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

Pablo Neruda.



Producc1on de Astaxantma por fermentacién sumerglda por Phaffia
: ;Ima’ozyma

| RESWEN |

La pthlblClon de algunos de ]os colorantes smtetlcos (ro_;os y amarlllos), ha’ prop1c1ado la
btisqueda ‘de fuentes naturdles ‘lo ual' , llevado a pensqr en: los SIStemas l]llCl‘OblaIIOS,
como una altematlva de: producc10n i R :

El ob_]etlvo de ;present trabaJovﬂfue establece as ne_]ores condlclones‘ para la produccmn -

pHg/ml de caxotenmdes totales dond, el prinmpal plgmento produmdo fue. ]a asta\antma



1. INTRODUCCION

VlVlmOS en un mundo de colores hay color en todo lo que no rodea en los arboles en el

cielo, en- nuestros vestldos en nuestros hogare

Cuando el color.de:las cosas fam1llares

difiere de lo qu esperamos, eneralmente 1nos desconcertamos cielos grise 51gn1ﬂca mal :

! Scientific Status Summary by the Insmute of Food Technologlsts Expen Panel on Food Safety & Nutrmon
and the Commlttee on Publlc Informatlon :



aumentando la actividad de los macréfagos y neutroﬁlos (Krmsky, 1987) otra funcxon de:

relevancxa medlca esla de actuar. como agemes antlcancengenos, por'su capac1dad de

'ibres los cuales se han- relacmnado como causa‘ de; algunos upos de




proplcxado el desarrollo de procesos blotecnologxcos utxhzando mlcroorgamsmos Se ha

dxsmmmr los costos de producc1on



2. GENERALIDADES

2.1 DEFINICION Y PROPIEDADES QUIMICAS

La astaxann 'ba (3 3 -dlhxdrox WB B -ca ’teno 4'4 dlona) es’ un ox1caroten01de yvpertenece al

(02 gy,

representa

aditivo para alimento de peces). Estudios posteriores demostraron que los isémeros meso y



sus enantiémeros se encuentran en huevos de langosta, camarc’)n salmc‘m, zooplancton yen

el crill del Allantlco y que no tlene relevancxa bxologlca para el salmon el 1somero de"

astaxantma que mgnera (Johnson y col 1991b)

o Astaxantina

°  Cantaxantina

Figural. Estructura quxmlca de la astaxantma y de la cantaxantma, carotenmdes usados en

la acuacultura






2.2 FUENTES DE ASTAXANTINA‘

CSINTETICA ©

Tabla 1

CRUSTACEOS -

Los crustaceos y su caparazon son otra fueme natuxal de astaxantma que h'm 31do unhzados




desventaja se presenta en los costos de la extraccidn, la cual puede fluctuar entre $ 5000 a $

15000 délares por kilogramo, lo cual Iimita: su uso. (Johnson'y col., 1‘991b‘). i

MICROBIANAS

1. Levadura P '”hodozyma es ur ;hongo que pertenece a la c]ase Deuteromycotma del orden

de Blastomycetes fue é]slada en Ios':aﬁos 70s por He1man Phaff Martm Mlller y Mmoru. .

ento se encuentra en forma de ester (Yobayashl y col., 1991) b

sintética. -~



TABLA 1. FUENTES DE ASTAXANTINA

ORIGEN. . ~ “REFERENCIA

Haemé?o‘coé?id pli/)’iaii& (avlga):. R  Va'ri:'déuﬁm‘é;'1'992,'j o

leﬂlﬁ ;'l:odo%j)ﬁfi(l1:()nrgb)' [ :‘ "‘Jhonsonycol 1977

Crustaceos i+~

Adonis annua (flo) -

B/'él)ibdc;fe‘i‘iz()iz:iO.} (bi}ctgria). ‘ NehsDeLe 1hel, 1991 :

,,Vltlyréochyt itim 4'aéffqb'(aj(Bagtérié)’;" . I_\I‘eli’s"'D;e" Lé:éepliéy; 1991 .

Sintesis quimica - Haard, 1988 s

3 BIOSINTESIS

Astaxantma es un terpenmde prod :‘(bxdo a pamr de la vm del mevalonato (f gu1a 3) El




una acumulacién de intermediarios. Debido ala importancia del colesterol en la' salud

humana, ha sxdo muy estudlada esta via'en ammales superlores. La regulacxon a este mvel

- incluye: a) regulacmn por feedback por rec ptores de llpoprotem de baja den31dad 3 b) una

represmn medlada por esterol:y- que afecta alos genes de: HMG-CoA sintetasa'y- reductasa";‘j o

4). En otros microorganismos © coro en F. luvialis. 1a via de smtesw‘de astaxanuna'es :

diferente, debx 0 la pr encia. d B aroteno ) de lutema en Ja: fase fotosmtctlca del '

mlcroorgamsmo (Johnson )‘ col l991b)




N ]
Acetil CoA )\

S—CoA m=mmm
le—

o o0

Acetoacetil CoA Ms—cm
le—

[o] OHO

HMG CoA -
Mevalonato M\

Mevalonato—PP )’\)</\

Isopentenil-FPP /K/\OPP —— Dimetilali~PP A/\ e
. l < J
—

Gerani—-PP M\

oPP
l < Isopenteni—PP
Farnesil-PP M/\Mow

Figura 3. Pé;sosr in?olucrados en la sintesis de famesilpjrqfosfatp,’ intermediario de la via de-
produccién de astaxantina. Co: Coenzima A, HMG; HMG, Hidfoki@’etilgl_utatil
CoA; PP: Pirofosfato. ' ‘ .

M2



Farnesil PP A s \ &"Y"Y"‘Y

Isopenteml -PP Geranngeray Prefitoeno-PP

Fitoeno Fltoflueno

/3~Caroten0 ; : Toruleno
W ?f Le {l‘ JD
5 Echi Lt o 4~ceta

Echinona

\_//

‘l : toruleno
Ho o: -38-Hidroxi: - HO o: HDCO l
- ' eiuinﬁ’On%ix_ : ] o :
o R iQens v | OH .

»ich‘-zjn’ico'xan’(inl" ‘ ~He oo DCD

trans- X
Astaxantina cis—-Astaxantina < —

HO

|
i
l I
{
-1

.0

Fl%ura 4. Via de sintesis de astaxantina propuesta para P. rhodozyma. La via vertical de la
izquierda que va de fitoeno a trans astaxantina fue propuesta por Andrewes (1976).
La‘v1a Yemeal de la derecha fue propuesta por An (1991). HDCO: 3-hidroxi -3, 4

- didehidro -B,%¥ ,-caroteno 4-ona. DCD: 3, 3’-dihidroxi-B-,y-caroteno -4,-4'-diona.
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astaxantina observada con glucosa (4%) no se reglstro para sacarosa. o para las melazas

(Haard, 1988).

Por lo que trata a ]a ﬁ:entejde mtrogeno se ha’ observado que el extracto de Ievadura

produccxon especnﬁca de astaxantma (de 156 a 524 pg/g levadura) (Johnsdh y. col 1979)



2.5 USOS Y FUNCION DE ASTAXANTINA

Debldo a la 1mportanc1a comerclalfdel olor en- Ia mdusma avxcola y plsmco]a se han

xeahzado muchas 1nvest1gac1ones en: el, uso . de! carotenoxdes smtencos y naturales como



2.6 DEMANDA

Seglin datos estadlstxcos publlcados en 1990 se calcula que del 10 al 15 % de los ahmentos
marinos consumldos en'el mundo estan representados por 1os peces Estos son cultlvados

en granjas y den




‘;'200 ;

i 7:;1550 -

|
0
1980 - 1882 1984 1986 1988 1990

~ARNOS

Toneladas Métricas de Salmdn

FIGURA 6. Produccién de salmén, 1981/1988
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gran expectatlva de mercado para Ia produccxon microbiana de astaxantma (An.y col,,

1991 Johnson Y co]

2.7 PRObU(;_CION FERMENTATIVA

La astaxantma [ igmento produc:do por fermentaclon sumerglda por la levadura P

;hodazyma A partlr del’ descubrumento de su produccmn en ‘esta levadura se han reahzado



la tabla 2 se resumen: las cepas, las fuentes de carbono, de mtrogeno y los. tlempos de

méxima produccnon Los mveles de produccxon mas bajos fueron de 150 pg/g de levadura ‘

Tamblen en a tabl _2

fueron glucosa, sacarosa y me zas,

como fuen e de mtrogeno el sulfato de amomo en

combmacu‘m con el extracto de Ievadura o ammoamdos



TABLA 2. NIVELES MAXIMOS DE PRODUCCION DE
ASTAXANTINA Y CAROTENOIDES TOTALES PRODUCIDOS POR
DIFERENTES CEPAS DE P. RHODOZYMA

_Fuente de;
nitrégeno

C ro(cnmdeb

l‘ iempo de

Astaxantinal A

“Referencias

CBS 225-87]

* QST
11032

J4-3*

J4-3

uch 67-

210

ant- 1-4 %

67-210

67-210

NCHU
FS301*

ENZA
E4

*PC 8107

Melaza
Glucosa

Glucosa

Sacarosa *

Glucosai
Melaza

Glucosa

Sacarosa |
- Glucosa

Glucosa

Sacarosa

NR

b Extracto de Jevadur:
N9 *  |Jugo de uvai

Sulfato de aménio

- - Peptona -

E Sulfﬂlo de amonio vl
extracto de levadum :

Sulfnlo de amonio y
extracto de lcvndum

Extracto de levadura

gD

36.6

9.52 -

NR -

(¥ lcvj

1490

1340

qaarsv

(ué/rx;I;
23.6

(ug/g lc?)"

960

880 - -

Danisco Flenoy col,
Bjoteknologi 1988
(Patente)
e Chapman y col.,
7 Quest Y 1991
: International ‘ } 7 (Patente)

.Universidad de }:-Meycry Du

Sudafrica” - |. Preez., 1993 2

““Meyer y: Du
2z 1993

=, Meyery' Du
Preez,, 1993

" Okagbise
sLewis; 1983

Prcvaﬂycol
Snle9e

: _(Palenlc) X

NR:NO REPORTADO

*: SON CEPAS OBTENIDAS POR MEJORAMIENTO GEN[fTICO
V VALORES APRO‘(IMADOS DE ACUERDO AL 80% DE ASTAXANTINA

20



3 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL -

Encontrar las meJore‘ ’condlc" es de produccmn del pxgmemo astaxantma en una cepa de

Phaff a rodozyma, :

a'través de. la. Jmplementamon y optumzacxon de un-. medlo de cultxvo

grado mdustrxal

F. Veriﬁéar el peif I'de carotenoides producidos en el edlo, en: condxcmnes optmnzadas

empleando un SIStema de cromatograf’ fa en plac f' na y cuantlﬁcacmn en un

de1151tometro

21



G. Realizar pruebas a nivel de fermentador de 4 | con el medio optimizado.

4 MATERIAL Y METODOS

4.1 REACTIVOS GRADO ALIMENTARIO

y T 's_'fatbimon'obésico de potasio fueron adquiridas en

Extractdndei’i‘le I on‘las>51gulentes espemﬁcacmnes protemas 35 45%,
cloruros +5.0% n eptor (peptamm C) y glucosa obsequxados por Anancm'

Comercial, S

Levadma de cerveza autorizada desamargada en polvo de Pharm Yest de Mex1co S. A con -
las s1gu1entes especificacione protema de 45 55%, tlamma 120 ug/g, rlboﬂavma 30 ug/g y :

dcido mcotlmco 400.ug/g).

Sacarosa (azicar de mesa) adquirida en mercados populares. -

_Blonova SA de CV* con las sngunentes

especificaciones: ' ! "mat ias mmerales 4 7% y 6-8 de materla mmera]

De acuerdo

permanente, h

encontradd 'fuer os de calc10 y magnesm sulfatos de magnesm y SOle y )

cloruro de calmo (Saval,~ 1992):

22



4.2 MICROORGANISMO.

"Enla produccron de astaxantma por fermentamon sumergrda se empleo una cepa de Phaff ia
;hodozyma NRRL Y- 10922 la cual fue proporcronada por el Agrxcultural Research
Service Culture Collectlon Northem Reglonal Research Laboratory, vPeorla IL 61604
USA. . ' : : :

4.3 MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO DE CONSERVACION

on m’edio de'cultiv'd YM-agar ‘en la siguiente formulacién'

3 nalta 073%, peptona 0 5%, glucosa 1% y agar ’7% k

: esteullzo a 121°C duxante 15 mm

@ onhson y Lew1

esteriliz6 a ,121°C durante 15 min.. Los reacuvos de este medxo fueron grado mduslr1a1 y

23



4.4 PREPARACION DEL INOCULO

“El moculo se: obtuvo del raspado‘ de colomas de 1’ rhoa'ozyma de caJas de’ Petn crecxdas

durante 5 dlas YM' ‘agar a 22°C La blomasa fuze resuspendxda en agua

destilad:é,:o‘lsh dose una suspensxo de celulas con una DO de 2. 5 (As4o) la cual fue -

utilizada pgra"j os natraces de la fermentacxon y el fermentador de 4[

4.5 FERMENTACION

°C durante 20 ;'

operacién fueron 5

24



fermentaciones a nivel de matraz, el pH inicial fue de 5.0 ajustado con pfta]ato de sodio La

agltacxon uulxzada en el pnmer expenmento de esta fase fue de 300 rpm la cual fue.

- constante durante toda la fem)entacwn ‘para el segundo expenmento la gxtacnon 1mcxal,

fue de 300 y fue varidndose de acuerdo'a’l demand de: oxxgeno ‘hasta500° rpm para los‘ k

4.6 DETERMINACION DE BIOMASA

La bioméSa_dé fue lavada dos veces por cenmﬁlgamon durante cmco mmutos .

a 4000 rpm. en una'cen chmca y resu spendld' en una solucmn de clorur "de SOle alk =

limen, orlgm

0.85% para lievarla'a

un .espectrofotdémetro ‘Bausch & Lomb' modelo: spectromc 217 y" e

cultivo a 540 nm_e

correlaciond urva de densidad 6pti ‘peso seco expresadoen 1 1g/ml la cual se

muestra en la (figura 6

4.7 DETERMINACION DEL PIGMENTO
4.7.1 EXTRACCION |

La e\'tracéiéﬁ dél pi o e reahzo de acueldo a la metodologm propuesta por Brltton‘

astaxantina dxsuelta la cual fue recuperada on una‘pipeta Pasteur. El voliimen: tQtalv“kdel

25



@
o

(2}
o

ABSORBANCIA { 540 nm |
n H '
o o

'l L ! e 1

20 o 40 60 80' e 100 120
CRECIMENTO (mg/mi) |

= -0.914 m= 0.828

Figura 6. Curva de calibracién para la determinacién del crecimiento celular por peso seco.

26"



extracto fue medldo y se procedié a su cuantificacién como se menciona en el texto mas

adelante

" Durante e] proceso de’ extracc n Ias muestras se protegleron de los factores f 51cos como la

luzy el o‘ugen ’

4.7.2 PURIFICACION E IDENTIFICACION

atography, TLC)J":: .

4.7.2.1. Cromatografia en capa fina (Thin - Layer Chrom

Se realizé 'pélra a

4.6.2.1.

Cfdﬁﬁatograﬁa “de

nitra “tﬁan‘d'o" é_l Tr. de'los: .

con’:acido - fosférico en

27



hexano: acetona (76 14) y como_ fase estacwnarxa se uuhzo una columna de smca 60 5 pum, -

donde:
A=es la‘

1%
; E,cm coeﬁcxeme,de extincion espec1ﬁco para astaxantma

en hexano

100= constante para elxmmar el factor de porcenta_je

28



4.8 DETERMINACION DE LA FUENTE DE CARBONO -

El mtrogeno se

determmamon S

de cobre pentahldratad

Se adicionaron perlas de

la materia o




4.10 DETERMINACION DEL OXIGENO DISUELTO

La mechcxon del ox:geno dlsuelto en lo 'fermentadores se llevo a cabo con electrodos de,

tipo galvamco

4.11 DETERM

cual puede pr
términos de produc
Existenv'dxf 1 efios expenmentales los cua]es uenen sus venta_]as y desventajas sin
embargo dentro de estos, vlos dlsenos factorlales han demostrado se1 de Ios mas eﬁc1entes

y sencﬂlos Estos dlsenos uenen Ias mguxentes \rentajas SR

i) Se puede trabaja : con.un gran ntimero de varlables y reahzar po xperxmentos a

1 del e pacxo’ de 1osv"

varlables que nenen mayor efecto sobre el fenomeno a exphcar s

30



iif) Con estos disefios se pueden construir otros de mayor comple_]ldad que se a_]usten a lo

sofi stlcado que pueda resultar el problcma.‘ :

una matrlz con' 8 corridas: expenmentales como. se. muestra enla: tabla v(tabla 3) Para el‘

siguiente e\{perlmento se. planteo un dlseno factorlal,completo 2% 1a matriz aparece en la”

seccion de’ resultados T

31



TABLA 3
FACTORIAL FRACCIONADO 2?

El punto: de partida fue el medlo modnﬁcado 2 y uuhzando como punto central la

concentracxon ongmal estos componentes fueron COdlf cados de- la 51gu1ente manera

sacarosa, Xl sulfato de amomo, ‘(2 : fosfato

levadura, X4

monoba_s_xcp

: potasxo , X35 e\tracto de

experxcncxa del mvestxgador 0 b1 e a la m

tenga.

32



Los coeficientes de contraste.fueron calculados en los disefios planteados Io cual permitié la

determmacwn del efecto dela vanable a evaluar, este calculo se determmo por la sxguxente

relacion matemanca

Donde::

bj = Coeficiente
Aj=Ni

En todos los experlmentos se: calculo la Yo ‘que es la Y promedlo de ]as respuestas

obtenidas.

33



1.8

1.4

1.2

0.8

0.8

0.4

0.2

33 one >-0Z>UNQun>

/ A:l : ' l ’

10 20 30 . 40 50
" CONCENTRACION DE SACAROSA (ug)

Figura 7. Curva ;ﬁatxén de concentracion de sacarosa VS absorbancia (620 nm).

Cuantificacién colorimétrica por el método de antréna -
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DEL PIGMENTO

de’nitrogeno inorganico *

s fueron® sustituidos® por- reactivos - grado

Las curvas d it . rhodozyma y produccién de carotenoides totales se muestra

en la ﬁgur""

35



TABLA 4. MEDIO DE PRODUCCION CON REACTIVOS GRADO
INDUSTRIAL

Sulfato de amonio 0.2
. Extracto de levadura 0.2
- (Yestal 400)" ‘
. Fosfato monobdsico,de potasio: : 0.1

. Sulfato'de'magnesio - T 0,050

36



de levadura/h la cual se obtuvo alas 72 h de la fermentacién, mientras que la productlwdad

volumétnca fue de O 016 pg/ml h

10 5
- I
Q
: 3
) (%)
S :
g §
| |
?\. 2
| P
0.01 - . L 0
0 24 48 72 96 120
TIEMPd ()] e
¢ CREC.(mg/mi) Bt PROD;(aeg/mI) ‘ Y pH

Figura 8. Crecumento y produccxon de carotenoides totales de P )Izodozyma, en matraces de 500

mli con deﬂectores y 50 ml de medio de cultlvo Los matraces fueron mcubados a 22 °C y.

150 rpm.
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"La identiﬁcacién del pngmento se reallzo por TLC en una fase movnl éter de




rhadozyma coxresponde a. trans asta\(antma bajo’ las . CO]]dICIOl]CS de cultlvo antes
mencwnadas Yy para esta cepa De acuerdo a lo reponado por Johnson y col (l991b) la
proporcwn de asta\antma varia de acuerdo a la cepa y a las condiciones de cultivo entre 40
a95 %. ' ‘

TABLA 5. CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE PIGMENTOS POR P. rhodozyma
DETERMINADA A LAS 120 H DE FERMENTACION,

186.0
0.73
130.0

0.006

La astaxantina fue determinada por HPLC

39



JU—
o

65 Muestra de las 120 h

4 Myestra de l1as 96 h

_

3 Muestra de lags 72 h

|

2 Muestra de las 48 h

_

1 Estandar de Astaxantina

———te

placa fina de 3
de

Astaxantina y extractos

Figura. 9 Cromatografia en
P._rhodozyma
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748

3

m

ASTACENO
TRANS ASTAXANTINA
CIS ASTAXANTINA

SEMIASTACENO

: ST ©
TRANS ASTAXANTINA 7.0
a6
LL

Figura. 10. HPLC, Cromatogramas de A) Estaﬁdaf
de Astaxantina. B) Extracto.de
células de P. rhodozyma
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5.2 SELECCION DE LA FUENTE DE CARBONO Y NITROGENO

portaron queen’ P.rhodozyma, la -

umentar la-concentracién...,

de glucosa; -

substancialment

cual la‘éaca{Qs fue sustituida. por:la:glucos

utilizaron: "4 "'n e 2jos o

1o _se. creyd

ue este.

El experimen Tea

Meétodos. E;n”‘lasv téblas

n estas aparecen los datos de la prqduccmn‘y,la‘proglpc@li{idad

volumétrica, a: h, de fernientacion respectivamente, ya que del experimento

42



TABLA 6. FUENTES DE NITROGENO PROBADAS

C
Harina de soya desgrasada 8.60
- Extracto de levadura 7.59

- (Yestal 400)

;'Ij_Ia'r_l'ri_h'dcv‘p’rbtgipa'dév.prcsAcad'o‘, )

vidura au
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TABLA 7

PRODUCCION Y PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA EN
DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO Y CARBONO 48 h DE
FERMENTACION.

s
(pg/n

{ug/mi/h)

" EXTRACTODE
“LEVADURA (0.2 %) +
L (NHY); SO, (0.2 %)

1; S0 (0.2 %)* -

¥ HARINA DE SOYA

SULFATO DEAMO
7o (0.53.%) %

[ LEVADURA (0.4%)

"PEPTONA (0.096 %) +

0.22 %) + (NHy), SO | ;-7

NXTRACTODE . |

GLUCOSA [.5%

SACAROSA 1.5 %

2.1

0.114

GLUCOSA 1.5 %

0.021

0.002

SACAROSA 1.5%

0..043

0.007

EXTRACTO DE LEVADURA (0.15 g/L) COMO FUENTE DE VITAMINAS .
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anterior ‘se observo que la’ maxxma productxwdad se obuene alas 72 h Como conlrol

',]_vav kr‘g]u‘cosaﬂ p}_or‘ sacarosa (Tabla 9).
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TABLA 8

PRODUCCION Y PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA EN
DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO Y CARBONO 72 h DE
FERMENTACION.

* EXTRACTO DE LEVADURA (0.15 g/L) COMO FUEN VITAMINAS

46



TABLA 9. MEDIO DE PRODUCCION CON REACTIVOS GRADO
INDUSTRIAL
MODIFICADO 1

Sacarosa
Sulfato de amonio 0.2
.+ Extracto de levadura (Yestal)’ 0.2
““Fosfato imonobiisico depotasio 00 o
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41 VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES TOTALES Y
ASTAXANTINA

Con Ja ﬁnahdad de conocer la ‘variacién de'la producclonkde astaxantma y. de carotenoxdes

sxgmﬁcatxva Los datos se muestran en las tablas 3 y 4 del anexo, j ,

48



5.3 EVALUACION PRELIMINAR DE LOS COMPONENTES DEL MEDIO

efecto de otras sales en Ia producclon de astaxantma (Johnson y col “1 991b)
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Figura 11. Efecto de cloruro de calcio y sulfato de magnesio sobre la produccxon de carotenoxdes

totales sobre la produc010n de carotenoldes totales. El experlmento se llevo acabo en

matraces con deﬂectores 50 mI de medxo de cultlvo, mcubados a 22 ° C
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TABLA 10. MEDIO DE PRODUCCION CON REACTIVOS GRADO INDUSTRIAL
MODIFICADO 2

Sacarosa 15 Industrial Ingenios Nacionales 1.2 Nacional
Sulfato de amonio 02 Industrial Productos Quimicos 0.320 Parcialmente
Monterrey Nacional
SN e . o : Nacio:n‘zi_l»_
Extracto de levadura (Yestal 400) . 0.2 s

‘' Fosfato monobisico de potasio - - Lot - Nacional.

6 precios cotizados en 1993 '



5.4 EXPLORACION PRELIMINAR DEL EF ECTO DELAF RACCION DE LLENADO
SOBRE LA PRODUCCION

52



incrementos en la produccnon del pxgmento por lo que se decxdxo evaluar esta vanable a

nivel de fermemador de41, en posterlor : xperi_mientb's.']}

Con ﬁn¢$ pf‘éctxcos se decidio utilizar tina fraccion de Ilenado de 0 15 que corresponde a’7s

Sin embargo al comparar la medla de las respuestas btemd contra “la: produccxon el' :



medio control, no se observ’q diferencia significativa entre ellos ( Yo=1.09 png/ml y C=1.5
pg/ml), lo cual pudiera deberse a que el centro experimental y los niveles (+ y -)

establecidos estan muy lejos de los valores 6ptimos.

TABLA 11 NIVELES DE CONCENTRACION PARA CADA NUTRIENTE.

r

Sacarosa (X1) L5 2.25 0.75

(NH4), SO, (X 2) 0.2 0.30 0.10

K,HPO, (X3) 0.10 . 0.15 0.05

Extracto de levadura 0.2 0.60 0.40
A3)

TABLA 12. DISENO FACTORIAL FRACCIONADO 2°

X1 X2 X3 X4 Y (ng/ml)
] - - - - 0.64 0.00 10
2 - - + + 0.84 T 0.4 16
3 - + - + 0.84 0.14 16
4 : + - + Q.71 0.13 18
5. + - + - 1.57 0.05 3.0
6 + - + - 1.25 0.19 15
7 + + - - 1.0 0.00 03:
8 S+ + + + 1.8 012 . - 0.6

Matriz No 1 con ocho coiridas experimentales: donde.; la-respuesta evaluada fue la
produccion volumétrica-*la cual * - fue de termmada alas 48 hde
»fermentacmn Y, es la respuesta 'S, la deswacwn estandar CV:.%, el
coeficiente de variacién X1, Sacarosa X2 Sulfato de amomo X_a KHZPO‘,»
'y X4, extracto de levadura : : : :
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TABLA 13. COEFICIENTES DE COMPARACION

COeﬁciexlge d

X1 +0.64
X2 ) +0.0
X3 T osou3
X4 g

: +0.36

Por lo tanto para el SIgulente experimento se modlf icaron los centros experlmentales para la -

variable Xl X3 e X4 mxentras que para la vauable X : '“'lespeto el ‘:nsmo centro :

experlmental debldo a que el coeﬁcxente de contraste fue cero, con los, datos anterlores se

; Xﬁ,'i son; lo_s: qhe

presentan mayor lmportanma y ‘se: suglere aumentarse y 'que txenen sxg ‘ pqutiV'o yel
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valor absoluto de estos no €s menor a la desvnacxon llpxca del expenmemo, lo que mdlco

que los cambxos observados 1 "se deben a.un error expenmental Mlentras que para los

componentes X3 y X4 se “sugiere - 1o modlﬁcar la’ concentracién “central pues sus

cocficientes de comparac:lon son cero.

TABLA 14. NIVELES DE CONCENTRACION PARA CADA
NUTRIENTE.

Sacarosa (X1) 3.0 4.5 1.5
(NH4), SO, (X 2) 0.20 0.30 0.10
- K,HPO, (X3) 0.15 0.23 0.075
| Extr:ac:télde levadura 0.40 0.60 0.20
' (X3)

TABLA 15. DISENO FACTORIAL FRACCIONADO 2°

(pg/ml)

1 - - - - 1.01 0.13 12

2 - - + + 1.21 0.10 8

3 - + - + 1.42 0.09 6

4 - + - + 1.10 0.18 12

5 + - + - 2.23 0.15 60 -

6 + - + - 1.52.. 0.20 13
7 + + - - 1.30= - - 0.10
-8 +. + +

2.16 ;0 0.5 -

Matriz No 2 con ocho corridas expenmemales donde la respuesta»evaluada fue Ia B
produccxon volumetrlca la, .cual’ :fue de» termma

coeficiente de.va ‘
X4; extracto de levadura,
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TABLA. 16. COEFICIENTE DE COMPARACION DEL EXPERIMENTO

X2 0
X3 0
X4 o 0s2

El tercer dxseno e\(perlmemal se reahzo aumentando un 15 % ala varlable X1 yun, 10 %a

la varlable X4 para establecer los nuevos centlos e\perlmentales, las var:ables X3 y X2

a las 48 h de fermentacién, que fue el tlempo ene cual se reahzo la op imi
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TABLA 17. NIVELES DE CONCENTRACION PARA CADA NUTRIENTE

Sacarosa (X1) 5.1 6.1 4.1
(NH,)» SO, (X 2) 0.20 0.20 0.20
| K,HPO, (X3) | 0.15 ’ 023 0.075
: Extracto é’e levadura . 066 ; 078 ' 0.53
) I . ‘

TABLA 18. DISENO FACTORIAL COMPLETO 2°

] ; + 1.8 0.29 15

2 ; + 2.20 0.21 10

3 - + 245 0.21 9
SR SRR + 2‘.2”01'-"._ - -‘vo.2v2 1o

Matriz No 3 con cuatro corridas ‘experimentales donde la respuesta evaluada fue la
produccmn volumétrica’ de termmadaa las 48 h de fermentacwn :

58



TABLA 19. COEFICIENTES DE COMPARACION DEL EXPERIMENTO

iclente de:-

mpardcion

X4 +0.35

3.5

2.5

pg/ml
1.5

B prop. vo. -

0.5

Figura 12. Comparacién de la produccién volumétrica entre dos medios de produccién, obtenidos a
las 48 h de fermentacion, tiempo en el cual se realizé:la optimizacién del medio de
cultivo. B S e )

Se realizé un experimento kéd_iéibnal‘, siéﬁierid’o:kla éiﬁética durAaritke_"‘1'20 h (FigUfa 13),

tomando muestra cada 24 h,"en el cual se compard la produccién Voluhiétrica en el medio
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TABLA 20

MODIFICACION DE LAS CONCENTRACION DE LOS
NUTRIENTES EN EL MEDIO OPTIMIZADO

Sacarosa 1.5 5.1
Sulfato de amonio 0.2 0.2
Extracto de levadura 0.2 6.6

" (Yestal 400)

-Fosfato monobdsico de potasio o 0. 0.15
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optlmnzar Ay despues de optlmlzar (B), en matraces con deﬂectores de 500 ml con. 75 ml de medxo, mcubados a 22 °C y 150 rpm. -




optimizado y en el medio original. Como se muestra en la tabla 21, con el medlo ongmal se

obtuvo una produccxon de 1 8 pg/ml como maxnma produccxon para carotenoxdes totales y
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ASTAXANTINA

DIA DE FERMENTACION

Figura 14. Cromatografia en placa fina de la produccién de z#s;a;(antih? por P.flzb}iééyb}ﬁéﬁ“ en dos los medios de prdduccién, A) Medio control,
: B) Medio optimizado, E) Esténdar de - astaxantina, M) mezcla de estandar  extracto celulary 1;2,3 y 4 tiempo de fermentacion.



TABLA 21

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

Original 1.2 1.8

Optimizado 3.6 5.8

El experimento se realizé por triplicado en matraces de 500ml ’c't'_m,‘dcflekcvtore'skcbn» 75'ml de
medio, incubados a 22 °C 'y 150 rpm, la fermentacién total dur6 120 h. "~
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4.6. EFECTO DEL pH INICIAL SOBRE LA PRODUCCI_ON DE CAROTENOIDES.

efecto del pH mlcxal en una Cepa mutante NCHU FS301 Meyer y col (1994) encontraron 7 ’

G5



que la maxima produccnon de astaxantma y de carotenmdes totales en un medlo que‘

contenia 10 g/l de glucosa; valores de pH 1mc1al entre 4 5 y 5 para Ia cepa J43

abajo de estos valores dlsmmuyeron la produccxén

PRODUCCION VOLUM TRICA {aag/ml)

5.7 EFECTO DE LA TEMPERAT! RA}DE'CARO'I:‘,ENQH‘)‘ESQ:

;hadozyma ﬁJe 22 °C ”y la de maxnma cremmmnfo 27 5 ° C Jonhson y col

. BIOMASA (mgmi) i

Valores por; .

1do1 reportada para la produccmn de: astaxantma en P.

1979. Estos
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autores tamblen observaron que por arriba de 22 °C la produccxon de astaxantma se ve

dlsmmmda. :

Esta temperatura ocasnonana que Ios costos de produccxon del colorante a mvel mdustnal )

aumentaran por la neceSJdad de estar enfrlando contmuame te el reactor

Con estos antecedentes y.con lafi nahdad de observar si a valores de temperatura de 25°C y .

29° C el plgnk ento:p dna producuse se tealizé un’ expenmemo en’ el'medlo ophmlzado :

sobre la ptoduccnon de'biomasa encontra do'que a 23 ‘C se produJo el mayor cxecumento

mientras que a valor s por abaJo de esta temperatu a la cantldad de bxomasa fue menor
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Figura 16. Efecto de la temperatura sobr la’ produccx' ] a fermentaclén

se reahzo en matraces (con'deﬂectores de 500 ml) con'75 mlme medlo de culnvo,

mcubados a 22 25 y 29 °C durante 72 h

68



5.8 PRODUCCION DEL CAROTENOIDE A NIVEL DE FERMENTADOR AGITADO
DE 4 LITROS

obtener - un

niveles de's
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produccion del pxgmemo y comcxde con el consumo en su totalxdad de Ia fuente de carboncr
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24 h de: fermentacxén (fase de crecumento Iogarltmlca), la concentracxon de o‘ugeno .

dlsmmuye hasta un 80% dela concentracxon mlcml y & consumio. un 10% de la fuente del_‘

carbono a traves de: un cultlvo en alunentado obtemendo buenos rendlmlentode axantlna
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otra alternatlva ha sxdo el cultlvo contmuo donde se’ obtxenen mveles de saturacxon de

altematlvas no fueron probadas por Io que se recomlenda evaluarlas en er1 'entos‘

postenores e

TABLA 22. CRECIMIENTO Y PRODUCCION MAXIMA DE
CAROTENOIDES EN FERMENTADOR DE 4 |

2 1 300-400-500 21 8.5
3 1.5 300-400 14.4 10.1
4 2 300-400 18.3 11.3
Matréz de 500 ml - 175 9 52

* No hubo produccién del pigmento

72



100 450

~ CRECIMIENTO mg' /ml

FIGURA 17. Creclmlento y. produiceldn ‘de carotencides de P. rhodozyma,
en (ermen}adé? 301 : ‘

b:,ofr\ geno disuello i
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PROD. VOLUMETRICA ug/ml

( 7 crecimients;

SACAROSA g/I -

‘v 6kir‘“gépd:‘dlsu§'lio;¢. O sacarosa,

] érodu{;c[én Ybiﬁméirlca Y

400"y 500 rpmi.

74"



PROD. VOLUMETRICA pug/ml

O = NG Ao N 0

Figura 19. C‘recl‘rrn,!énfo" 'y'pl"lo'du'
de 4L, @ 23 °C, 1.5 vvm; variand

(v crecimleﬁf.o,‘} \ 4 ‘o‘_xrg‘é'pygb disuslto,

© SACAROSA. g/I
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PROD. VOLUMETRICA ug/ml

do 4 L a23 "¢,

(Vv créplhjie_'nto; A

: rgeno “disuelfo;"

' "qglfcclérii de’ 300

O sucurqsu,'"iij'ﬁrqducv{:j‘éblj1"\_/olur‘1"1éfr’jl‘éq Y

' zyma, “‘e'n ‘ferms‘nladbr :
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Figura 21. Cromatografia en placa fina de Ia produccién de astaxantina por P. rhodozyma en
fermentador de 4 1. Los carriles E: corresponden a un estindar de astaxantina por
triplicado y los carriles 1 al 4 corresponden a los duplicados de 48, 96, 120 yl40h
de fermentacicn. :
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

-La astaxantmaﬁﬁxe el'prmcnpal« plgmento ‘producido’ por P zhodozyma en una proporcwn
' I'n edxo d 'cultlvo de la cepa NRRL

-La plodu ci .
lo cual permlte terier un.amplio margen de pH para trabajar utxllzando el med10 de cultlvo
sin necesxda ' : .

-La produccnon de carotenoides’ totales se dlsmmuye conel aumento de la temperatura por

-La produccxon e carotenoldes totales fue de 11.3° pg/ml a mvel ‘de fermentador de 4‘1 k
d' matraz de 500 ml

momtorlandose especxﬁcamente los mveles de astaxantma
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- Es recomendable que swmpre que se ‘inicie: un: trabajo se conf rme la presencxa y 1os
niveles de producclon de la‘ cepa, ‘considerando que no. 51empre €s p051b1e contar con esta
_ informacién.

- La variabilidad de los nutnentes 1edio de cultivo. prm palmente uando se: utlllzan
materias primas complejas es unVa -variable’ que se'debe de’ conslderar en este tlpo de trabajo
para evitar var1ac1ones en’la’ producmon . - -

- Para poder obtener mve es ompet1 ivos’ de producmon de. astaxantma es. necesarlo
realizar mampulacmne genetlcas de la cepa utlhzada y /o seleccmnar otras cepas con
mejores mveles de produccxon. : :
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ANEXO

TABLA 1
VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES TOTALES EN UN MISMO
EXPERIMENTO
MATRAZ PRODUCCION DE
CAROTENOIDES (ug/ml)
1 ’ C128 +0.83‘
2.l 1.28 +0.14
3y 1.26+0.7
a0 1284004
500 CLL31+0.06 7
Pror‘ne(‘iior e 128
desviacién estdndar |5 7 0.0815 0




TABLA 2

VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA EN UN MISMO
EXPERIMENTO B N

MATRAZ ASTANANTINA -+
(ug/ml) -

0.90+0.5; "

| TABLA3

VARIABILIDAD DE LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA EN DOS EXPERIMENTOS

1  EXPERIMENTO ASTAXANTIN.




TABLA 4

VARIABILIDAD DE CAROTENOIDES TOTALES EN DIFERENTES EXPERIMENTOS

EXPERIMENTO | PRODUCCION DE
CAROTENOIDES (ug/ml)
1 18 +0.83
2 128 +0.14
3 126 0.7
R : "1_.28‘5 0@; : :
5 131i006
ol e
desvincion esingar | aos1
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