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RESUMEN

El objeto del presente trabajo fue la produccién de carotenoides en Haloferax sp.
(W2), que es una arquea haldfila extrema aislada de las salineras de Huacho.
Asimismo, se buscé optimizar la produccién de estos carotenoides mediante la
metodologia de superficie de respuesta (RSM, Response Surface Method) para
determinar los factores Optimos de produccion de carotenoides como son:
temperatura, concentracion salina, concentracion de extracto de levadura (YE), pH
y concentracion de in6culo, los cuales se verificaron experimentalmente con el fin
de mejorar la produccién de carotenoides en términos de rendimiento y costo. La
produccién se llevé a cabo a escala de matraces en medio agua de sales (SW)
suplementado con YE durante 7 dias en un agitador de tipo vaivén a 100 rpm.
Para la optimizacién y andlisis estadistico se empled el programa informatico
Minitab 16. El sistema experimental consistié de dos etapas, primera, un disefio
factorial donde se determind: la temperatura, la concentracion de SW, la
concentracion de YE y pH. Luego se realiz6 un disefio central compuesto para
determinar las condiciones éptimas de rendimiento de carotenoides. Haloferax sp.
(W2) produjo 44,98 mg/L de carotenoides totales a las siguientes condiciones de
cultivo: YE 10,08 g/L, SW 18,50%, pH 6,12 y 34,5 °C.

Palabras clave: carotenoides, Haloferax sp., optimizacién, superficie de respuesta.



SUMMARY

The purpose of this work was the production of carotenoids from Haloferax sp.
(W2), which is an extreme halophile archaea isolated from the salt mines of
Huacho. It also sought to optimize the production of these carotenoids by the
response surface method (RSM) to determine optimal production factors of
carotenoids such as temperature, salt concentration, concentration of yeast extract
(YE), pH and concentration of inoculum, which are experimentally verified in order
to improve production of carotenoids in terms of performance and cost. Production
is carried out at scale of flasks in salt water medium (SW) supplemented with YE
for 7 days on a reciprocating shaker at 100 rpm rate. Minitab 16 software was used
for optimization and statistical analysis. The experimental setup consisted of two
stages, first, a factorial design which determined: temperature, SW concentration,
YE concentration and pH. Then a central composite design was performed to
determine the optimum conditions of efficiency of carotenoids. Haloferax sp. (W2)
yields 44.98 mg/L of total carotenoids in the following culture conditions: 10.08 g/L
YE, 18.50% SW, 6.12 pH, and 34.5 ° C.

Keywords: carotenoids, Haloferax sp., optimization, response surface.
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INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos liposolubles de diferentes colores desde
amarillo hasta rojo-naranja, forman una familia de aproximadamente 700
pigmentos y presentan estructura quimica muy diversa.

Los carotenoides son usados para colorear la piel o yema de huevos de
aves, la carne de pescados y el caparazén de crustaceos. Ademas, se usan en la
formulacion de alimentos y suplementos dietarios, los mas comercializados son
astaxantina, beta-caroteno y cantaxantina’ 2.

Los carotenoides son producidos por bacterias, arqueas, algas, hongos,
liguenes y plantas. Las arqueas haléfilas extremas son microorganismos
quimiorganotrofos que satisfacen sus requerimientos de energia con la luz y la
produccién de carotenoides® *. En la familia Halobacteriaceae se han reconocido
mas de 15 géneros de los cuales Haloferax destaca por ser uno de los principales
productores de pigmentos.

Las arqueas del género Haloferax pueden crecer bajo condiciones no
aseépticas, esto debido a la alta concentracion de cloruro de sodio (NaCl) en los
medios de crecimiento, por lo que procedimientos de esterilizacion en muchos
casos no son requeridos, ademas, los carotenoides pueden ser extraidos
directamente de células sin ninguna desintegracién mecanica ya que las células
se lisan espontaneamente con agua y/o solventes organicos. Asimismo, estos
microrganismos son capaces de utilizar fuentes de carbono simples tales como
azlcares, acetato, succinato y extracto de levadura para su crecimiento® °.

Actualmente, los carotenoides para la industria alimentaria y cosmética se
obtienen por sintesis quimica, pero su uso es limitado por sus efectos adversos.
Los carotenoides obtenidos de fuentes naturales son mas saludables, es asi que,
la produccién comercial de carotenoides usando microrganismos esté recibiendo
mayor atencion. Por tanto, el estudio de la produccion de carotenoides de
haloarqueas podria ser una alternativa para obtener una fuente comercial de

carotenoides.
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La optimizacion de los procesos de fermentacién es una estrategia que
permite incrementar la produccion de los carotenoides. En la mayoria de estudios
previos, las condiciones del proceso fueron optimizadas por experimentos de un
“factor a la vez”, el cual implica que un factor se varia mientras los otros
permanecen constantes. En estos casos, la no interaccion de los factores
influyentes fue asumida, y por tanto, conllevan a resultados subéptimos, debido a
que las posibles interacciones entre factores pasaran desapercibidas, cuando en
realidad, las interacciones entre factores son relevantes.

En consecuencia, los disefios estadisticos han demostrado ser una
poderosa herramienta en la determinacion de los efectos de los factores y sus
interacciones, lo cual permite la optimizacibn del proceso para su efectiva
conduccién. Ademas son mas eficientes debido a que sus aproximaciones pueden
considerar un amplio numero de variables simultaneamente. Asi también, las
interacciones entre factores diferentes pueden ser determinadas. Disenos
experimentales tales como los disefios factoriales completos o fraccionados y
métodos de superficie de respuesta (RSM) pueden ser usados en procesos
microbianos de produccién para determinar los efectos principales y las
interacciones de los factores que juegan roles basicos en los procesos de
fermentacion’°.

En los udltimos afos, estos dos métodos estadisticos, disefio factorial y
RSM, han sido empleados en la optimizacion de factores esenciales para la
produccién de carotenoides por microorganismos carotenogénicos. Ademas,
varios disefios experimentales estadisticos permiten una optimizacién de la

biosintesis de carotenoides eficiente y econémica via fermentacién microbiana’.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de la tesis es optimizar la produccion de carotenoides
provenientes de Haloferax sp. mediante el método de superficie de respuesta

(RSM). Los objetivos especificos son:
e Identificar los factores influyentes en la produccién de carotenoides
mediante un diseno factorial.

e Optimizar la produccién de carotenoides por Haloferax sp. utilizando el

disefo central compuesto.
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Il. MARCO TEORICO

.1 Antecedentes en la produccion de carotenoides de fuente microbiana

Los carotenoides son isoprenoides, también conocidos como terpenoides,
caracteristicos por presentar colores de amarillo a rojo en el espectro visible. Son
compuestos de gran interés comercial e industrial, que actualmente son materia
de busqueda de nuevas fuentes de obtencién, donde la fuente microbiana ha
ganado mayor interés en los Ultimos afnos. A proposito se citan algunas
investigaciones relacionadas a la produccion de carotenoides de fuentes

microbianas:

Asker y Ohta, 2002 produjeron carotenoides usando Haloferax alexandrinus a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio y en condiciones no asépticas,
encontraron que a una concentracién de cloruro de sodio entre 20-25% se evita
una contaminacién del cultivo, por otro lado demostraron también que en cultivos
de alta concentracién de cloruro de sodio mediante una lisis espontanea con agua
se puede extraer directamente de las células a los carotenoides.

Cifuentes y col., 2003° determinaron las condiciones éptimas para biomasa y
produccién de astaxantina en Haematococcus pluvialis, donde la mas alta
produccién de carotenoides de 4,9 mg/L se obtuvo en cultivos pre-incubados en

nitrato a luz baja.

Ni y col., 2006” optimizaron el proceso de produccién de astaxantina por Phaffia
rhodozyma utilizando distintos factores acidos, solventes organicos, temperatura y
tiempo. Hallaron que a condiciones éptimas de acido lactico de 5,55 mol/L, indice
de etanol a levadura en peso seco a 20,25 mL/g, temperatura de ruptura celular a
30°C y tiempo de extraccién durante 3 minutos, que la produccién de carotenoides
fue de 1516 pg/g.
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Choudhari y Singhal, 2008® estudiaron la produccién 6ptima de B-caroteno en
distintas cepas Blakeslea trispora. Investigaron diferentes componentes del medio
de cultivo tal como carbono, nitrégeno y sulfatos, asi como el pH y el tamafo del
indculo en la produccién de B-caroteno haciendo uso del método de superficie de

respuesta, obteniendo una produccion de 3-caroteno a 139 + 1 mg/L.

Mandelli y col., 2012° obtuvieron carotenoides a partir de Halococcus morrhuae,
Halobacterium salinarum y Thermus filimorfis, donde encontraron que las
capacidades antioxidantes de los haléfilos H. morrhuae y Hbt. salinarum eran
similares 0 mas altas a las del termdfilo T. filimorfis, asimismo atribuyeron las
diferencias de las capacidades antioxidantes a la mayor cantidad de carotenoides
aciclicos de gran numero de dobles enlaces conjugados y de grupos hidroxilos

en los microorganismos haldfilos.

1.2 Ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos comprenden a aquellos ambientes con condiciones
extremas no soélo debido a la alta concentraciéon salina, sino también a la
exposicion de elevadas o bajas temperaturas, condiciones anoxigénicas y algunos
casos altos valores de pH. Un fendmeno comun en los ambientes salinos es la
presencia de gradientes salinos debido a la evaporacion del agua marina, dicho
proceso origina el brote de diversas especies microbianas adaptadas a diferentes
rangos de salinidad’. Estos ambientes se pueden clasificar de la siguiente

manera:

Talasohalinos fueron originados por la evaporacion del agua de mar, poseen una
concentracion de aproximadamente hasta 3 a 3,5 mol/L de NaCl, un ejemplo
clasico son las salinas y pozos salinos que generalmente se encuentran en el

litoral™".
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Atalasohalinos son aquellos ambientes que no poseen la misma proporcién de
sales que el agua de mar, producidos después de la concentracion de agua de
mar que conduce a la precipitacion de NaCl, dejando una alta concentracion de
sales de potasio y magnesio.

Ejemplos representativos de estos ambientes son el Mar Muerto y el Great Salt

Lake en los Estados Unidos de América'".
1.3 Carotenoides microbianos

Los carotenoides son isoprenoides, también conocidos como terpenoides, las
cuales son moléculas de 40 carbonos cuya principal caracteristica es la presencia
de una larga cadena polieno (en donde la presencia de dobles enlaces puede
variar de 3 a 15) la misma que es responsable de la variedad de colores rojo
anaranjado en una longitud de onda de 300 a 600 nm que es percibido por el ojo

humano.

Estructural y funcionalmente se pueden clasificar en hidrocarbonados (carotenos)
y derivados oxigenados (xantofilas). Las plantas y microorganismos son los
exclusivos productores de carotenoides, éstos se encuentran entre los pigmentos

mas ampliamente distribuidos en la naturaleza.

Biosintesis de carotenoides

La biosintesis de carotenoides se origin0 de los primeros microrganismos
fotosintéticos anoxigénicos, dado que estos microrganismos evolucionaron las
distintas rutas biosintéticas se ramificaron, como consecuencia se dio origen a la
distinta variedad carotenoides actuales. La evolucion de la atmésfera de la tierra
de una condicion anaerdbica a una condicién aerodbica fue la causa fundamental
para la biosintesis de carotenoides mediante enzimas oxigeno dependientes'?.
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Particularmente, el rol principal de los carotenoides en los microorganismos que
los producen es como antioxidante por medio de la neutralizacion de radicales
libres lo cual previene el dafo oxidativo de sus células.

Los carotenoides se forman por condensacion frente a frente de dos difosfatos de
geranilgeranil (GGDP) que resulta en una molécula simétrica de 40 carbonos
llamada fitoeno. De esta molécula madre se derivan los distintos carotenoides
mediante reacciones bioquimicas en su mayoria mediadas por enzimas ya sean

de plantas o microorganismos'.

Formacion del isopentenil pirofosfato (IPP)

Los carotenoides se sintetizan a partir de precursores de cinco atomos, el
isopentenil pirofosfato (IPP) y su isbmero el dimetilalil difosfato (DMAP),
precursores que comparten con el resto de compuestos su naturaleza

isoprenoide'® 1.

Actualmente se conoce dos rutas biosintéticas, la via del mevalonato (MVA) y la
via del 2-C-metil-D-eritriol-fosfato (MEP).

La via del MVA estd presente en algunos procariotas Gram-positivos y en
arqueobacterias, hongos, algas, plantas y animales.

Ruta del MVA

La ruta del MVA comienza con la conversion de tres moléculas de acetil-CoA a 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) catalizado por la enzima HMG-CoA
sintasa'?. El primer paso especifico de la ruta es la sintesis de MVA a partir de
HMG-CoA, catalizado por la HMGR-CoA reductasa (HMGR). Posteriormente el
MVA, compuesto de seis carbonos, es fosforilado por la enzima MVA quinasa
(MVK) a MVA-5-fosfato (MVP), para luego ser descarboxilado por la MVPP
descarboxilasa (PMD) que origina al IPP.
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Formacion del fitoeno partir de IPP

El dimetilalil difosfato (DMADP) junto a tres moléculas de IPP producen mediante
condensacion una molécula de 20 carbonos llamada difosfato de geranilgeranil
(GGDP) mediante la accién de la enzima pireniltranferasa. Luego, dos moléculas
de GGDP condensadas frente a frente forman el fitoeno que es un carotenoide

incoloro.

Formacion de carotenoides a parir de fitoeno

El croméforo caracteristico que presentan todos los carotenoides esta constituido
por una serie de dobles enlaces conjugados que se van introduciendo en el fitoeno
a través de diversas reacciones de desaturacion consecutivas. La longitud del
croméforo determina el espectro de absorcion de la molécula y por tanto el color
percibido por el ojo humano. Estos se basan en siete grupos terminales diferentes.
Gracias a sucesivas reacciones de desaturacion del fitoeno se acaba generando el
licopeno, pasando de un pigmento incoloro a un pigmento de coloracion rosada.
Las enzimas responsables de la desaturacion del fitoeno son la fitoeno desaturasa
(PDS, que cataliza la primera reaccion de desaturacion del fitoeno) y la {-caroteno
desaturasa (ZDS). La actividad de la enzima PDS puede ser inhibida por la accion

del norflurazén (NF2).

Sorprendentemente, todas las reacciones necesarias para la conversion de fitoeno
en licopeno pueden ser llevadas a cabo por la fitoeno desaturasa bacteriana (Crtl),
quien es capaz de realizar todas las reacciones de isomerizacién y desaturacién
antes mencionadas. Esta enzima bacteriana ha sido ampliamente utilizada en
abordajes de ingenieria genética que pretendian incrementar los niveles de
carotenoides en diferentes especies de plantas'®. La enzima Crtl, que presenta
poca similitud con las desaturasas e isomerasas de carotenoides vegetales, no es
inhibida por NFZ'7.
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A continuacién el licopeno, que es una molécula lineal, sufre una reaccion de
ciclacion que genera un anillo de seis carbonos en cada uno de sus extremos. La
formacién de un anillo € o un anillo B en el primer paso de ciclacion depende
unicamente del tipo de ciclasa que actue sobre el licopeno, ya que la actividad de
la enzima B-ciclasa (LCY- B) difiere de la actividad de la enzima ¢-ciclasa (LCY- €)
Unicamente en la posicién donde introducen el doble enlace en anillo ciclohexano.
A diferencia de LCY- B que es capaz de catalizar la conversion de licopeno en 3-
caroteno introduciendo dos anillos 3, para la formacion de a-caroteno se requiere

la actuacidn consecutiva de ambas ciclasas.

Las xantéfilas son moléculas derivadas de la oxidacion de lo carotenos. La
hidroxilacion del a y del B-caroteno produce la luteina y la zeaxantina
respectivamente. La hidroxilacion redundante del a y del B-caroteno puede
llevarse a cabo a través de la accién de dos no-hemo hidroxilasas (CHY1 y CHY2)
o bien a través de las hidroxilasas tipo citocromo P450, CYP97A y CYP97C. La
hidroxilacion del anillo B la llevan a cabo tanto CHY1 y CHY2 como CYP97A, y
genera zeaxantina a partir de [-caroteno. Sin embargo, la hidroxilacién del anillo €
del a-caroteno para producir luteina tiene lugar gracias a la accién de la

hidroxilasa CYP97C'®. El nivel de redundancia varia segtn el tejido'.

1.4 Género Haloferax

Los microorganismos haléfilos por excelencia son conocidos como halobacterias,
preferentemente crecen entre 3,5 a 4,5 molar de cloruro de sodio®. Actualmente
se encuentran clasificados dentro de la clase Halobacteria, orden Halobacteriales,
familia Halobacteriaceae, donde las distintas especies se encuentran en 15
géneros reconocidos.

Las halobacterias son la biomasa mas representativa de los ambientes
talasohalinos y atalasohalinos como el Mar Muerto, salinas y/o pozos salinos. La




Optimizacién de la produccion de carotenoides por Haloferax sp. utilizando el método de superficie
de respuesta

mayoria de estos microorganismos haldfilos contienen en sus membranas

carotenoides que brindan coloraciones rojizas a muchos de estos ambientes’.

La coloracion de muchos ambientes salinos es causada por poblaciones de
arqueas del orden Halobacteriales, las cuales contribuyen la absorcion de energia

luminosa y en consecuencia mejora la evaporacion'.

En los pozos cristalinos los microorganismos prevalentes que se pueden aislar,
entre otros, diferentes especies de Archea entre las cuales destacan los géneros
Halobacterium, Haloferax, Haloarcula, y Halorubrum'.

El género Haloferax abarca especies caracterizadas por ser células pleomorficas,
méviles, Gram negativos, que crecen en altas concentraciones de cloruro de
sodio; las especies mejor conocidas dentro de este género son H. alexandrinus, H.
elongans, H. larsenii, H. lucentensis, H. mucosum, H. prahovese, H. sulfurifontis,
H. volcanii, H. denitrificans, H. gibbonsii y H. mediterrane’°. El principal glicolipido
de sumembrana es el S-DGD-1 y el contenido de G+C es de 59,5 -64,0 mol%~".

1.5 Produccion de carotenoides

La produccion de carotenoides se da en diversos organismos y tan diversos son
éstos como los ambientes donde se producen.

Actualmente, la mayoria de los carotenoides en el mercado mundial son

producidos por sintesis quimica o por extraccion quimica a través de solventes de

23, 24

fuentes naturales no microbianas, preferentemente plantas22’ Los

microorganismos mas representativos conocidos como fuentes de carotenoides

25, 26

destacan Dunaliella salina que es fuente de beta-caroteno y Haematoccocus

pluvialis fuente de astaxantina®’ %29,

En los ultimos afnos ha habido un gran interés por encontrar nuevas fuentes
microbianas de carotenoides, en este sentido las bacterias haldfilas son
microrganismos atractivos para dicha finalidad.

10
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A continuacion se describe algunos carotenoides importantes que son obtenidos

de fuentes microbianas:

La astaxantina es un carotenoide rojo responsable de la coloracion caracteristica
de la carne de salmones y caparazones de los crustaceos. Se ha reportado
recientemente un proceso semi-industrial para produccién de astaxantina
mediante la fermentacién de Xanthophyllomyces dendrorhous®. También se
reportaron en condiciones fotoautotréficas en una columna de burbuja con la

adicion de nutrientes por H. pluvialis®'.

La beta-criptoxantina posee un gran potencial debido a sus aplicaciones, sin
embargo, son pocos los microorganismos que la producen, entre estos se
encuentran B. lineus, Flavobacterium lutescens y Flavobacterium multivorum; no
obstante, su produccion aun no es comparable con las de fuentes citricas y de

pimientos® 3334,

La cantaxantina es un diceto-carotenoide extraido en primer lugar de hongos
comestibles. Se han reportado pocas fuentes microbianas de este carotenoide
tales como Haloferax alexandrinus, Corynebacterium michiganense, Micrococcus
roseus, Brevibacterium sp., Gordonia jacobaea, y Dietzia natronolimnaea; también
se ha encontrado que algunas microalgas también la producen Chlorella
pyrenoidosa, Chlorella zofingiensis, Chlorella emersonii, y Dictyococcus
cinnabarinus® * 3. Por otro lado, también se demostré mediante estudios in vitro
que la cantaxantina tiene mayor actividad antioxidante que el beta-caroteno debido

a la presencia de los grupos ceto en las posiciones 4 y 4’ del anillo de B-ionona®.

La fucoxantina es una xantéfila presente en las algas marrones y algas marinas
marrones comestibles. Undaria pinnatifida y Lamaria sp. son las algas marinas
comestibles mas sobresalientes en el mercado asiatico, ademas se ha reportado
la produccién de fucoxantina de Hijikia fusiformis, Ecklonia stolonifera, vy

Sargassum siliquastrum®” 38 3°,

11
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La luteina es uno de los carotenoides que ha crecido rapidamente a nivel
comercial, actualmente la fuente principal son los pétalos de claveles (Tagetes
erecta), pero su presencia es baja, alrededor de 0,03% de peso seco® *!*2. Los
microorganismos donde se ha estudiado la presencia de este carotenoide es en
las microalgas Chlamydomonas reinhardtii, Muriellopsis sp., Chlorella
protothecoides, y Scenedesmus almeriensis, sin embargo no hay trabajos

relacionados sobre la produccién a escala de bioreactor.***°

Tabla 1. Fuentes Microbianas de Carotenoides:

Carotenoides Fuentes microbianas Rendimiento
Astaxantina Xanthophyllomyces dendrorhous 1,080 ug/g; 4,7 mg/g de material
celular seco
Haematococcus pluvialis 350 mg/L
290 mg/L
22,7 mg/g
B-caroteno Blakeslea trispora 420 pg/g
Dunaliella salina 10,35 mg/L

Streptomyces  chrestomcyeticus NR*
subsp. Rubescens

Rhodotorula glutinis mutant 32 250 mg/L

B-criptoxantina Brevibacterium linens 0,3 pg/mL
Flavobacterium lutescens 770 mg/Kg

Fucoxantina Undaria pinnatifida 30 g/Kg
Saragassum fusiforme 79,5 g/Kg
Laminaria japonica 122,1 ug/g

Luteina Chlorella zofingiensis 21 pg/mL

Chlorella protothecoides CS-41 225 pg/mL
Muriellopsis sp. 35 pg/mL

Scenedesmus almeriensis 0,7 g/L

12
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Zeaxantina Dunaliella salina 6 mg/g
Phormidium laminosum 5,9 mg/mg
Flavobacterium multivorum 10,65 pg/mL
Microcystis aeruginosa 0,962 mg/g

*NR: No reportado
1.6 Condiciones que determinan la produccion de carotenoides

La mayor limitacién de la produccién de carotenoides microbianos es la baja
produccién, lento crecimiento, y altos costos de produccién comparados a la
sintesis quimica, pero debido a la facil manipulacién de los microorganismos son

un sistema excelente para produccién a gran escala“®.

No obstante, estrategias tales como la optimizacién de condiciones de produccion
y crecimiento asi como la preparacion de mutantes usando ingenieria genética

mejoran la productividad de carotenoides.

Los carotenoides mas encontrados en las arqueas haléfilas son carotenoides de
50 carbonos, principalmente bacterioruberina y sus derivados que incluyen

monoanhidrobacterioruberina y bisanhidrobacterioruberina*” 2.

Los carotenoides son producidos con una finalidad protectora en contra del dafo
causado por las altas intensidades de luz en el rango visible y ultravioleta, y para

reforzar la membrana celular.

La produccion de carotenoides a traveés de microorganismos involucra en primer
lugar el cultivo del microorganismo en un medio de cultivo adecuado que cumpla
los requerimientos minimos para su crecimiento. Luego de la etapa de cultivo
sigue la obtencién de la masa celular que contiene los carotenoides para luego
aplicar métodos extractivos que implican la liberacidon de los carotenoides
mediante la lisis celular para luego utilizar solventes con capacidad extractiva de
carotenoides.

13
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Las condiciones en las cuales se produzcan los carotenoides dependera muchas
veces de las condiciones de crecimiento del microorganismo, en este sentido se
puede sefalar que la temperatura, luz, disponibilidad de nutrientes, tension de
oxigeno, pH, concentracion salina, etc., seran factores relevantes que

determinaran la produccién de carotenoides asi como sus tipos.

I.7 Diseno Factorial y Método de Superficie de Respuesta (RSM)
Diseino Factorial

El disefio factorial es un arreglo experimental en el que un nimero de niveles (p)
son escogidos para cada factor (k), donde se establecen p* ensayos por
experimento. En este sentido, si se escogen 2 niveles para cada uno de 3

factores que se analizaran el nimero de ensayos sera de 2°, es decir 8 ensayos™®.

Cuando se hace uso de todos los ensayos posibles, se esta hablando de un
experimento factorial completo, las respuestas se miden en todas las
combinaciones de los niveles de factores experimentales. Las combinaciones de
niveles de factores representan las condiciones en las cuales se mediran las
respuestas. Cada condicidén experimental es denominada ensayo y la medicién de
respuesta es una observacién. Por ende, la totalidad del conjunto de ensayos es el
"disefio" °',

Asimismo, también existen disefios factoriales fraccionados cuya finalidad es
minimizar el tiempo y costo del disefio. Todos aquellos disefios factoriales en los
cuales se excluyen una o mas combinaciones de niveles se denominan disefios
factoriales fraccionados® 3,

Los disenos factoriales fraccionados son utiles en la exploracion de factores
porque reducen el numero de ensayos a un tamano que pueda manejarse. Los
ensayos que se realizan son un subconjunto seleccionado o fraccién del disefio

factorial completo. Sin embargo, existe la probabilidad de al no ejecutar todas las

14
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combinaciones de los niveles de los factores, algunos de los efectos se

confundan®.
Superficie de Repuesta

La Metodologia de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas sistematicas
empleadas para modelar y analizar problemas en los que una variable de interés
(respuesta) es influenciada por otras variables, estas ultimas mejor conocidas
como factores. El propédsito de esta metodologia es optimizar la variable de interés

determinando las condiciones dptimas de los factores en el sistema®.

Los factores son los parametros que afectan directamente la variable de interés,
éstos son de caracter cuantitativo. Asimismo, la respuesta es un valor cuantitativo

y el interés primordial de la superficie de respuesta es optimizar dicho valor®®.

Los métodos de superficie de respuesta se pueden utilizar para:

encontrar valores de configuracibn de factores (condiciones de

funcionamiento) que producen la "mejor" respuesta,

- encontrar valores de configuracion de factores que satisfagan las

especificaciones de funcionamiento o proceso,

- identificar nuevas condiciones de funcionamiento que produzcan una
mejora demostrada en la calidad del producto frente a la calidad alcanzada

por las condiciones actuales, y/o

modelar una relacidén entre los factores cuantitativos y la respuesta.

El proceso de metodologia de superficie de respuesta requiere mas de una etapa
de experimentaciéon y analisis. Los pasos que se muestran a continuacién son
tipicos y dependiendo del experimento se pueden realizar en un orden distinto o

incluso eliminar alguno:

15
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1. Determinar cuales son los factores influyentes, es decir, cuales son las
condiciones del proceso que ejercen influencia en los valores de la variable

de respuesta.

2. Generar un disefio estadistico que puede ser un disefio Central compuesto
o0 Box-Behnken.

3. Realizar el experimento y recolectar los datos de respuesta de acuerdo al
diseno estadistico seleccionado.

4. Analizar el disefio de superficie de respuesta en base a los datos
experimentales obtenidos.

5. Realizar una grafica de superficie 0 de contornos para mejor visualizacion

de los patrones de la superficie de respuesta.

6. Optimizacion de la respuesta.

Diseinos compuestos centrales

Los disefos centrales compuestos se recomiendan con frecuencia cuando el plan
del diseio requiere de un experimento secuencial, debido a que estos disefos
pueden incorporar informacion de un experimento factorial planificado
apropiadamente. Los puntos factoriales y centrales pueden servir como una etapa
preliminar donde usted pueda ajustar un modelo de primer orden (lineal), pero
ofrecen evidencia relacionada con la importancia de una contribuciéon o curvatura

de segundo orden®'.
Disefios de Box- Behken

Los disefios de Box-Behnken son utilizados cuando se ejecutan experimentos no
secuenciales. Es decir, usted planifica ejecutar el experimento una sola vez. Estos
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disenos permiten una estimacion eficiente de los coeficientes de primer y segundo
orden. En virtud que los disefios de Box-Behnken tienen menos puntos de disefo,
la aplicacion de este tipo de disefios podria resultar menos costosa que ejecutar

disefios compuestos centrales con el mismo niimero de factores®'>°.

Los disefios de Box-Behnken también pueden ser utiles si usted conoce la zona
de operacidbn segura de su proceso. Los disefios centrales compuestos
generalmente tienen puntos axiales fuera de la zona de operacion segura. Estos
puntos pudieran no encontrarse en la regién de interés, o pudiera ser imposible
ejecutarlos porque se encuentren mas alla de los limites de operacion segura.

I.8 Optimizacion de la produccién de carotenoides usando MSR

La optimizacion usando la metodologia de superficie de respuesta ha sido
ampliamente usada en diversos procesos del ambito técnico toda vez que permite
la adecuacion de sistemas econdmicos, mejora la calidad de los procesos a
experimentar y es una herramienta que permite realizar mayores investigaciones
tomando como partida condiciones establecidas de experimentacidén sustentadas
en modelos matematicos y estadisticos.

Algunos ejemplos puntuales del uso de la metodologia de superficie de respuesta

se citan a continuacion:

Vazquez y Martin, 1997°, usaron el método de superficie de respuesta ara
optimizar el crecimiento de Phaffia rhodozyma en fermentacion continua. Usando
un diseno factorial se predijo las condiciones 6ptimas de fermentacién que son un
indice de dilucién de 0,022/h y un pH de 6,90. La concentracién de astaxantina en
las condiciones optimizadas fue de 544 mg de astaxantina por kilogramo de

biomasa celular seca.

Ramirez y col., 2001°, utilizaron un método secuencial basado en la aplicacién
de tres disefios experimentales en la optimizacién de la produccion de astaxantina
de una cepa mutante de Phaffia rhodozyma, el primer disefio fue un disefio
factorial, luego emplearon el método de ascenso empinado y finalmente
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emplearon un método de superficie de respuesta de segundo orden. Encontraron
que la condiciones Optimas que estimulan una alta produccidén de astaxantina fue
una temperatura de 19,7°C; concentracién de carbono 11,25 g/L, pH 6,0, inéculo
de 5% y concentracion de nitrégeno 0,5 g/L obteniendo una produccién de 8100

ug/L.

Thana y col, 2007°%, optimizaron la produccion de astaxantina por
Haematococcus pluvialis empleando la metodologia de superficie de respuesta,
las condiciones Optimas alcanzadas para la produccion fueron temperatura de
70°C, presion de 50 MPa y tiempo de 4 horas produciendo una cantidad de
astaxantina de 23,04 mg/g.

Khodaiyan y col., 2008, obtuvieron 5,32 mg/L de cantaxantina mediante la
optimizacién de la produccién en matraces por Dietzia natronolimnaea, donde los
factores relevantes para la optimizacién fueron pH de 7,53, concentracién de
glucosa de 25,90 g/L y concentracion de cloruro de sodio de 3,42 ¢/L, para tal

efecto utilizaron un disefio factorial y luego un disefio central compuesto.

Wang y col., 2008°°, optimizaron la produccién de B-caroteno en una cepa
mutante de Rhodotorula glutinis RG6 previamente tratada por presion hidrostéatica
alta de 300 MPa por 15 min. Obtuvieron una produccién maxima de -caroteno de
13,43 mg/L a pH 6,7, 4,23 g/L de extracto de levadura, glucosa 12,11 g/L, 30mL/L
de inéculo, extracto de tomate 2,5 mL/L, aceite de mani 0,5 mL/L y sulfato de
amonio de 5 g/L; el medio de fermentacién se optimizé haciendo uso del método

de superficie de respuesta.

Nasri y Hadi, 2009', aplicaron un disefio de superficie de respuesta a un proceso
de alimentacion discontinua para la optimizacion de intermediarios de ciclo de
acido tricarboxilico para incrementar la produccién de cantaxantina por Dietzia
natronolimnaea HS-1. Encontraron que los intermedios alfacetoglutarato,
oxalacetato y succinato se seleccionaron por tener efectos positivos en la
produccién de carotenoides, los éptimos fueron 9,69 mM, oxalacetato 8,68 mM,
succinato 8,51 mM para una produccién de 13172 pg/L.
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I.9 Aplicacion de los carotenoides.

Solo algunos carotenoides poseen aplicacién industrial de los aproximadamente
600 carotenoides encontrados en la naturaleza, la mayoria de estos han resaltado

por sus propiedades como antioxidantes vy filtros solares'?.

La mayoria de estos carotenoides provienen de sistemas quimicos, sin embargo
se ha visto que producen efectos peligrosos en seres humanos a intervalos de
dosis elevadas, en consecuencia han sido advertidos por agencias como la FDA®'.

Una dieta rica en B-caroteno disminuye el riesgo de padecer cataratas y
enfermedades coronarias®. Diversos estudios relacionan dosis elevadas de
licopeno con la prevencion del cancer de pecho®, del cancer de prostata® y en el
caso de ingestas elevadas de luteina aun queda por determinar su efecto positivo
en la disminucién del riesgo de cancer de colén®. El mayor beneficio del B-

caroteno es su papel como provitamina A.

Un ejemplo concreto del uso de carotenoides en el &mbito biotecnologico es el
caso del “Golden rice”, donde la introduccion en arroz de genes biosintéticos
apropiados para la formacién de B-caroteno permitié la obtencion de un arroz
enriquecido en este pigmento, cuya ingesta ayuda a prevenir la ceguera infantil®.

Los carotenoides reducen la penetracion del oxigeno singulete mediante la
disminucién de la fluidez de la membrana celular consecuentemente se emplean
como capturadores de radicales libres en la prevencion de muchas enfermedades

degenerativas como por ejemplo el cancer®’.

La astaxantina es conocida por depurar los radicales libres y evitar la accién del
oxigeno singulete, asimismo se he evidenciado que mejora el sistema
inmunoldgico, proteger la piel de la radiacién y boquear reacciones inducidas por
toxinas y sustancias quimicas. Por consiguiente, es usado en industria
farmacéutica cosmética y nutracéutica®® ® "°. Los microorganismos méas usados
para producir este carotenoides son H. pluvialis y Xanthophyllomyces

dendrorhous’" 2.
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El beta-caroteno es conocido por su accion antioxidante y precursor de vitamina A
y es muy usado en alimentos y productos para alimentacién animal. Dunaliella es
uno de los principales productores de este carotenoide’ "*. Ademas de Dunaliella
otra de las fuentes comparables incluso a la produccién de sintesis quimica es

Blakeslea trispora”.

Beta-criptoxantina es un carotenoide del grupo de las xantofilas con una potencial
accion de provitamina A y se ha reportado que mejora la calcificacion anabdlica
del hueso™. Otros estudios también indican su accién en la prevencién del cancer

de préstata, cancer de pulmén, cancer de coldn y artritis reumatoide’” .

La cantaxantina es ampliamente usada como colorante en alimentos, aditivos
alimentarios para la yema de huevo, pescados y criaderos de crustaceos. También
es usado en la industria cosmética como agente de bronceado para la piel.
Asimismo, se ha reportado su uso en la prevencion de la supresion inmunologica
inducida por radiacion UV en ratones, como agente protector en el cancer de piel
en ensayos preclinicos, y su utilidad en el tratamiento de afecciones dérmicas tal

como la fotodermatosis® &.

La fucoxantina es muy importante en las industrias nutracéuticas y alimentarias
debido a sus caracteristicos beneficios en la obesidad y diabetes. La ingesta de
fucoxantina promueve el metabolismo de las grasas, preferentemente alrededor
del area abdominal®® 88 Por otro lado, se ha demostrado que un suplemento de
0,2% de fucoxantina disminuye las concentraciones de insulina plasmatica y
glucosa en sangre en ratones, también se ha visto que actia como anticoagulante,

antiinflamatorio antioxidante y antimicrobiano®2,

Zeaxantina que es una isomero de la luteina y es producida por microrganismos
tales como Flavobacterium sp., Dunaliella sp. y Microcystis aeruginosa, se ha
reportado un rol importante en la prevencion del cancer, degeneracion macular
relacionada a la edad y mejoramiento de la inmunidad. Asimismo, también es

usado como colorantes en la industria cosmética y alimentaria® %> %,
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ll. MATERIALES Y METODOS

lll.1 Material biologico

Microorganismo: Haloferax sp. (W2) del cepario del Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, aislado de las salinas de Huacho®’.

lll.2 Preparacion del material biolégico
lll.2.1 Reactivacion de Haloferax sp. (W2)

Se procedié a la activacion del Haloferax sp. (W2) en un medio liquido de agua de
sales (SW®) al 20% suplementado con extracto de levadura (YE) al 1%. El medio
fue esterilizado a 123 °C y 15 Ib/pulg.?. El tiempo de activacién fue de 5 dias a 37

°C sin agitacién.
l11.2.2 Preparacion del preinéculo

Una colonia de Haloferax sp. (W2) se sembré en un matraz Erlenmeyer de 250
mL conteniendo 50 mL de medio de cultivo SW 20% suplementado con YE 0,5%

a pH 7,0. El preinéculo se incub6 a 37 °C durante 3 dias sin agitacion.

lll.3 Produccién en matraces

La produccién de carotenoides se realiz6 en dos etapas antes de proceder con la
optimizacion, en primer lugar se empled un disefo factorial para determinar qué
factores influyen en la producciéon de carotenoides. Luego, se realizé un disefo
central compuesto para determinar la superficie de respuesta y la grafica de
contornos, por ultimo se determind las condiciones 6ptimas de los factores

influyentes y el rendimiento optimizado de carotenoides.
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ll1.3.1 Producciéon mediante el disefo factorial

La produccion en matraces se realizd en base a un disefo factorial fraccionado de
2%, se tomaron 5 factores a analizar siendo éstos: concentraciones de inéculo, YE
y sales, pH y temperatura; asimismo para cada factor se ensayaron 2 niveles tal

como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Rango de variables a diferentes niveles
para el diseno factorial fraccionado

Variables independientes Niveles

(Xi) -1 | +1

X1 | Concentracion de indculo (%) 5 110
X2 | Concentracion de YE (g/L) 3|7
X8 | Concentracion de sales SW (%) 15 | 25
X4 | pH 6 |8
X5 | Temperatura (°C) 35 | 40

Donde:

X1 a X5: Variables independientes.

-1: Nivel inferior de la variable independiente.
+1: Nivel superior de la variable independiente.

Mediante el programa estadistico Minitab 16 se establecié el disefio matriz para un
estudio factorial de media fraccion, donde se establecieron 16 ensayos
correspondientes a la aleatorizacidén de los dos niveles de los 5 factores (variables
independientes), y 4 ensayos que reflejan los puntos centrales del disefio matriz.
El total de ensayos aleatorizados codificados y decodificados se muestran en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Diseno factorial de media fraccion, ensayos codificados y
decodificados

Disefio matriz
Ensayo
N° X1 | X2 | X3 | X4 | X5 |[in6culo] | [YE] | [SW] | pH | °C
1 -1 1 1 -1 1 5 7 25 6 40
2 1 -1 ] -1 1 1 10 3 15 8 40
3 = I O s B A B 5 7 15 6 | 35
4 = I I T s T A O I 5 3 25 8 | 40
5 -1 1 -1 1 1 5 7 15 8 40
6 1 1 -1 ] -1 1 10 7 15 6 40
7 1 1 1] -1 -1 10 7 25 6 | 35
8 1] -1 ]-1-1]-1 10 3 15 6 | 35
9 = I I T R I A I I 5 3 15 6 | 40
10 = B I T T T A B 5 3 25 6 | 35
11 = B I I s B A B 5 3 15 8 | 35
12 1171 |-1]1 10 3 25 6 | 40
13 101 1] 1| -1 5 7 25 8 | 35
14 o|jolojo0|oO 7.5 5 20 7 | 375
15 -1 1| - 10 3 25 8 | 35
16 o|jolo|O0|oO 7.5 5 20 7 | 375
17 o|jolo0o|O0|oO 7.5 5 20 7 | 375
18 o|jo|lo0|O0]|oO 7.5 5 20 7 | 375
19 1 1 1 1 1 10 7 25 8 40
20 1 11711 10 7 15 8 | 35

Donde:

X1 a X5: Variables independientes.

-1: Nivel inferior de la variable independiente.

+1: Nivel superior de la variable independiente.

0: Nivel intermedio de la variable independiente.

[indculo]: Concentracion de indculo expresado en porcentaje.

[YE]: Concentracion de extracto de levadura expresado en gramos por litro.
[SW]: Concentracién de agua de sales expresado en porcentaje.

pH: Potencial de hidrogeniones.

°C: Temperatura en grados centigrados.
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Los 20 ensayos de la tabla 3 fueron realizados en matraces de 250 mL
conteniendo 50 mL de medio de cultivo e incubadas durante 7 dias en un agitador
de vaivén a 100 rpm.

ll1.3.2 Producciéon mediante disefio central compuesto

Después de determinar los factores influyentes en la produccién de carotenoides
mediante el disefio factorial, se procedié con el siguiente paso que fue establecer
el diseno matriz del disefio central compuesto. El disefio central compuesto
analizd los 4 factores influyentes, los niveles de dichos factores se detallan a

continuacion.

Tabla 4. Rango de variables a diferentes niveles para el
disefio central compuesto

Niveles
Variables independientes (Xi) -1 +1
X1 Concentracién de YE (g/L) 5 10
X2 Concentracién de SW (%) 15 25
X3  |pH 5 7
X4 Temperatura (°C) 38 45

Donde:

X1 a X4: Variables independientes.

-1: Nivel inferior de la variable independiente.
+1: Nivel superior de la variable independiente.

Mediante el disefio central compuesto se analizé la influencia de los 4 factores
seleccionados, mediante un diseno matriz establecido por el programa Minitab 16,
en este disefio se realizaron 31 ensayos para los niveles establecidos

previamente, el disefio matriz fue el siguiente:
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Tabla 5. Diseiio central compuesto con ensayos decodificados

DISENO MATRIZ

Ensayo N° | TipoPt | Bloques | YE | SW | pH | °T
1 0 1 7.5 20 6 | 415
2 0 1 7.5 20 6 | 415
3 1 1 10 15 7 45
4 0 1 7.5 20 6 | 415
5 1 1 15 | 7 38
6 1 1 25 | 7 38
7 -1 1 75 | 20 8 | 415
8 -1 1 125 | 20 6 | 415
9 -1 1 75 | 20 6 | 48.5
10 1 1 10 25 7 38
11 1 1 10 25 5 45
12 1 1 5 25 7 45
13 1 1 10 | 25 | 5 38
14 1 1 5 25 | 5 | 45
15 1 1 5 15 | 5 38
16 1 1 10 15 7 38
17 0 1 7.5 20 6 | 415
18 1 1 10 15 5 38
19 0 1 7.5 20 6 | 415
20 -1 1 7.5 20 6 | 345
21 1 1 5 15 5 45
22 1 1 25 5 38
23 -1 1 7.5 30 6 | 415
24 1 1 10 25 7 45
25 -1 1 25 20 6 | 415
26 -1 1 7.5 10 6 | 415
27 0 1 75 | 20 6 | 415
28 -1 1 75 | 20 4 | 415
29 1 1 10 15 5 45
30 0 1 75 | 20 6 | 415
31 1 1 5 15 7 45
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Donde:

X1 a X4: Variables independientes.

-1: Nivel inferior de la variable independiente.

+1: Nivel superior de la variable independiente.

0: Nivel intermedio de la variable independiente.

Tipo Pt: Tipo de punto.

[YE]: Concentracion de extracto de levadura expresado en gramos por litro.
[SW]: Concentracién de agua de sales expresado en porcentaje.

pH: Potencial de hidrogeniones.

°C: Temperatura en grados centigrados.

Cada ensayo del disefio matriz fue realizado en matraces de 250 mL conteniendo
50 mL de medio de cultivo e incubadas durante 7 dias en un agitador de vaivén a

100 rpm.

lll.4 Extraccion y determinacion
I11.4.1 Medicién de biomasa*

La biomasa se midié por densitometria éptica en un espectrofotdmetro de luz UV.
Se tomé 1 mL del cultivo al cabo de 7 dias y se procedié a su dilucion con 9 mL
de SW, proporcién 1:10. Luego se procedid a medir las absorbancias de las
diluciones obtenidas a una longitud de onda de 660 nm. Los resultados obtenidos

se expresaron como Absorbancia x 10.
I11.4.2 Extraccion de carotenoides’

Se tomaron 10 mL de cultivo en tubos Falcdén de 15 mL, luego se centrifugé a
5000 rpm por 15 min a 4 °C. Después, se lavo el pellet con SW, se anadié 1 mL de
etanol frio y mezclé en un vértex para liberar los carotenoides, después se
procedi6 a trasvasar el contenido de la mezcla a un microtubo de 1,5 mL.
Posteriormente, se centrifugd a 10000 rpm durante 5 min, el sobrenadante
contenia la solucién etandlica con carotenoides; el pellet fue resuspendido en 1
mL de etanol frio para luego volver a centrifugar a las mismas condiciones, esta
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ultima etapa se repiti6 hasta obtener un pellet de color blanco. La solucion

etandlica fue usada para las siguientes determinaciones.
lll.4.3 Determinacién de carotenoides

Las soluciones etandlicas con carotenoides fueron analizadas mediante
espectrofotometria UV a una longitud de onda de 474 nm para determinar
carotenoides totales presentes. La concentracion de carotenoides totales fue
obtenida aplicando la férmula de Schiedt y Liaaen-Jensen®:

(A474)x(Ve)x(10%)
(AT )x(100)

lcm

Carotenoides totales (pg /L) =

Donde A,;, es la maxima absorbancia de carotenoides totales en etanol, V; es el
volumen de la muestra y A% es el coeficiente de absorcion especifica de
carotenoides totales para una solucién al 1% en 1cm de celda, para el presente

caso se consider6 el valor de 2200 para A%,.

l11.5 Optimizacion

La optimizacion se realizé por una analisis de varianza (ANOVA) para lo cual se
emple6 el programa de software estadistico Minitab 16, donde se analizé los
resultados estadisticos, asi cdmo se elaboraron las graficas de Pareto, Normal,
Superficie de respuesta y contornos para poder obtener las condiciones 6ptimas

de produccién de carotenoides.
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IV. RESULTADOS
IV.1 Diseno Factorial

Los resultados de biomasa y concentracion de carotenoides obtenidos para el
disefio factorial de media fraccion (2°7) se presentan en la Tabla 6, los resultados
de biomasa fueron expresados en Absorbanciax10 y la concentracion de
carotenoides en pg/L.

Tabla 6. Concentraciones de biomasa y carotenoides totales en base al
diseno factorial

Disefio matriz Resultados experimentales
Ensayo N° | [indculo] | [YE] |[SW] |pH| °C | Biomasa DO x 10 | Carotenoides (ug/L)
1 5 7 25 40 1.9900 37 33
2 10 3 15 40 0.7000 12090.9091
3 5 7 15 35 1.2000 14295.4545
4 5 3 25 40 0. 100 15704.5455
5 5 7 15 40 1.2700 221 1.1 2
6 10 7 15 40 1.5100 311 1. 1 2
7 10 7 25 35 1.3300 204 4 4
8 10 3 15 35 0.5400 7545.4545
9 5 3 15 40 0. 100 15522.7273
10 5 3 25 35 0.7100 12454.5455
11 5 3 15 35 0.4750 5 3.34
12 10 3 25 40 1.0000 24795.4545
13 5 7 25 35 0. 550 931. 1 2
14 7.5 5 20 | 7 |375 1.05 7 21772.7273
15 10 3 25 35 0.4200 7295.4545
16 7.5 5 20 | 7 |375 1.0433 19 1.1 2
17 7.5 5 20 | 7 |375 1.1050 203 33
18 7.5 5 20 | 7 |375 1.0300 1 727.2727
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19 10 7 25 40 1.4 00 20000.0000

20 10 7 15 35 0.9900 9454.5455

Donde:

[inéculo]: Concentracion de indculo expresado en porcentaje.

[YE]: Concentracion de extracto de levadura expresado en gramos por litro.
[SW]: Concentracién de agua de sales expresado en porcentaje.

pH: Potencial de hidrogeniones.

°C: Temperatura en grados centigrados.

DO: Densidad 6ptica expresada en absorbancia.

Se obtuvo un mayor crecimiento de Haloferax sp. (W2) a una concentracién de
indculo de 5%, concentracion de extracto de levadura de 7 g/L, SW 25%, pH 6 y
40 °C (ensayo N°: 1); asimismo, el mayor rendimiento de carotenoides se obtuvo a

las mismas condiciones.

Por el contrario, las concentraciones de in6culo 10%, extracto de levadura 3 g/L,
SW 25 %, pH 8 y 35 °C (ensayo N°: 15) obtuvo la menor biomasa; y el menor
rendimiento de carotenoides se obtuvo a las concentraciones de inéculo de 5 %,
extracto de levadura 3 g/L, SW 15 %, pH 8 y 35 °C (ensayo N° 11).

ANALISIS ESTADISTICO PARA BIOMASA

Tabla 7. Analisis de varianza para biomasa DO x 10

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Efectos principales 5 2.68179 2.68179 0.53636 501.64 0.000
[indculo] 1 0.00016 0.00016 0.00016 0.15 0.728
[YE] 1 1.79560 1.79560 1.79560 1679.37 0.000
[SW] 1 0.05062 0.05063 0.05063 47.35 0.006
PH 1 0.32776 0.32776 0.32776 306.54 0.000
°C 1 0.50766 0.50766 0.50766 474.79 0.000
2° orden (interacciones) 10 0.21690 0.21690 0.02169 20.29 0.015
[inbculo] * [YE] 1 0.00023 0.00023 0.00023 0.21 0.678
[inbéculo] * [SW] 1 0.00040 0.00040 0.00040 0.37 0.584
[inbculo] *pH 1 0.03151 0.03151 0.03151 29.47 0.012
[indéculo]*°C 1 0.00006 0.00006 0.00006 0.05 0.833
[YE]* [SW] 1 0.01381 0.01381 0.01381 12.91 0.037
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[YE] *pH 1 0.02103 0.02103 0.02103 19.66 0.021
[YE]*°C 1 0.05063 0.05063 0.05063 47.35 0.006
[SW] *pH 1 0.06760 0.06760 0.06760 63.22 0.004
[SW]*°C 1 0.02890 0.02890 0.02890 27.03 0.014
pH*°C 1 0.00276 0.00276 0.00276 2.58 0.207
Curvatura 1 0.01378 0.01378 0.01378 12.89 0.037
Error residual 3 0.00321 0.00321 0.00107
Error puro 3 0.00321 0.00321 0.00107
Total 19 2.91568

Del andlisis ANOVA realizado se nota que los factores mas influyentes en la
produccidén de biomasa son las concentraciones de YE (p-value=0) y sales (SW)
(p-value=0,006), pH (p-value=0) y temperatura (p-value=0), en cambio se
evidencia que la concentracién de inéculo no posee influencia significativa en la
produccién de biomasa. Por otro lado, las interacciones entre factores mas
resaltantes que afectan la biomasa son “concentracion de YE x temperatura” (p-
value=0,006); “concentracion de SW x pH” (p-value de 0,004); “concentracion de
in6culo x pH (p-value de 0,012); “concentracion de YE x concentracion de SW” (p-
value de 0,037); “concentracién de YE x pH” (p-value de 0,021) y “concentracion

de SW x temperatura” (p-value de 0,014).

Las graficas de distribucion normal y de Pareto muestran los factores significativos
que influyen de forma determinante en la produccion de biomasa, dichos

resultados son congruentes con el anélisis ANOVA:
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(la respuesta es Biomasa DO x 10, Alfa = 0.05)

29
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Figura 1. Efectos estandarizados para biomasa

En la Figura 1 se observa que los factores mas significativos que afectan la
produccién de biomasa son las concentraciones de YE y SW, temperatura y pH
(puntos rojos de la figura).

(la respuesta es Biomasa DO x 10, Alfa = 0.05)

3.18
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Figura 2. Diagrama Pareto de efectos estandarizados para biomasa
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El diagrama de Pareto muestra la longitud de cada barra que es proporcional al

valor absoluto de su coeficiente de regresion asociado. La Figura 2 incluye una
linea vertical (3.18) que corresponde al 99% de limite de confianza que indica

significancia estadistica. Los factores cuyas barras cruzan esta linea son

significativos respecto a la respuesta deseada.

ANALISIS ESTADISTICO CAROTENOIDES

Tabla 8. Efectos y coeficientes estimados para Carotenoides (ug/L)

Término
Constante
[inbculo]

[YE]

[SW]

pH

°c
[inbculo] * [YE]
[inbculo] * [SW]
[inbculo] *pH
[inbéculo]l*°C
[YE]* [SW]

[YE] *pH
[YE]*°C

[SW] *pH
[SW]*°C

pH*°C

Pt Ctral

S = 2128.48

R-cuad. = 98.96

Efecto Coef SE Coef

16503 532.

296 148 532.
7688 3844 532.
3473 1736 532.
-8126 -4063 532.
11834 5917 532.
-249 -125 532.
-306 -153 532.
=757 -378 532.
-1103 -552 532.
-1334 -667 532.
-3285 -1643 532.
3096 1548 532.
-3387 -1694 532.
880 440 532.
-1726 -863 532.

3139 1189.

PRESS = *

R-cuad. (pred.) =

I T R T = T = S o e e S e e = T = W = S o

* o
°

T
31.01
0.28
7.22
3.26
-7.64
11.12
-0.23
-0.29
-0.71
-1.04
-1.25
-3.09
2.91
-3.18
0.83
-1.62
2.64

R-cuad. (ajustado)

O O O O O O O O O O O O O o o o o

P

.000
.799
.005
.047
.005
.002
.830
.793
.528
.376
.299
.054
.062
.050
.469
.203
.078

93.

44%

La regresion lineal nos indica que una ecuacién de primer orden es la que mejor

simula el disefio factorial.

Ecuacion 1:

Y = 16503 + 148X, + 3844X, + 1736X, — 4063X, + 5917X.
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El coeficiente de determinacién R nos indicé que el 98,96% de variabilidad en la
respuesta puede ser explicado por el disefo factorial, por lo que solo 1,04% de la
variacion no fue explicada por el disefio.

Tabla 9. Analisis de varianza para carotenoides (ug/L)

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P

Efectos principales 5 1109359178 1109359178 221871836 48.97 0.004
[indculo] 1 351415 351415 351415 0.08 0.799
[YE] 1 236448867 236448867 236448867 52.19 0.005
[SW] 1 48234077 48234077 48234077 10.65 0.047
PH 1 264124057 264124057 264124057 58.30 0.005
°C 1 560200761 560200761 560200761 123.65 0.002

2° orden (interacciones) 10 157311847 157311847 15731185 3.47 0.167
[inbculo] * [YE] 1 248110 248110 248110 0.05 0.830
[inbculo] * [SW] 1 374229 374229 374229 0.08 0.793
[inbculo] *pH 1 2289948 2289948 2289948 0.51 0.528
[inbéculo]l*°C 1 4868375 4868375 4868375 1.07 0.376
[YE]* [SW] 1 7121216 7121216 7121216 1.57 0.299
[YE] *pH 1 43165895 43165895 43165895 9.53 0.054
[YE]*°C 1 38332046 38332046 38332046 8.46 0.062
[SW] *pH 1 45895493 45895493 45895493 10.13 0.050
[SW]*°C 1 3095734 3095734 3095734 0.68 0.469
pH*°C 1 11920802 11920802 11920802 2.63 0.203
Curvatura 1 31525225 31525225 31525225 6.96 0.078

Error residual 3 13591296 13591296 4530432
Error puro 3 13591296 13591296 4530432

Total 19 1311787546

El analisis ANOVA mostré que los factores mas influyentes en la produccién de
carotenoides son concentraciones de YE y SW, pH y temperatura. Asimismo, las
interacciones entre los factores que tuvieron mayor influencia en la produccién de

carotenoides son “concentracion de SW x temperatura” y “pH x temperatura”.

Las figuras de distribuciéon normal y Pareto de los efectos estandarizados ratifican
los resultados obtenidos por el analisis del ANOVA:
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(la respuesta es Carotenoides (ug/L), Alfa = 0.05)
99
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Figura 3. Efectos estandarizados para carotenoides
La Figura 3 indica que los factores que tienen una importancia significativa para
produccién de carotenoides son las concentraciones de YE y SW, pH vy
temperatura; por el contrario se observa que la concentracién de inéculo no es

determinante en la produccién de carotenoides.

(la respuesta es Carotenoides (ug/L), Alfa = 0.05)
3.18
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D pH
E °C
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Figura 4. Diagrama Pareto de efectos estandarizados para carotenoides
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La Figura 4 corrobora que sélo 4 factores son relevantes en la producciéon de
carotenoides, siendo el orden de influencia de mayor a menor como sigue:
temperatura, pH, concentraciones de YE y SW. El limite vertical (3.18) indica el

limite de confianza que determina la significancia estadistica.

Asimismo, se observé que a concentraciones de YE altas (7g/L), nivel medio de
SW (20%), pH bajo (6,0) y temperaturas altas (40°C) hay una mayor produccién
de carotenoides (Figura 5).

Puesto que se evidencio que sélo para un nivel medio de concentracién de SW se
origina mayor produccién, los niveles de este factor para el disefio central
compuesto se mantendran iguales; por el contrario para concentracion de YE y
temperatura se explorara un nivel mas alto, y en el caso de pH se explorara un

nivel inferior.

Medias de datos
[YE] [SW]

20000 //* /\‘
150001 / .
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15 20 25
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Figura 5. Efectos principales para carotenoides

Lo resaltante de los disefios factoriales es que permiten evaluar las interacciones
de los factores y su influencia en la variable respuesta. En la Figura 6 las
interacciones entre “[YE] x [SW]’, “[YE] x temperatura”, “[SW] x temperatura” y “pH

x temperatura” indican cuales son los niveles altos de estos factores en cada
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interaccién donde hubo mayor produccién de carotenoides. Sin embargo, las

interacciones “[YE] x pH” y “[SW] x pH” muestran que a niveles mas bajos hay una
mayor produccion de carotenoides.

Medias de datos
15 20 25 6 7 8 35.0 375 40.0
; ; ; g " g i ; e
[YE]
—e— 3
] [} n 20000 | __
55 - 5
/‘ ‘\. 7
I 10000 [YE]
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[sw]
—e— 15
] [ 20000 | _.
[sw] - 20
\ 25
I 10000 [SW]
I 30000
pH
—e— ©
F20000 | g 7
pH
8
I 10000
C

Figura 6. Interaccion de factores para carotenoides

IV.2 Diseno central compuesto

La siguiente etapa consistid en ensayos experimentales de acuerdo al disefio
matriz de la Tabla 5, los resultados para biomasa y concentraciéon de carotenoides
se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Concentraciones de biomasa y carotenoides totales del diseho
central compuesto

Diseno matriz Resultados experimentales
Ensayo N° | [YE] |[SW]|pH | °C | Biomasa DO x 10 | Carotenoides pg/L

1 75| 20 | 6 [41.5 2.19 33336.3636
2 75| 20 | 6 [41.5 2.3 30700.0000
3 10 15 | 7 | 45 1.53 14013.6364
4 75| 20 | 6 [41.5 2.487 28363.6364
5 15 | 7 | 38 1.23 9636.3636
6 25 | 7 | 38 1.2 22681.8182
7 75| 20 | 8 [41.5 2.02 20090.9091
8 125 20 | 6 |41.5 2.947 20740.9091
9 75| 20 | 6 [48.5 1.92 36363.6364
10 10 | 25 | 7 | 38 2.11 21818.1818
11 10 | 25 | 5 | 45 0.11 1031.8182
12 5 25 | 7 | 45 0.94 15077.2727
13 10 | 25 | 5 | 38 2.82 13500.0000
14 5 25 | 5| 45 1.41 16895.4545
15 5 15 | 5 | 38 1.54 7454.5455
16 10 15 | 7 | 38 242 29545.4545
17 75| 20 | 6 |41.5 2.63 32390.9091
18 10 | 15 | 5 | 38 2.98 31909.0909
19 75| 20 | 6 |41.5 2.24 30636.3636
20 75| 20 | 6 |34.5 2.35 34181.8182
21 15 | 5 | 45 1.27 6577.2727
22 5 25 | 5| 38 1.21 29272.7273
23 75| 30 | 6 (415 0.1 909.0909
24 10 25 | 7 | 45 1.69 11195.4545
25 25| 20 | 6 [41.5 0.363 15559.0909
26 75| 10 | 6 [41.5 0.917 1804.5455
27 75| 20 | 6 [41.5 2.183 40909.0909
28 75| 20 | 4 {415 0 0
29 10 15 | 5 | 45 1.74 1181.8182
30 75| 20 | 6 [41.5 2.18 40936.3636
31 5 15 | 7 | 45 0.66 6013.6364
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Donde:

[YE]: Concentracién de extracto de levadura expresado en gramos por litro.
[SW]: Concentraciéon de agua de sales expresado en porcentaje.

pH: Potencial de hidrogeniones.

°C: Temperatura en grados centigrados.

DO: Densidad 6ptica expresada en absorbancia.

Se encontrd experimentalmente que a YE 10 g/L, SW 15%, pH 5,0 y 38°C hubo
una mayor produccion de biomasa (ensayo 18). Por otro lado, la mayor produccion
de carotenoides se realiz6 a YE 7,5 g/L, SW 20%, pH 6,0 y 41,5°C (ensayo 30).

Tabla 11. Parametros del diseio central compuesto

Factores: 4 Réplicas: 1
Ensayos base: 31 Total de ensayos: 31
Bloques base: 1 Total de bloques: 1

Factorial de dos niveles: Factorial completo

Puntos del cubo: 16
Puntos centrales en el cubo: 7
Puntos axiales: 8
Puntos centrales en axial: 0
Alfa: 2

Tabla 12. Regresion de superficie de respuesta: carotenoides pg/L vs. YE,
SW, pH, °T

EE del
Término Coef coef. T P
Constante -338499 235801 -1.436 0.170
YE 26608 9156 2.906 0.010
SW 15706 4670 3.363 0.004
PH 56508 24618 2.295 0.036
°T -2068 8685 -0.238 0.815
YE*YE -666 188 -3.550 0.003
SW*SW -334 47 -7.131 0.000
PH*pH -6187 1172 -5.278 0.000
CT*°T 10 96 0.103 0.920
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YE*SW -417
YE*pH 894
YE*°T -320
SW*pH -25
SW*°T 27
pH*°T 341
S = 6267.87
R-cuad. = 87.31%

PRESS

125
627
179
313

90
448

R-cuad. (pred.)

-3.324 0.004
1.426 0.173
-1.790 0.092
-0.080 0.937
0.307 0.763
0.761 0.458
2948578118

40.49% R-cuad. (ajustado)

= 76.

21

S

o

La ecuacidén de segundo orden simula correctamente la produccién carotenoides

de acuerdo al disefo central compuesto.

Y = —338499 + 26608X,; + 15706X, + 56508X; — 2068X, — 666X — 334XZ — 6187X% + 10X}

— 417X, X, + 894X, X5 — 320X, X, — 25X,X5 + 27X, X, + 341X,X,

Donde:

Y , concentracion de carotenoides,

X, concentracion de YE,

X,, concentracién de SW,

Xé! pFL y

X, ‘temperatura

El valor expresado por el coeficiente de determinacién R? nos indicé que el 87,31%

de variabilidad en la respuesta puede ser explicado por el disefio propuesto; es

decir, s6lo 12,69% de la variacidén no fue explicada por el disefio.

Tabla 13. Analisis de varianza de carotenoides pg/L

Fuente
Regresidén
Lineal
YE
SW
PH
°T
Cuadrado

YE*YE

432
53
1

2
16
33
312
24

SC Sec.
6490680
6461229
8287604
2717604
1932873
3523148
3496995
6578102

SC Ajust.
4326490680
967152957
331769721
444328025
206983001

2227835
3123496995
494970484

MC Ajust.
309035049
241788239
331769721
444328025
206983001

2227835
780874249
494970484

F
.87
.15
.44
.31
.27
.06
.88
.60

O O O O o o o o

P

.000
.003
.010
.004
.036
.815
.000
.003
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SW*SW
PH*PH
OT*OT

interaccidn

YE*SW
YE*pH
YE*°T
SW*pH
SW*°T
pH*°T

1
1
1
6
1
1
1
1
1
1

Error residual 16

Falta de ajuste 10

Error puro 6

Total

30

1764929966
1111575466
413461
666532456
434201406
79838286
125822109
253421
3692512
22724722
628579844
475804496
152775348
4955070524

1997939144
1094464652
4134061
666532456
434201406
79838286
125822109
253421
3692512
22724722
628579844
475804496
152775348

1997939144
1094464652
4134061
111088743
434201406
79838286
125822109
253421
3692512
22724722
39286240
47580450
25462558

5
2

1

0.
7.
0.
2.

O O O w N

.05
.03
.20
.01
.09
.58

86
86
01
83

O O O O O O o o o o

.87 0.

.000
.000
.920
.045
.004
.173
.092
.937
.763
.458

229

Del andlisis de varianza (ANOVA) se corrobora que la ecuacién de segundo orden

(p-value= 0) es la que simula mejor la produccion de carotenoides.

Frecuencia

-7500

5000 -2500

0 2500
Residuo

5000

7500

10000

Figura 7. Histograma de residuos para carotenoides pg/L
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504
40-
304
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20

-10000 -5000 0
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Figura 8: Distribucion normal de residuos para carotenoides ug/L

Carotenoides

Valores fijos
pH 6
°T 415

Figura 9. Superficie de respuesta de carotenoides pg/L versus SW, YE
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. 20000
Carotenoides

Valores fijos
SW 20
°T 415

Figura 10. Superficie de respuesta de carotenoides pg/L versus pH, YE

45000

Carotenoides ELL

15000

Valores fijos
SW 20
pH 6

Figura 11. Superficie de respuesta de carotenoides pg/L versus °T, YE
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Valores fijos
YE 75
°T 415

40000
20000
Carotenoides
0

-20000

Figura 12. Superficie de respuesta de carotenoides pg/L versus pH, SW
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YE 7.5
pH 6
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Figura 13. Superficie de respuesta de carotenoides pg/L versus °T, SW
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45000

30000
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15000

Valores fijos
YE 7.5
SW 20

Figura 14. Superficie de respuesta de carotenoides pg/L versus °T, pH
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Figura 15. Contornos para carotenoides pg/L versus YE, SW, pHy °T
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IV.3 Optimizacion de respuesta

Tabla 14. Parametros para la optimizacion de respuesta

Parémetros

Meta Inferior Objetivo Superior Ponderacidén Importar
Carotenoides Méaximo 0 41000 41000 1 1
Solucidén global

YE = 10.0758
SW = 18.4848
PH = 6.22222
°T = 34.5

Respuestas pronosticadas
Carotenoides = 45211.4 , deseabilidad = 1.000000
Deseabilidad compuesta = 1.000000

H oT
0 48.50
222] [34.50]
0 34.50

YE SW
Alto

Act [1620988] [1832'8%8] [6
C . . .
1.0000 Bajo 2.50 10.0

Optima
D

BN0OD

Deseabilidad
Compuesta
1.0000

Caroteno
Maximo
y = 4.521E+04]
d = 1.0000

Figura 16: Optimizacion de produccion de carotenoides
De acuerdo a los andlisis y ajustes realizados se obtuvo que las condiciones
optimas de produccién carotenoides son YE 10,08 g/L, SW 18,50%, pH 6,22 y
una temperatura de 34,5°C para un rendimiento teérico de 45211,4 ug/L; siendo el
valor experimental obtenido de 44980,0 ug/L.
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V. DISCUSION

En los dltimos anos, la produccion de carotenoides de fuentes microbianas se ha
incrementado debido a los problemas inherentes a la sintesis quimica de estos
compuestos y a la busqueda de nuevas fuentes naturales diferentes a las plantas.
La produccion de carotenoides y en especial la de metabolitos microbianos esta
ligada a la influencia de dos factores importantes que son las condiciones
ambientales y el medio de cultivo para obtener el o los metabolitos requeridos®®.

En la produccién de carotenoides por Haloferax sp. (W2) se considero la
concentracion salina, expresada como porcentaje de SW, como un factor
relevante en la produccién de carotenoides. Hanhu, 2002,'® describié que la
concentracion salina juega un rol importante en la sintesis de metabolitos, toda
vez que el Na* juega un rol importante en el mantenimiento de una presién celular

osmética adecuada'®’. Asi mismo, Ramirez y col., 2001°’

, encontraron que el pH,
la temperatura, las concentraciones de carbono e ino6culo tienen gran influencia

en la produccién de carotenoides.

La produccion de carotenoides a partir de haloarqueas es rapida y menos costosa
toda vez que se emplean una menor cantidad de procesos unitarios. Ademas, la
ruptura celular es mas facil que el de plantas, algas, hongos, levaduras o

bacterias.*

En el presente trabajo se utilizd el disefio factorial como prueba tamiz para
determinar qué factores influyen en la produccion de carotenoides. Asi, se
determind que la temperatura, el pH, las concentraciones de YE y SW influyen en
la produccién; pero la concentracion de indculo no es significativa en la produccion
de carotenoides (Figura 2). En este sentido, Ramirez y col., 2001° encontraron
gue una concentracién de inéculo entre 5% a 10% no fue significativa en la

produccién de carotenoides por Phaffia rhodozyma.

En la primera etapa del estudio se aplicé un disefio factorial donde se obtuvo una
mayor produccion de carotenoides totales de 37,886 mg/L a las concentraciones
de indéculo 5%, YE 7g/L y SW 25 %, pH 6,0 y 40 °C. Se analizé la concentracion
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de indculo a los distintos niveles preestablecidos de 5%, 7,5% y 10% y se observd
que independientemente del porcentaje de inoculo utilizado se obtuvo alta
concentracion de biomasa y de carotenoides.

El extracto de levadura (YE), que es la unica fuente de carbono y nitrogeno
empleado como nutriente en el presente trabajo, tuvo un comportamiento positivo
a la concentracion de YE de 7 g/L en la que se obtuvo mayor cantidad de biomasa
y carotenoides totales, lo cual evidencia una relacién directamente proporcional

con las variables respuesta.

Asimismo, en la concentracion de SW 25%, donde el ion Na® estda en mayor
porcentaje, aumentoé ligeramente la produccién de biomasa; sin embargo, a SW
20% se produce mayor cantidad de carotenoides (Figura 5). Por tanto, Haloferax
sp. (W2) produce mayores concentraciones de carotenoides a SW 20% que a
concentraciones salinas mas elevadas, similares resultados obtuvieron Fang vy
col., 2010'%, quiénes reportan que al disminuir la concentracién de NaCl se
incrementa la producciéon de carotenoides por Haloferax mediterranei ATCC
33500.

Respecto al pH, el diseno factorial indicé que a pH 6,0 se obtiene mayor biomasa
y carotenoides, lo cual es indicativo que Haloferax sp. (W2) crece en ambientes
ligeramente acidos, que favorecen la produccién de carotenoides. Asimismo, se
determind que la temperatura es el factor mas significativo en la produccién de
carotenoides dado que a 40°C se obtuvo 37,89 mg/L de carotenoides totales que

se corrobora con el andlisis de efectos estandarizados de las Figuras 3 y 4.

El disefo factorial facilit6 una mejor toma de decisiones de los factores utilizados
en el modelo central compuesto conocido como Box Wilson’, del andlisis se
dedujo que la concentracion de indculo no afecta significativamente la produccién
de carotenoides, por lo que no se exploré en la segunda etapa del estudio, en
consecuencia los ensayos de la segunda etapa fueron ejecutados a una
concentracion de indculo de 5%.
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En el disefo central compuesto se establecid las superficies de respuesta
teniendo como variable de respuesta la produccion de carotenoides totales, los
niveles para el establecimiento del disefo se establecieron en la Tabla 4.

La concentracion salina mantuvo el comportamiento del disefo factorial siendo el
nivel intermedio SW 20%, del mismo modo, el nivel intermedio de YE fue de 8 g/L ,
donde ambos, concentraciones de SW y YE produjeron mayor cantidad de
carotenoides.

En cuanto se refiere al pH, la produccion de carotenoides disminuyé a pH menor
que 6,0; lo cual se relaciona con las condiciones de cultivo de Haloferax sp. (W2),
a pH acidos disminuye. Sin embargo, se ha descrito que a pH 6,0, Phaffya
rhodozyma produce 8,100 pg/L de astaxantina®’.

Contrariamente a la tendencia del diseno factorial para la temperatura a 40 °C, el
diseno central compuesto establecié que la mayor produccion de carotenoides se
observo alrededor de los 35 °C, esta diferencia se debe en gran medida a la
interaccibn de los otros factores con la temperatura. Sin embargo, esta
temperatura se encuentra en el rango de 20 a 55°C en el que Haloferax

alexandrinus crece y produce carotenoides®.

Los graficos de superficie de respuesta (Figura 9-14) fueron establecidos entre 2
factores, mientras que los otros 2 factores se mantuvieron en su nivel
intermedio’®. Las condiciones 6ptimas de extraccion fueron determinadas por el
andlisis de maxima respuesta mediante Minitab 16'%
optimas YE 10,08 g/L, SW 18,50%, pH 6,22 y 34,5°C para un rendimiento

experimental de 44,98 mg/L de carotenoides totales, siendo éste mayor al

, siendo las condiciones

obtenido por Dietzia natronolimnaea, Phaffia rhodozyma y Haloferax alexandrinus
de 13,94 mg/L', 1,29 mg/g’ y 6,34 mg/L* de carotenoides totales respectivamente.
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Las condiciones obtenidas en el presente estudio constituyen el primer eslabén en
la optimizacién de la produccion de carotenoides en biorreactores. Todo ello,
permitird obtener mayor produccion de carotenoides. Del mismo modo se puede
transferir el proceso tecnolégico a nivel industrial, por o que otras variables que
requieren estudio son: la velocidad de agitacion, el flujo de aire y la proporcién de

la dilucién en un sistema continuo.
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V. CONCLUSIONES

Las concentraciones de YE y SW, el pH y la temperatura son factores
determinantes en la produccion de carotenoides por Haloferax sp (W2). Por

el contrario, la concentracion de indculo no influye en la produccion.

La metodologia de superficie de respuesta permitidé establecer las
condiciones Optimas de produccién de carotenoides por Haloferax sp. (W2)
a las concentraciones de YE 10,08 g/L y SW 18,50 %, pH 6,22 y 34,5 °C

para un rendimiento experimental de 44,98 mg/L.
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ANEXO 1

Estructura de los carotenoides microbianos mas importantes.

11
(1) B-caroteno, (2) a-caroteno, (3) B-criptoxantina, (4) lute na, (5) zeaxantina, ( )
astaxantina, (7) cantaxantina, ( ) neoxantina, (9) violaxantina, (10) anteraxantina, y
(11) fucoxantina.
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ANEXO 2

Ruta bioquimica para la sintesis bioquimica carotenoides microbianos.

GPP (C10)
}
FPP (C15)
Clorofila l GGDP sintasa (Crt E)
Tocoferoles +—— GGPP (C20)
Giberelinas Fitoeno sintasa(Crt B)
Fitoeno

&- Caroteno
+ Fitoeno desaturasa (Crt [)

Neurosporeno —» PB- Zeacaroteno

3,4, didehidrolicopeno Llcopeno (C40)

Ano (3-ciclasa (Crty)
\j

Toruleno «—— f.p-Caroteno Equinenona ;
p,&-Caroteno
B- Caroteno(3)- .
hidroxilasa (Crt X) - Caroteno(4)-oxigenasa B- Caroteno(3)-hidroxilasa
v
Torularhodin B-Criptoxantina Cantaxantina B.B-Caroten-3-ol
B- Caroteno(3)- _ _
hidroxilasa (Crt X) - Caroteno(4)-oxigenasa l B-Caroteno(3)-hidroxilasa
- Caroteno(4)-oxigenasa Luteina

Zeaxantina —»——>p Astaxantina
Zeaxanting
epoxidasa

Oxigenasa lT Anteraxantina epoxidasa
Anteraxantina Violaxantina
«——
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ANEXO 3

Medio Agua de Sales (SW)

Composicion para Solucién Stock al 30% (p/v) de sales:

NalCl cconercncrenns vos nuss 234.0g
MgCL6H,O .. ..., 39.0¢g
MagSOiT 0 o s nomenaee 61.0 g
KCl 6.0g
NaBr ..., 0.7¢g
NaHCO; ..., 029
e N e ——— 1049
Agua destiladacsp ................. 1000.0 mL
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ANEXO 4

Cultivo en placa de Haloferax sp. W2.
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ANEXO 5

Produccion de carotenoides por Haloferax sp. W2.
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ANEXO 6

Cultivos en matraces de Haloferax sp. W2 después de 7 dias.
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ANEXO 7

Criocentrifugacion de cultivos de Haloferax sp. W2.
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ANEXO 8

Pellets obtenidos después de extraccion.
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ANEXO 9

Extractos etandlicos de carotenoides.
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