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Resumen

El presente trabgjo tuvo como propdsito principal € estudio fisiolégico de la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous por medio de técnicas espectroscopicas no convencionaes y

andlisis de imagenes.

A partir de un estudio de sensibilidad paramétrica a un par de model os mateméticos previamente
reportados se determinaron los parametros de mayor relevancia a tomar en cuenta durante la

experimentacion, esto permitio un estudio enfocado alafisiologia celular.

Después, se procedio a implementar los protocolos de los métodos espectroscopicos
(Espectroscopia Raman, Espectroscopia dieléctrica, Microscopia de fluorescencia) y de andisis

de imégenes para el monitoreo de lafisiologiacelular.

Posteriormente se utilizaron las técnicas descritas previamente para € monitoreo de
fermentaciones a nivel matraz y a nivel biorreactor. Los resultados obtenidos por medio de estas
técnicas fueron correlacionados entre si y con técnicas convencionales para dilucidar |os cambios
tres variables que reflgan e estado fisioldgico de la levadura X. dendrorhous: (1) viabilidad

celular, (2) tamafio y volumen celular, (3) produccion de astaxantina.

12



Abstract

This work mainly focused on physiologica study of the yeast Xanthophyllomyces dendrorhous
through non-conventional spectroscopic techniques and image analysis.

From a parametric sensitivity study to a pair of previously reported mathematical models most
important parameters to consider during the experimentation were determined; this alowed a
study focused on cell physiology.

Then, the spectroscopic methods protocols (Raman spectroscopy, dielectric spectroscopy,

fluorescence microscopy) and image anaysis for monitoring cell physiology were implemented.

Subsequently, the previously described techniques for motoring level flask and bioreactor
fermentations were used. The results obtained through these techniques were correlated with
each other and conventional techniques to elucidate the changes of the three variables that reflect
the physiological state of the yeast X. dendrorhous:. (1) cell viability, (2) cell size and volume,
(3) astaxanthin production.
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Introduccion

La astaxantina es un carotenoide ampliamente distribuido en la naturaleza y es e principal
pigmento en los crustéceos y los salmonidos, asi como diversas aves como €l flamingo, € ibis

escarlata y algunos microorganismos.

Existe un creciente interés en el uso de astaxantina como pigmento parala acuicultura e industria
de aves de corral, debido a que estos animales no pueden sintetizarla por si mismos. Por |o tanto,
esta deber ser incluida en sus alimentos para obtener un color atractivo para el consumidor. Por
otra parte, la astaxantina tiene una alta actividad antioxidante, lo cual ha creado un creciente
interés por parte de laindustria farmacéutica para su implementacion en tratamientos de algunos

tipos de cancer.

En términos econdmicos, la astaxantina sobresale debido a que su valor en el mercado genera

ganancias mayores alos 100 millones de ddlares al afo.

Aungue e pigmento puede ser producido por tecnologia quimica sintética, algunos de los
subproductos resultantes pueden tener efectos secundarios para €l consumidor. ES por esta razén
gue la produccién de carotenoides mediante fuentes microbianas ha sido objeto de extensas
investigaciones.

Uno de los microorganismo reconocidos como productor de astaxantina es la levadura

Xanthophyllomyces dendrorhous, la cua sintetiza astaxantina como su principal carotenoide.

Principalmente se han utilizado tres enfoques para la optimizacién en la produccion de
astaxantina por X. dendrorhous. (i) obtencion de astaxantina con cepas mutantes de
sobreproduccion; (ii) desarrollo de medios de cultivo industriales; (iii) implementacion de

diversos sistemas de produccion.

Parte esencial de un bioproceso es el uso de instrumentacion para el monitoreo de variables que
permitan conocer € estado global del proceso fermentativo. De manera genera las variables

monitoreadas son de caracter fisico o quimico, tales como & pH, latemperatura, el porcentaje de
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oxigeno disuelto, etc. Sin embargo, en la actualidad se ha vuelto imperiosa la necesidad de
conocer, en tiempo real, variables bioquimicas como la produccion de biomasa, e consumo de

sustrato y la generacion de producto.

En las dltimas décadas, una nueva “variable” de monitoreo ha surgido en los procesos
biotecnol 6gicos. € estado fisiolégico, su conocimiento se ha vuelto de vital importancia ya que
dicho estado puede afectar en la produccion de metabolitos, tanto en su velocidad como en su

rendimiento, ademas de su calidad.
En este trabgjo de tesis se monitored e estado fisiolégico de la levadura Xanthophyllomyces

dendrorhous durante la produccién de astaxantina por medio de métodos espectroscopicos y

andlisis de imagenes
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1. Antecedentes

1.1 Astaxantina

La astaxantina (3,3’- dihidroxi — 3,3 — caroteno — 4,4’- diona) es un carotenoide perteneciente a
la familia de las xantdfilas, es decir, presenta oxigeno en su estructura molecular, tiene un peso
molecular de 596.86 g/mol y sus cristales presentan una coloracién naranja oscuro con un punto
de fusion de 217-219 °C [1]. Se encuentra distribuida ampliamente en la naturaeza y es €
pigmento principal en los crustaceos y los salmonidos [2], asi como en diversas aves como €l

flamingo y €l ibis escarlata[3].

Existe un creciente interés en el uso de astaxantina como pigmento para la acuiculturay en la
industria de aves de corral, debido a que estos animales no pueden obtenerla dentro de las
granjas y no son capaces de sintetizarla por si mismos, por lo tanto, debe ser incluida en sus
alimentos, no sélo porque provee un color atractivo a consumidor, sino también porque funciona

como componente nutricional para su adecuado crecimiento y reproduccion [2].

Por otra parte, la astaxantina tiene una alta actividad antioxidante, incluso mayor a la que
presentan el [-caroteno y la vitamina E [4], ya que neutraliza radicales libres actuando como
donador de éectrones. Lo anterior ha generado interés en la industria farmacéutica para su uso
como componente en el tratamiento de problemas cardiovasculares, enfermedades neuro e

inmunodegenerativas [5], ademés de algunos tipos de cancer [6].

En términos econdmicos, |a astaxantina es €l tercer carotenoide més importante a nivel mundial
después del B-caroteno y la luteina. En 2007 se generaron 227 millones de dolares (29 % de la
venta de carotenoides totales) y ademas se tiene estimado que alcance 253 millones de délares

parael 2018, con unatasa de crecimiento anual del 1.8% [7].
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1.1.1 Fuentes de obtencidon de astaxantina

La astaxantina que se utiliza hoy en dia en los distintos sectores industriales proviene de distintas

fuentes, a continuacion se enumeran algunas de ellas.

1.1.1.1 Astaxantina por via quimica sintética

La sintesis quimica de astaxantina comienza desde e a-isoforona, la cua es convertida de
manera secuencial en B-isoforona, oxo-isoforona y Cg-acetal. Después, una molécula de Cg-
acetal, sintetizada del vinylbutanol es unida a la molécula de Cg-acetd para formar,
sucesivamente, Cis-acetal y Cis-sdl, la cual es transformada finamente a astaxantina. Existen
tres estereocisdmeros de astaxantina dependiendo de la orientacion espacial de los grupos
hidroxilo en los carbonos quirales 3 y 3’: (3R, 3’'R), (3R, 3’S) y (3S, 3’S) (Figura 1). La
astaxantina proveniente de esta via de produccion y se encuentra en una relacion molar 1:2:1

aproximadamente [8].

En las Ultimas décadas, |a astaxantina producida por esta via ha representado cerca del 97% de
las ventas totales [9]. Sin embargo, existen algunos factores que han estimulado la busqueda de
fuentes natural es de astaxantina con potencial para su industrializacién. Lo anterior debido a que
algunos de los subproductos resultantes de estos procesos pueden tener efectos secundarios para
el consumidor, ademés de la creciente demanda por productos naturales y el ato costo de los

productos sintéticos.

1.1.1.2 Astaxantina de fuentes naturales

a) Subproductos de crustaceos
Estos son generados durante €l procesamiento de la porcidén comestible de cangrejos, camarones
y langostas. Generamente, estos subproductos se componen de sales minerales (15-35%),
proteinas (25-50%), quitina (25-35%), lipidos y pigmentos [10]. El contenido de carotenoides en
estos compuestos varia entre 119 y 148 ug/g. La astaxantina se encuentra principalmente en su

formallibre o esterificada con acidos grasos.
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HOMN ¢) 3R, 3’'R Astaxantina

Figura 1. Estereoisomeros de astaxantina

La potencia utilizacion de estos subproductos para inducir la pigmentacion en peces cultivados
conlleva la incorporacion de grandes cantidades en € alimento, debido a su bajo contenido de
astaxantina (<150 ug/g). Més aln, los tratamientos de secado que dependen de la aplicaciéon de
calor no son adecuados debido a la ata susceptibilidad de los carotenoides a la degradacion
oxidativa provocada por las condiciones térmicas del proceso [11]. Una desventaja mas, es €
alto contenido de quitina, el cual decrece significativamente la digestibilidad del subproducto por
parte del pez [12].

b) Microalgas
Numerosas investigaciones han sido enfocadas al empleo de microalgas, particularmente
Haematococcus pluvialis, para e proceso de produccion de astaxantina. El principal enfoque se
ha centrado en ciertos factores y condiciones que afectan €l crecimiento de este microorganismo
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y la produccion de astaxantina, como lo son: concentracion de sustrato, presencia de elementos
traza e intensidad de laluz. El avance en fotobiorreactores ha sido fundamental para alcanzar una

factibilidad econémica en la produccion de astaxantina por este medio [13].

La microalga Haematococcus pluvialis produce principalmente el estereoisdmero (3S, 3’S) [14],
ademés que, de manera similar a los subproductos de crustaceos, la astaxantina se genera como
mono Yy diésteres de &cidos grasos lo cua le confiere una ata estabilidad a ser utilizada en
aplicaciones nutracéuticas. No obstante, la hidrélisis del enlace éster es un paso limitante en la

biodisponibilidad de astaxantina para su uso en acuicultura [15].

c) Levaduras
Muchos estudios de produccion de astaxantina han sido publicados utilizando la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous (antes Phaffia rhodozyma), la cual sintetiza astaxantina como

su principal carotenoide [16].

De manera general, se han utilizado tres enfoques parala meora en la produccién de astaxantina
empleando esta levadura: (i) obtencion de astaxantina con cepas mutantes sobreproductoras, (ii)
desarrollo de medios de cultivo industriales, (iii) implementacion de diversos sistemas de

produccion [17].

1.2 Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma)

En la década de los 60’s la levadura Phaffia rhodozyma fue aislada de exudados de arboles de
abedul en las frias regiones de Alaska y Japén por Herman Phaff, quien describié que P.
rhodozyma cumplia con ciertos criterios para ser considerada un basidiomiceto: pared celular
ultraestructurada, reproduccién por gemacion, presencia de actividad ureasa, capacidad de

sintetizar amidones y pigmentos.

Por mas de tres décadas, elucidar € ciclo sexual de P. rhodozyma se volvié unatarea frustrante e
infructuosa. Sin embargo, en 1995, Golubev, encontrd € ciclo sexual de ciertas cepas aisladas

cercade MoscU, Rusia. La actividad sexua de dicha cepa involucraba el emparejamiento entre la
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célula madre y su gema (pedogamia) bajo ciertas condiciones, y eventualmente, se observo la
formacion de largos holobasidios con basidioesporas terminales [18]. Golubev designé esto
como un estado telemérfico y denomindé a la nueva especie como Xanthophyllomyces
dendrorhous. Phaffia rhodozyma quedd considerada como el estado anamorfico [19].

Lalevadura X. dendrorhous crece en un rango de temperatura que vade 0 a 27 °C, realizando la
sintesis de pigmentos carotenoides entre 18 y 22 °C. Otra de sus caracteristicas es |la capacidad
de asimilar compuestos carbonados incluyendo D-glucosa, maltosa, sacarosa, celobiosa, treal osa,
rafinosa, amidon soluble, etanol, metilglucosido, D-manitol, sdlicilina, 2-cetogluconato,
succinato y glicerol. Por otro lado, no tiene la capacidad de hidrolizar lactosa, galactosa,
glucosamina, D-ribosa 'y D-arabinosa, ademés de utilizar urea como fuente de nitrégeno en lugar
de nitratos [20].

La composicion bioquimica de la levadura ha sido determinada previamente: en peso Seco,
contiene 6% de ceniza y 4.8% de nitrégeno total, 40% de carbohidratos totales (lo cua reflga
una pared celular relativamente gruesa, ademas de presencia de capsula) y 17% de lipidos totales
(més alto que en lamayoria de las levaduras) [21]. Por otra parte, la levadura tiene un contenido

bal anceado de la mayoria de |os aminoacidos esenciales pero es baja en metionina [22].

Los pigmentos que produce son principalmente xantofilas, donde la astaxantina representa la
mayoria con 83-87% del total de carotenoides, seguida por fenicoxantina (5-7%), 3-
hidroxiequinenona (3-4%), equinenona (2-4%) y -caroteno (2-2.5%) [23].

La biosintesis de astaxantina por parte de la levadura X. dendrorhous comienza por la activacion
del gen idi, e cua codifica la isopentenil pirofosfato isomerasa (IPP, por sus siglas en inglés),
cuya funcion es catalizar la isomerizacion del PP en dimetilalil pirofosfato (DMAPP, por sus
siglas en inglés) [24]. Laformacién de este precursor isoprenoide en 3-caroteno es catalizada por
cuatro actividades enziméticas: 1) Geranil-geranil pirofosfato sintasa (GGPP, por sus siglas en
inglés), la cual es codificada por €l gen ctrE y cataliza la adicion secuencial de tres moléculas de
PP en DMAPP resultando un precursor GGPP con 20 carbonos (C-20) [25]. 2) Fitoeno sintasa,
codificada por € gen ctrYB, que une dos moléculas de GGPP para formar un fitoeno [26]. 3)
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Fitoeno desaturasa, codificada por el gen ctrl, introduce cuatro dobles enlaces dentro de la
molécula de fitoeno para formar licopeno [27]. 4) Licopeno ciclasa, codificada también por
gen ctrYB, la cua convierte de manera secuencial los finales aciclicos @ del licopeno en anillos
B, para formar y-caroteno y (3-caroteno [26].

Dos actividades enziméaticas adicionales convierten € [-caroteno en astaxantina a través de
varios intermediarios biosintéticos. una cetolasa incorpora dos grupos 4-ceto en la molécula de
B-caroteno y una hidoxilasa introduce dos grupos 3-hidroxi. En X. dendrorhous, ambas
actividades pueden llevarse a cabo por solo una enzima, astaxantina sintasa, codificada por €l

gen ctrS la cual, de manera secuencial, cataliza la 4-cetolacion del B-caroteno seguida por la 3-
hidroxilacion [28].
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Figura 2. Ruta metabdlica de la astaxantina producida por lalevadura Xanthophyllomyces dendrorhous
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1.2.1 Factores que influyen en & crecimiento y pigmentacion de Xanthophyllomyces

dendrorhous

La produccion de pigmentos carotenoides por parte de la levadura Xanthophyllomyces
dendrorhous depende, en gran parte, de las condiciones de cultivo, entre las que destacan por su

importancia: luz, aireacion, pH, temperatura, composicion de medio, entre otros.

Por otro lado, € creciente interés por parte de investigadores en procesos biotecnol dgicos para
obtener metabolitos de alto valor agregado como carotenoides, ha propiciado € escalamiento a
nivel industrial de estos procesos. Sin embargo, |a sintesis microbiana de carotenoides depende
tanto de los factores enumerados previamente como de factores operacionales, que puedan

afectar los rendimientos y costos de produccion.

1.2.1.1 Influencia dela fuente de carbono

De los pardmetros que influencian la carotenogénesis, la fuente de carbono es € més estudiado.
El metabolismo de las levaduras depende del tipo de fuente de carbono en e medio de cultivo.
Glucosa y otros azUcares fermentables son metabolizados por la via de la glucdlisis, y después
por fermentacion acohdlica, alin con oxigeno [29]. Por otra parte, las fuentes de carbono no
fermentables como € etanol y € succinato son llevados a través de la oxidacion del acetil-CoA
para entrar en €l ciclo del acido citrico. Algunos autores han mencionado que e etanol como

fuente de carbono provoca un incremento en la sintesis de carotenoides [30].

El espectro de asimilacion de sustratos por lalevadura X. dendrorhous es amplio, varios autores
han reportado €l uso de desechos industriales ricos en azlcares como fuentes de carbono en sus
procesos de generacion de astaxanting, lo anterior con la finalidad de reducir costos de
produccion y aumentar la factibilidad de producirla. En la Tabla 1 se muestra un resumen de los

distintos sustratos aternativos utilizados previamente.
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Tabla 1. Desechos industrial es utilizados como fuente de carbono para la produccién de astaxantina con diferentes

cepas de lalevadura Xanthophyllomyces dendrorhous

Astaxantina
(mg/g)

ATCC 24202 Hidrolizado de Turba 4.6 16 [31]
ATCC 24202 Jugo de Cafa de Azucar 19.3 04 [32]
N9 Jugo de Uva 75 1.3 [33]
R1 Leche de Coco 6.2 18 [34]
UCD-67-210 Melazas 14.1 11 [35]
25-2 Jugo de D&til 39.0 0.6 [36]
TISTR 5730 Desechos de Mostaza 19.6 13 [37]
NRRLY-17268 | Hidrolizado de Eucaliptus 30.6 1.0 [38]
2A2N Melazas de Remolacha 36.0 1.1 [39]

1.2.1.2 Influenciadelaluz

La intensidad de la luz es un factor importante a tener en cuenta durante la produccion
microbiana de carotenoides, ya que ésta incrementa la carotenogénesis [40]. A manera de
proteccion los microorganismos deben prevenirse del dafio causado por laintensidad delaluz y
la generacion de pigmentos carotenoides es un mecanismo fotoprotector [41]. La produccion de
carotenoides se ve afectada positivamente con la aplicacion de luz blanca y |a concentracion de
carotenoides depende del microorganismo utilizado.

En el caso de X. dendrorhous, se ha demostrado que laluz azul induce mayor pigmentacion que
laroja, amarilla o verde cuando la levadura crece sobre una superficie de medio agar YM a 7.5
°C durante un mes [33]. Un experimento previo demostrd que la respuesta alaluz por parte de la
levadura se incrementa cuando ésta se expone a antimicina, inhibidor de la cadena respiratoria

gue puede incrementar la formacién de radicales oxigeno [20].
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1.2.1.3 Influenciadel pH

El pH del medio de cultivo es un factor clave para el crecimiento de lalevadura X. dendrorhous.
Se hareportado que aun pH de 5.8 lalevadura a canza un méximo de crecimiento. Sin embargo,

dentro del rango de pH 4 — 7 se observa una adecuada produccion de carotenoides [42].

1.2.1.4 Influenciadelatemperatura

La temperatura es un factor que debe tomarse en cuenta cuando se utilizan levaduras para la
produccion de carotenoides, debido a que afecta tanto el crecimiento celular como el
metabolismo de produccion de pigmentos. El efecto de la temperatura depende también de la
cepa utilizada [43]. Més aln, se ha reportado que la temperatura influye en la concentracién de

enzimas involucradas en la carotenogénesis [44].

Lalevadura X. dendrorhous crece en un rango de temperatura de 0 a 27 °C, con su valor 6ptimo
situado entre 20 y 22 °C. No obstante, se ha encontrado que e contenido de carotenoides se
mantiene constante en un rango de temperatura de 14 a 26 °C [35]. De manera desafortunada, la
incapacidad de la levadura para crecer a temperaturas mayores a 27 °C es una desventaja para su

implementacion aescalaindustrial.

1.2.1.5 Influenciadelaaireacion

Debido a que la carotenogénesis es un proceso aerobio, la aireacion es otro parametro de suma
importancia. El flujo de aire suministrado a un cultivo con levaduras es esencia para la
asimilacion de sustrato y su transformacion en biomasa y productos. Ademés, la disminucién en
los niveles de oxigeno influye en la conversion de los carotenos en xantofilas. Johnson y col.
[42] utilizaron la levadura Phaffia rhodozyma y realizaron un trabgjo de investigacion en donde
variaron la concentracion de O, disuelto en e medio de cultivo, desde 3 hasta 108 mmol/lh,
obteniendo mayor produccion de carotenoides con altas concentraciones (40 — 108 mmol/Ih). De

igual forma, el efecto de la aireacion depende del microorganismo empleado.
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1.2.1.6 Efecto de los deiones metalicos en la produccion de astaxantina

La efecto de los elementos traza sobre la carotenogénesis ha sido reportada previamente. En el

13" y Zn** se ha observado un efecto estimulatorio en la produccién de B-

caso del empleo de A
caroteno y y-caroteno sobre e microorganismo Rhodotorula graminis, mientras que para su
produccién de toruleno y torularoding, el uso de Zn?* y Mn®* muestra un efecto inhibitorio [45].
El efecto de estos elementos traza se atribuye a que activan enzimas especificas participantes en

la carotenogénesis.

Para el caso de la levadura X. dendrorhous se han efectuado pruebas variando la concentracion
de algunos iones metalicos para conocer cémo influyen en e crecimiento y produccion de
astaxantina de la levadura. Flores y col. [46] variaron las concentraciones de Cu®* y Fe**
encontrando que la limitacién en la concentracion de Cu?* incrementa la produccién de
astaxantina. Por € contrario, a bajas concentraciones de Fe** la generacion del carotenoide se vio

disminuida.

En las levaduras existen a menos tres sistemas enziméticos intracelulares que requieren Cu®*
como cofactor: (1) citocromo-c-oxidasa, (2) superdxido dismutasa y (3) factores de trascripcion
involucrados en la homeostasis del cobre [47]. La discusion se centra en las dos primeras debido
a que estas se relacionan con € incremento en la produccién de astaxantina observado a
concentraciones por debajo de 3.2 uM. Una baja actividad de citocromo-c-oxidasa puede traer
consigo un incremento en la tasa de NADH/NAD+ en las células, lo anterior puede ser

fundamental para disparar lasintesis de carotenoides.

Mas aln, la deficiencia de Cu?* también decrece la actividad antioxidante de enzimas como
Cuzn-superdxido dismutasa y glutation peroxidasa [48, 49], lo anterior resulta en un estado de

estrés oxidativo debido ala disminucién de las defensas antioxidantes.

Por otro lado, e Fe** es un cofactor involucrado en la catdlisis |levada a cabo por hidroxilasas y
oxidasas requeridas para la sintesis de astaxantina [50]. Es probable que por este requerimiento
lasintesis de carotenoides no se incremente a bajas concentraciones de Fe*'.
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1.2.1.7 Efecto deotros nutrientes en la produccién de carotenoides

Existen diversos factores diferentes alos ya mencionados que influyen también en el crecimiento
y produccion de astaxantina de la levadura X. dendrorhous. Entre ellos se encuentra el citrato, €l
cual es un precursor de la carotenogénesis, dicho compuesto se considera una de las fuentes mas
importante del acetil-CoA citoplasmatico necesario para la biosintesis de écidos grasos y
carotenoides en levaduras ricas en lipidos [51]. Flores y col. [52] variaron las concentraciones
iniciales de citrato en un medio de cultivo guimicamente definido y encontraron que a una
concentracion mayor a 28.9 mM de citrato, la concentracion de astaxantinay carotenoides totales
se incrementaba de 160 pg/g a 215 ug/g.

Otro factor importante es € acido mevalonico, que ha sido probado como precursor de la
biosintesis del pigmento astaxantina en una cepa silvestre de X. dendrorhous. La adiciéon de 0.1%

de é&cido meval6nico al medio de cultivo estimul6 en un 40% la sintesis de astaxantina [53].

Por otro lado, Kim y col. [54] reportaron que la produccion de carotenoides se veia estimulada
con la adicion de etanol (10 g/L) y écido acético (5 g/L) en cultivos por lote aimentado de X.
dendrorhous, obtuvieron una concentracion de 43.87 pg/L de carotenoides totales. De manera
similar, Gu y col. [55] encontraron un incremento en la produccion de carotenoides (de 1.65 ug/g

a2.65 ug/g) con laadicién de 0.2% (v/v) de etanal.
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1.2.2 Sistemas de produccion de astaxantina con la levadura Xanthophyllomyces
dendrorhous

La levadura X. dendrorhous ha sido empleada en la industria alimenticia y farmacéutica para la
obtencion de astaxantina en los Ultimos afios, en las siguientes secciones se presentan los

diferentes sistemas de produccién bajo los que se ha trabajado.

1.2.2.1 Fermentacién por lote

Una fermentacion por lote o discontinua puede ser considerada como un “sistema cerrado”. Al
inicio de la operacién se aflade € medio de cultivo y se inocula, incubando bajo condiciones
Optimas. A lo largo de la fermentacion solo se afiade oxigeno (aire), soluciones acido y base para
controlar e pH y un agente antiespumante. La composicion del medio de cultivo, la
concentracion de la biomasa y la concentracion de metabolitos cambia, como resultado del
metabolismo de las células observandose las cuatro fases tipicas de crecimiento: (1) fase de
latencia, (2) fase exponencial, (3) fase estacionaria y (4) fase de muerte (Figura 3). De esta
manera, el fermentador se encuentra en un estado no estacionario, perfectamente mezclado y con

condiciones uniformes dentro del biorreactor en cualquier tiempo de la fermentacion [56].

3
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Figura 3. Cinética de crecimiento microbiano en un cultivo por lote. 1) Fase de latencia, 2) Fase exponencial, 3)

Fase estacionaria, 4) Fase de muerte
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1.2.2.2 Fermentacion por lote alimentado

Es considerada también como una fermentacién semicontinua, con un flujo de entrada pero sin
un flujo de salida, este tipo de operacion permite que la concentracion de sustrato se pueda

mantener en algun valor predeterminado.

Bajo este sistema las células crecen bajo un régimen por lote durante algun tiempo, normalmente
hasta casi llegar a final de la fase exponencial, en este punto, € reactor es alimentado con una
solucion de sustrato y nutrientes, lo cual provoca una prolongacion de la fase de crecimiento
exponencia (Figura4), asi como también un aumento en el volumen y demanda de nutrientes. El
flujo de aimentacion puede controlarse de tal forma que mantenga € crecimiento del
microorganismo a una velocidad especificay reducir de forma simultédnea la produccion de otros

subproductos.

Una fermentacién por lote aimentado es Gtil para alcanzar altas concentraciones de producto
como resultado de una alta concentracion de biomasa en un tiempo determinado. En este punto,
dos casos pueden ser considerados: |a produccion asociada al crecimiento y la no asociada al
crecimiento. Para €l primero, es deseable extender lafase de crecimiento exponencia tanto como
sea posible, optimizando la velocidad especifica de crecimiento. Para la produccion no asociada
al crecimiento se mantiene una poblacion celular deseada suministrando la fuente de carbono y
otros requerimientos a una velocidad controlada, o suficiente para prolongar la fase estacionaria

y que la produccion del metabolito de interés se incremente [57].

1.2.2.3 Fermentacién en continuo

Esta técnica consiste en aimentar medio de cultivo nuevo al mismo tiempo que se remueve €l
medio de cultivo y biomasa del sistema [58]. Una caracteristica particular del sistema es que
después de un cierto tiempo de fermentacién es posible llegar y mantenerse en un estado
estacionario (Figura5), o que habilitala determinacion de las relaciones del comportamiento del
microorganismo (expresion genética y fenotipica) y las condiciones del medio que lo rodea [59].

El resumen de algunos trabajos previos con diferentes sistemas de produccién se muestra en la
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Tabla 2. Como se observa en la tabla, se aprecia que la mayor produccion de biomasa fue
utilizando un sistema de fermentacion por lote aimentado, sin embargo, la produccion de
astaxantina es similar 