeno :füer;ri de so%. Sin embargo no se obser\ró producción del 

pigmento. 

La produccióÍ1 del metabolito empezó a las 72 h . de fen11entació~ durante Ja fase 

estacionarla con u1~~ ~onc~ntr~ció~ de oxídenodis~~ltoen el meclio'cle~Oo/o:Alas 96 hde 

fermentación !~ producción de pig1n~nto .·fue ele 5 .µg/p1l .y'.el nivei de o~íge1io Ú 50%, 

durante las• siguie11tes.24 Jtef nl~~I dé oxígeno a!Ünzª 80%. de saü1ra'óión ·y la ;náxima 

producció11 füe de</11.7 ~igli~l~ (~igur.a ·is).• Bajo ·:~stiis conéliciCJne; la producción· del 

metabolito.se ~on~;oi;t~:co'.mo parci¡Iilié~te ~~o¿iéldc{a1 ~Íec:l:nie_;t~:-H '': . ··•·. · · '·: : .·. . . 

. ' -/·:º - ~ '.~ . 

Bajo estas l'.Htiriias ~ond·i~i~ri~s'~ci 'ÓbtuVola'ri~~jb·1~ ~fcid¿ccÍón(t~bia 22) eií lacuKi• aparecen 
~-;· .. , __ ,.._-·e·=-,;;-~--·~-,:,~·,,-.-;;--~-----------;.¡.--.~--: .. · .. -'" ... ·.··:. ·,_·,._ '_' ... -- .. -_, ·-~~-''·· ---·.-~:.;~· : - .. ¡ _,-,. , ' 

1as máxizrias Í>~üé!licd611~§ ; obt~11í<las ca ; i~s h2o· 1i ''de :tern1él1t~Ciói1; .... s'e '· realizó··. ulla 
·-_:"'.-' :~,-,.,,.\: .. · .. ,.··.·;...·.~,~·.::.:-·:.: .,:,'. .:-»·. ,_;: ·~ ,·-•,·. :····:·· :·::··"···"·. ;··., r·•. ~-'' -

cromatografía én pI~~~ 'fi11d p~ra ~s~gur~rnos q~é · 1a astaxanth1it fuera 'el prinéipál ··pigmento 
presente enlafe~e~ta~ÍóA}(t~~;.~iI).• ... . ,. . .. . . . • 

... ¡ . ., __ -_ ,\' .• 

En esta figtiraiJa.r~Je11Zi1 fas 6~í·ril~s números 5, 6 y.7 el estánd.ar de astaxai~ti~a y en los 

carriles 1,.;, f~ -~,la~'.~1~1~~t;~; d~·Iosextractos del caldo de. cultivo, a lo. largo. de la 

fermentaó1i:c01;10 ~~ pll:ed{observa!'ia astaxantiria está pres~1~te en todos los tiempos de la 
-··" .. "' ·-·· ··' ·.'" .;·._' \,_, .-.:_, ____ _ 

fermentación, sin é;nb'arg; ~e present¡ la acu1nu!aciól1 de. otros iilterrn~diari~s m~nos 

polares. 

Los resultados obtenidos indican que P. rhodozyma i·eqtiiere d~ nivdesde saturación de 

oxígeno por áJiba dei. 30 % pa'ra . ;a prod~cción de ~arotenoides · (principaln~énte 
astaxantina) ·Y este.nivel d~ oxigenación ·e~·obte~ido, coll á!tas'velócidades de agitación, 

'. ,. . . ... - . '.-. . • _,· . . ,· - : ·: - ' -. ' . ' -~ ,_ . ~ " . . '" .. <• ,._ ' - . ·.' ' ,_ 

aunque algtmos.autCi~es J]~~:obiei~icÍc{estos. ¡;ivel~s d~: satur~cíód dosiftci~lldo)a ,fuente de 

carbono ªtravés el~ Un ili1ti~~ e11:·aih11e1;t:adoobteniel1do buerios ré11'Cíil11i~Üto de.'axaritina, 
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otra alternativa ha sido el cult.ivo contímio donde se obtierien niveles desaturación de 

oxígeno por arrib.a del 60% con velocidádes de aireación y agitación llo muy aiias haci~ndo 
un buen manej~ cÍ~ I~ ~;Ídcidad de diltii:ióri Ób.te;liéhdo :buenas prÓ~u~ciol1es, Estas 

::,; 

alternativas no fueron probadas por lo que se recomienda evalu~I~~ ~ri erimentos 

posteriores: · 

TABLA 22. CRECIMIENTO Y PRODUCCIÓN MÁXIMA DE 

CAROTENOIDES EN FERMENTADOR DE 4 1 

2 

3 

4 

Matráz de 500 mi 

1.5 

2 

300-400-500 

300-400 

300-400 

175 

21 

14.4 

18.3 

9 

* No hubo producción del pigmento 

8.5 

10.1 

11.3 

5.2 
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( '7 crecimiento, O sacarosa, Y o~fgeno dlsuello_ ). 

73 



11 50 

E 10 

' 
g E 

tn ......... 
~ 8 

.. tn~ 

< 7 E_·é<· 
~ 
a:: 6 
f-
w 5 ::::;¡ 
::::> 4 ...J 
o 
> 3 
r.:i 2 o 
a:: 
a.. 

o 

-_._:TIEMPÓ h 

Figuro 18. Creclmlenfo y producclÓri 6o'rof;,11-oides ·de P.'' rhodozima.· en: fermentador-
.. ·- ',,,,_,-o-.-·-·"_·,-.:;·.·';-···--·- .... ,_ - ... - . . - ·,:;,.· .. 
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do 4 Lo 30 C, 1.0 vvmfvorlo.ndo l_a. volocldod de agltaclóf1 do 300., 400 y 500 rpm. 

( 'V creclmlenl~. 1" oxlge110 dlsue!IÓ, , O sacarosa, O producción v~lumélrlco ). 
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Figura 19. Crecimiento 'y prod~cclon·de ~aroteno!d~~ d~ P.' rhodozyma, en fermentador 
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o ... .·,,_ '. :. .., ' ' ·'· '. . . . .. 
de 4 L, e 23. C, 1.5 vvm, variando la vs.lacidad de agitación, 3.oo y 400 rpm. 

( V' crecimiento, Y oxígeno cHsuérto, O sac~ros~; O· pro~u~cíón volumétrícc ). 
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Figura 20. Crecimiento y ··producción- d.~·:écroien~ides,dé J>· r;_he>dozvma. en fermen1ador 

--
de 4 L a -23, °C, 2.0 vvm, varían.do. la .velocÍdad •de ogltoÍ::fóii -de 300 - 400 rpm .. 

< . ·'. -'" _. ' ·.·.:; . :_,.. . . -

( 'V crecfmfenf~; ,,. oirgeno dfsueft~. ó sacarosa, ,: o producción voluméfrl~a ); 
·,· - '' .. · ' . ,· . . 
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• • • • • • • • • • • • • • • • 
ASTAXANTINA • • • • • • • • ' ' ' 

, --- --- -....- --2 3 4 E E E 

DIA DE FERMENTACION 

Figura 21. Cromatografia en placa fina de la producción de astaxantina por P. rhodozyma en 
fermentador de 4 l. Los carriles E: corresponden a un estándar de astaxantina por 
triplicado y los carriles 1 al 4 corresponden a los duplicados de 48, 96, 120 y 140 h 
de fermentación. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

- La astaxaútina fue.el priricip~I pigfuci~!~ produ_cidÓ por P. rhodozyma en una proporción 
del 66 % de los cárotenoides tótales détérmiiiados en el medio de. cultivo de la cepa NR.IU, 
Y- 10922. . .. . . . . . . . . .. . . • . . . . . . 

- La ""!""'~1í}~j'}~;,~~j-i,}J,,~,;·;,' ot • ~,;;;¡,;¡~o:,,,~;l~ra ¡2- gllJ-
suplementadó' co.n sulfato.· de ánicíi~i? (2· g/IY coincí· fuentes de;ñifrógeno;;dierab· .. 1a;n1áxima 
productividad· .. ypl'Ódu~cióiÍ } vo.lunÍétricá ª' Jas!48 ';11 d~ •. fennentaciqn::;siiíembargo es 
recomendable planie!lr ul1 df~~fio: factorial que. ¡)ermita 'eya1 Já'r :füént~s> dé hit;ógerio; éolno 
levadura autÓiiza'dá'a dlfeiériiesinÍ~eles•.de .éoiiceniración •í,o que;poslbleniente

0

pueda tener 
ventajas·.· econónú~as"'aí;: ~Usüiúi.ha.1 extráctó./<lé • ieva<lu;a·•ya. (¡ú'é ; es·'·eI:-éün1¡)oné1;te. más· 
costoso delmedi.o dectlltivo;otra'posibi)idacl}s,probar c'oínbiiiacionesºent~é él éxtractci de 
levadura·y otra ftiéiifo(ie~fÍitró~e0~ ii1ás· econón1iéa.. . E. ..· · 

- Las sal~s. (sulfato ·.de n1Íign~~i6 y;cl&uro de ~ri16i~) 1~b ~~F~briipbÍ~eAtcis iÜipdrta~fos en la 
formulación dél 11ieC!io de cultivo para la produéción cuan'do se uiiliza agua de lÍI' llave y 
fuentes compleja~de nitrógeiio: . . . . ~ -~ . , ' ' ' ·. . ' •. 

'-' ·-.. »ri-_:'.. , ·.,!: ·::., ~ ~ 

- Con ·la . opÚ111ii~ci6h del; ili~dio •. dé •. 6~ltiV~ s¡: .•• j¡}~~~rii~;1tó "{'6 .· ~.eces la ·.producción 
volumétrica de a~taxaútina a nivel de ii1atraces. ,de: 500 !111: Lo qÚ~ ~ésuita superiór ala 
producciónrepórtadá para; cepas' silvesfres. Sin en'Íbargo con es~te•incr~J11e11to ho ~é. logra 
competir i:onl¡¡s C,t:;paspaientadás. · .·. · ·· · ·. ·· · · · : · · · •···· ·· · 

- La prod~cición ctci6arbte1iold~s tÓtáles no se vé afectada ¡jor e{~H en ün rango de 4;5-6.5 
lo cual permite tener 'unmÚplió m<'irgén de.pH

0 

para trabajar'utilizando el mediode cultivo 
sin necesidád'de ajllst~rlo.> . ' . ·. • . ' 

~ 1 ', 

".,, 

- La produ¿ció~·a~:car~tenoidéstotáles se disminuye con el aumento de la te11}peratura por 
arriba de 22 ºC; ·: ;::> · : · . . . . . 

- La prod~ccid~11Jaroten()faestotales .fue del 1.3• ~~/mJ\1 ni~el ele fe~ín~hta~or.cle 4 I 
con lo cual se Íncreníentó 2.1 co:nrespectcl alaprndúfdón a nivel de mafraz de 500 mi. 
Es necesario. táinbién optiniizar Iás . copdii:iOne~- de' agitación ·y air_eación .·a esta escala 
monitoriandosé específicáme1Íté los nivel¡:s de astaxaJ.1tina. . . . ' 
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- ~s recomendable que siempre qué se inicie yn trabaj~ se confirme lá presencia y los 
niveles de producción de la c_epa; cor1siderando que no siempre es posiblé contar con esta 
información. . · · 

- La variabilidad de los nut~iénte~ en el·~'edfü' dé culti~o priricipalmel1te éuarido ~e utilizan 
materias primas complejas 1és uiia vifriabl~ ciúi: se debe de considerar en este Úpo de trabajo 
para evitar variaciones eri laj1roélui:Ción:'i · · · · · · 

. ,, ::: ,~.'.·. 

- Para poder obten~r ~~v~Íe: ~ompetitivos dé producción i:!e" astaxantiria, es necesario 
realizar manipulaciones' genéticas de la cepa utilizada y /o seleccionar• otras cepas con 
mejores niveles de producción. 
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ANEXO 

TABLA! 

VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES TOTALES EN UN MISMO 
EXPERIMENTO 

MATRAZ 

2 

3 

4 

5 

Promedio 

desviación estándar 

PRODUCCION DE 
CAROTENOIDES (µg/ml) 

1.28 +0.83 

1.28 + 0.14 

I.26 + 0.7 

1.28 + 0.04 

1.31 +0.06 

1.28 

0.081 



TABLA2 

VARIABILIDAD DE LA PRODUCCJON DE ASTAXANTINA EN UN MISMO 
EXPERIMENTO . 

MATRAZ 

2 

J 

¡ .. ASTAXANTINA 
(µg/nil) 

0.90 + o.s" 

0.70 +0.07 

. 0.60 + 0.4 

TABLA3 

VARIABILIDAD DE LA PRODUCCJON DE ASTAXANTlNA EN DOS EXPERIMENTOS 

: 0.73+0,IS .. 
-~-'.: ~, 2·,,-
,.'.·,, '''·'':e 

o.74\0.14-



TABLA4 

VARIABILIDAD DE CAROTENOIDES TOTALES EN DIFERENTES EXPERIMENTOS 

EXPERIMENTO PRODUCCION DE 
CAROTENOIDES (µg/ml) 

1.8 + 0.83 

2 1.28 + 0.14 

3 1.26 + 0.7 

4 1.28 + 0.04 

5 1.31+0.06 

Promedio 1.28·: 

desviación esblndnr· 0.081 
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