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Resumen del proyecto

Los microorganismos tienen gran potencial como fuente de pigmentos naturales debido a su alta eficiencia

de producción y diversidad de compuestos. Sin embargo, gran parte de los pigmentos del mercado son

producidos por síntesis química. En la actualidad se encuentran disponibles en el mercado pigmentos

extraídos de microorganismos como: betacaroteno y licopeno de Blakeslea trispora, betacaroteno de

Dunaliella salina, y astaxantina de Haematococcus pluvialis. La creciente demanda de los carotenoides se

debe al aumento de su utilización como colorantes y como componentes de suplementos alimenticios,

debido a exigencias en la reglamentación alimentaria y a crecientes evidencias de su rol biológico beneficioso en la salud.

Para que la producción de pigmentos bacterianos sea económicamente viable es necesario mejorar la

eficiencia de la fermentación y de la recuperación del producto, pero además hay que considerar su

sustentabilidad. Esta propuesta tiene como objetivo la producción de zeaxantina a partir de una cepa antártica de

Flavobacterium sp.aislada por el grupo de trabajo. El pigmento formado por cepas del género

Flavobacterium puede contener entre un 95-99% zeaxantina. Se estudiarán la influencia de inductores en el

crecimiento y en la producción de zeaxantina, y las mejores condiciones operativas a nivel de fermentador.

Se realizará el modelado matemático de las cinéticas de producción de biomasa y carotenoide. Además, se

estudiará la extracción de los compuestos con CO2 supercrítico. Con la información recabada se realizará

un estudio técnico-económico de la propuesta.
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Introducción

El mercado mundial de carotenoides posee una tasa de crecimiento sostenido en el entorno al 2%, y proyecciones

estiman que alcance los 1700 millones de dólares para el año 2022, según la Global Industry Analysts Inc [1]. La

creciente demanda de pigmentos naturales, y la valoración del origen natural del producto, ha llevado a la búsqueda de

alternativas que involucran la utilización de microorganismos, con la idea de explotar su potencial en términos de

eficiencia en la producción y diversidad de las estructuras [2]. Los carotenoides más demandados son astaxantina,

cantaxantina, licopeno, betacaroteno, luteína y zeaxantina [1]. La zeaxantina está compuesta por 40 carbonos,

su fórmula química es C40H56O2, y es una xantofila. Tiene dos centros quirales y por la simetría de la molécula

presenta tres estereoisómeros: (3S, 3’S)-zeaxantina, (3R,3’R)-zeaxantina y (3R,3’S)-zeaxantina [3]. Las bacterias

sintetizan solo la forma ópticamente activa RR de la zeaxantina. Sin embargo, la síntesis química genera isómeros

ópticamente inactivos, y mezclas racémicas. En la actualidad, la principal fuente natural de zeaxantina son los pétalos

de Tagetes erecta (Marigold). El proceso de extracción implica extracción y saponificación usando tetrahidrofurano e

hidróxido de potasio. El producto se obtiene cristalizado, siendo una mezcla de luteína, zeaxantina y zeaxantina

dipalmitato [4]. A diferencia del betacaroteno y astaxantina, pocos microorganismos sintetizan zeaxantina. Se

han reportado como productoras especies de los siguientes géneros de bacterias: Mycobacterium, Xanthobacter,

Erwinia, Flavobacterium, Paracoccus, y Sphingobacterium [5]. El pigmento formado por cepas del género

Flavobacterium puede contener entre un 95-99% de zeaxantina, pudiendo encontrarse en la fase inicial de crecimiento

entre un 5-10% dos de sus precursores: betacaroteno y betacriptoxantina [6]. La literatura científica

referente a la producción de zeaxantina por Flavobacterium es limitada. Las dos especies de Flavobacterium más

reportados son Flavobacterium sp. (ATCC 21588) y Flavobacterium multivorum (ATCC 55238). La primera, fue aislada

en los años 60 por los científicos de Hoffmann - La Roche. Se reportó que es capaz de producir hasta 155 mg/L (con

una concentración de 22 mg/g biomasa seca) en un medio con glucosa, caseína, extracto de levadura, sulfato de

magnesio y piridoxina [7]. Para Flavobacterium multivorum (ATCC 55238) se ha reportado un rendimiento de

producción de 11 mg/L en un medio con ácido málico, ácido isocítrico y alfaketoglutarato [6].

La obtención de zeaxantina a partir de microorganismos implica dos etapas fundamentales La primera etapa consiste

en el crecimiento celular y producción del pigmento en un medio de cultivo. La segunda, es la extracción de la

zeaxantina de la biomasa, ya que es un producto intracelular.

La tecnología de extracción con fluidos supercríticos (SCF) ha recibido un notable interés industrial en las últimas
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décadas. Sin embargo, su desarrollo y aplicación son aún incipientes. El estudio de este tipo de procesos no tiene

antecedentes en nuestro medio. Mediante el desarrollo de estas líneas de investigación, se han realizados aportes muy

importantes en un área considerada de punta en el ámbito académico internacional. Los trabajos en la literatura acerca

de la extracción de carotenoides con SCF se centran en la extracción a partir de microalgas. Se han reportado en este

caso, mejores rendimientos de extracción y mayor selectividad comparada con la extracción con metanol [8]. A nivel

industrial, la empresa Algatech, que se especializa en la producción de carotenoides por microalgas utiliza la tecnología

de fluidos supercríticos para la extracción de los mismos asegurando productos libres de solventes [9].

El interés en la utilización de zeaxantina como complementación alimentaria en humanos, se debe a que tanto la

zeaxantina y la luteína (muy cercana estructuralmente) juegan un rol crítico en la prevención de la ceguera por la

degeneración macular relacionada con la edad (AMD). El National Eye Institute de los Estados Unidos estima que para

el 2030 las personas afectadas con AMD serán 3,5 millones de personas en Estados Unidos, y que para el 2050 esta

cifra aumente a 5,4 millones. Existe una amplia evidencia epidemiológica de que la cantidad de pigmento macular

(zeaxantina y luteína) se asocia inversamente con la incidencia de la AMD, un proceso irreversible que es la principal

causa de ceguera en los ancianos. El aumento de la expectativa de vida a nivel mundial, lleva a que a futuro se prevea

un mayor impacto de éste tipo de afecciones. Otros estudios epidemiológicos han establecido la relación inversa entre

el riesgo de cáncer de próstata y pulmón zeaxantina [10], [11].

A nivel nacional no existe producción de carotenoides. En cuanto a la venta de zeaxantina para ración animal en el

mercado uruguayo está Magiar, una empresa que comercializa zeaxantina como aditivo para raciones animales, la cual

importa de las empresas Wisdem (China) y Quimtia (representante con presencia en Brasil, Argentina, Colombia y Perú

de empresas en cuya gama de productos incluye suplementos con carotenoides). Para consumo humano hay una

escasa oferta de productos de laboratorios, los cuales son importados. Sin embargo, a nivel internacional, numerosos

laboratorios (DSM, Abbott, etc.) los incluyen en sus formulaciones para suplementos alimenticios.

El Departamento de Bioingeniería se trabaja en la temática desde el año 2014. Se realizó un screening de bacterias

antárticas productoras de carotenoides y se seleccionaron cepas con potencial para la producción de carotenoides de

interés comercial. La cepa elegida para continuar los estudios produce zeaxantina como carotenoide mayoritario, lo

cual fue confirmado en una colaboración con el Instituto de la Grasa (CSIC - España) a través de pruebas químicas y

HPLC-MS. La optimización del medio de cultivo que maximice la producción de zeaxantina está siendo aún estudiada,

aunque ya se ha logrado duplicar la producción de biomasa y quintuplicar el contenido de la producción de biomasa y

carotenoides totales respectivamente. También se han estudiado a nivel de matraces las condiciones operativas de

temperatura y agitación que favorecen el proceso. En este proyecto se propone partir del medio optimizado, mejorar la

producción por el agregado de inductores, ensayar diferentes modos de operación en reactor de laboratorio, y la

integración del proceso de extracción de los carotenoides a través de la tecnología de fluidos supercríticos.

Metodología/diseño del estudio

El presente proyecto formula dos hipótesis principales. La primera es que la cepa seleccionada es una potencial fuente

de zeaxantina para su producción biotecnológica. Debido a que los carotenoides juegan un rol protector en las

membranas bacterianas [12]-[15], se plantea como hipótesis que una cepa adaptada a condiciones ambientales

adversas (bajas temperaturas, altas cargas de radiación UV, etc) como una cepa antártica, podría presentar mayor

capacidad de producción de carotenoides, para este caso, particularmente, zeaxantina.

La segunda hipótesis, es que la integración de la tecnología de fluidos supercríticos para la extracción del producto

conduce a una propuesta viable desde el punto de vista técnico y económico.

El máximo potencial de producción de la cepa se estudiará optimizando las condiciones de crecimiento microbiano y

producción de zeaxantina, a través del estudio de los componentes del medio de cultivo y de las condiciones operativas

del biorreactor. Ha sido ampliamente reportado en la literatura científica, que la variación de los componentes del medio

de cultivo modifica la producción de carotenoides en los microorganismos, por ejemplo usando distintas fuentes de

carbono y nitrógeno [21], así como otros micronutrientes y factores de crecimiento que contribuyen al aumento de la

producción [6]. La primera actividad es evaluar la producción de zeaxantina con el agregado de inductores, partiendo

de un medio de cultivo ya probado por el equipo de trabajo. En bacterias, los carotenoides son sintetizados de novo a

partir de terpenoides a través de la vía MEP (2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate). Se ha identificado que la formación

de precursores de los isoprenoides se inicia con la condensación de piruvato y D-gliceraldehido-3-fosfato para producir

1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfato (DOXP), paso catalizado por la DOXP sintetasa. Dicha enzima es tiamina dependiente y

además es precursora de la formación de tiamina (vitamina B1) y piridixol (vitamina B6) [22]. Por lo tanto, se plantea

que la presencia de estas vitaminas en el medio podrían tener un efecto positivo en la producción de zeaxantina. En

otros trabajos se ha reportado para cepas de Flavobacterium multivorum un aumento de la producción de zeaxantina
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con el agregado en el medio de cultivo de intermediarios del ciclo del ácido cítrico (ácido isocítrico, ácido málico y

alfaketoglutarato) [6]. La metodología propuesta involucra un diseño experimental de Plackett-Burman en

busca de identificar los factores (vitaminas B1 y B6, intermediarios del ciclo del ácido cítrico) que tengan efecto en la

producción de zeaxantina. Se evaluarán los factores en un nivel de ausencia como nivel bajo y niveles de referencia en

la literatura como nivel alto (0,3 mg/L para las vitaminas y 10 mM para ácido isocítrico, ácido málico y alfaketoglutarato). 

De los factores que resulten tener un efecto positivo, se seleccionarán aquellos 3 que tengan el mayor

peso en la respuesta y se optimizará través de la metodología de superficie de respuesta. Estas experiencias se

llevarán a cabo en matraces agitados y las respuestas a estudiar serán: producción de biomasa (g/L), contenido de

carotenoides (mg/g), producción de zeaxantina (mg/L) y productividad volumétrica de zeaxantina (mg/Lh). Estas

respuestas serán los indicadores cuantificables para la evaluación de los resultados, los cuales serán comparados con

los disponibles en literatura, para otras especies de Flavobacterium.

Con el medio de cultivo ya definido en esta etapa, se pasará a la fermentación a nivel de bioreactor de laboratorio

operando en modo batch, donde se estudiarán los requerimientos de oxígeno para el crecimiento microbiano y la

formación de zeaxantina. La hidroxilación del betacaroteno y betacriptoxantina, los cuales son los dos últimos pasos de la

vía metabólica para la síntesis de zeaxantina son dependientes del oxígeno [4] y también es un

factor limitante para el crecimiento celular, ya que Flavobacterium sp. es aerobia. Se estudiará la influencia de la

concentración de oxígeno, ensayando las siguientes condiciones: sin control de oxígeno, y dos niveles de oxígeno

disuelto (10% y 30% de saturación) mantenidos por el sistema de control del biorreactor mediante variación en la

velocidad de agitación.

Como último punto a evaluar en el proceso de fermentación, se ensayarán como modo alimentación la estrategia

“fed-batch”, con el agregado de pulsos de nutrientes en la fase exponencial tardía, de manera de determinar si es

posible extender la fase de producción de carotenoides. En trabajos anteriores se observó que el contenido de

carotenoides varía con el tiempo, aumentando durante la fase exponencial y estacionaria, la cantidad y la proporción de

zeaxantina en la biomasa al disminuir la de los intermediarios.

A partir de las ensayos anteriores, se espera contar con la mayor cantidad de información que permita un mejor control

de proceso de producción. Se espera conocer a partir de la formulación del medio de cultivo, cuál/es es/son sustrato/s

limitante y efecto de los inductores. Además los requerimientos de oxígeno y su impacto en control del proceso. Una

vez conocidas las variables que afectan el bioproceso de producción de zeaxantina de la cepa de Flavobacterium, se

realizará el modelado de la cinética de crecimiento y producción de pigmento. Se evaluarán diferentes modelos

tomados de bibliografía, de manera de encontrar el que mejor se ajuste a los datos experimentales. De esta forma, se

pretende tener una expresión matemática que prediga el comportamiento del sistema.

La extracción del pigmento de la matriz celular es un paso fundamental a la hora de evaluar el proceso tanto en el

aspecto técnico como económico. Los métodos tradicionales para la extracción de carotenoides tienen grandes

desventajas, son laboriosos, requieren largos tiempos de extracción y usan grandes cantidades de solventes orgánicos.

En muchos casos, también presentan baja selectividad y bajos rendimientos de extracción. Debido a estas

desventajas, se plantea en la presente propuesta la integración al proceso de la extracción de los carotenoides con la

tecnología de fluidos supercríticos. Los fluidos supercríticos se caracterizan por tener una viscosidad relativa baja y un

coeficiente de difusión alto comparado con los solventes orgánicos convencionales, lo que favorece su desempeño

como solvente para extracción. La densidad de estos fluidos debe ajustarse mediante variaciones de temperatura y

presión, permitiendo ajustar sus propiedades de selectividad frente a varios compuestos [19]. Dado que el solvente

supercrítico opera a altas presiones, la separación entre soluto y solvente se realiza en forma muy simple y eficiente por

la simple descompresión del sistema. Los carotenoides se extraerán de la biomasa liofilizada y se utilizará CO2 como

solvente de extracción. Se estudiará a través de un diseño experimental de tres factores, el efecto de la temperatura

(entre 40 y 60ºC), la presión (entre 200 y 400 bar) y el agregado de etanol como co-solvente (10%). La respuesta a

estudiar será cantidad de carotenoide extraído por gramo de biomasa seca. Los resultados se compararon con el

método de extracción utilizado actualmente por el grupo de trabajo, que es la extracción directa sólido-líquido con

metanol. Con los resultados de las actividades anteriores, se estudiará la viabilidad económica de la propuesta y se

evaluará el

impacto de las etapas en el proceso global.

Métodos analíticos.

La producción de biomasa se seguirá por densidad óptica a 600 nm. Las concentraciones zeaxantina y demás

carotenoides en la biomasa se determinarán por HPLC en una columnas de fase reversa (C18 y C30), con un método

optimizado previamente por el equipo de trabajo.

4 / 7  



Resultados, análisis y discusión

Para comenzar las actividades, se realizó un estudio en matraces agitados de manera de determinar las mejores

condiciones de fermentación en cuanto a la cantidad de sustrato (glucosa) óptimo para el crecimiento y producción de

zeaxantina y carotenoides totales, así como también la relación volumen de medio de cultivo (mL) y volumen de matraz (L)

que favorece la disponibilidad de oxígeno en matraces agitados. Este último factor es muy importante ya que, como se ha

visto con anterioridad en bibliografía y en el grupo de trabajo, la producción de carotenoides, y en especial de la

zeaxantina, está estrechamente ligada a la disponibilidad de oxígeno en el cultivo. Se determinó que con un descenso de

30% a 10% de volumen de medio con respecto al volumen del matraz se alcanza un incremento del 100% en el contenido de

zeaxantina y betacriptoxantina. En cuanto al contenido de carotenoides totales, solo se presentó un incremento del 27%. No

hubo diferencias significativas en la concentración de biomasa alcanzada. 

Se estudió la influencia de la concentración de glucosa inicial en el medio de cultivo en el rango de 10 g/L a 60 g/L. La

máxima concentración de glucosa consumida fue 15 g/L y se determinó inhibición por sustrato a partir de los 30 g/L. La

concentración de biomasa final fue similar para todas las concentraciones ensayadas. Sin embargo la velocidad

específica de crecimiento disminuyó cuando los microorganismos eran cultivados a concentraciones de glucosa inicial

mayores a 30 g/L. Los mayores contenidos de zeaxantina, betacriptoxantina, betacaroteno y carotenoides totales se

obtuvieron trabajando con una concentración de glucosa inicial de 10 g/L. A partir de 20 g/L no se presentaron diferencias

significativas.

Las actividades continuaron con el estudio de la influencia de inductores sobre el crecimiento y producción de

carotenoides. La metodología se basó en estudiar ausencia o presencia del inductor, para luego realizar un diseño

experimental con los tres que presentaron mayor influencia sobre las respuestas estudiadas. Se ensayaron tres

vitaminas: tiamina, piridoxina y biotina. El análisis estadístico tuvo como resultado que la Biotina es la única de las tres

vitaminas con efecto significativo en la producción de carotenoides. 

Luego, se continuó con el estudio de la utilización de los intermediarios del ciclo del ácido cítrico (malato, fumarato,

succinato, alfaketoglutarato, piruvato, oxalacetato, acetato y citrato) y aminoácidos como promotores de la producción de

carotenoides y crecimiento celular. El análisis de varianza determinó que los tres inductores que tuvieron un efecto

positivo son serina, valina y piruvato. La concentración óptima que maximiza el contenido de zeaxantina y carotenoides

totales de estos tres compuestos en la formulación del medio de cultivo se determinó a través de un diseño experimental,

siendo para serina 5mM, valina 15 mM y piruvato 10mM. 

Por otro lado, se estudió la posibilidad de sustitución de la peptona y el extracto de levadura (fuentes de nitrógeno

previamente optimizadas para este microorganismo) por “corn steep liquor (CSL)”, un componente complejo que ha sido

ampliamente estudiado en diversos procesos biológicos como fuente de nitrógeno y factor nutricional de bajo costo. Para

realizar este estudio,se realizaron ensayos de sustitución parciales y completos para evaluar el desempeño de

Flavobacterium P8 para la producción de zeaxantina y carotenoides totales. La sustitución total del extracto de levadura y

peptona por 8 g/L de CSL resultó en la mayor acumulación de zeaxantina y carotenoides totales, con respecto a las

sustituciones parciales y el medio control. Sin embargo, el crecimiento celular se vió desfavorecido por esta sustitución,

siendo mayoritario en el medio control. Con estos resultados, se puede apreciar una relación inversa entre el crecimiento

celular y la producción de carotenoides y zeaxantina. Esto puede deberse a que Flavobacterium P8 es una bacteria

aerobia, demandando oxígeno para el crecimiento celular. El oxígeno también es necesario para la conversión de

betacaroteno a betacriptoxantina y de betacriptoxantina a zeaxantina. Sin embargo, a mayor cantidad de biomasa, esta

consumirá más oxígeno para crecimiento,mantenimiento celular y formación de productos. Por lo tanto, la concentración

de oxígeno disponible podría no haber sido suficiente para la formación de carotenoides y la hidroxilación a zeaxantina,

resultando en una menor acumulación a mayor concentración de biomasa. 

Se incrementó la concentración de CSL de manera de estudiar si era posible mejorar los resultados obtenidos. Se

ensayaron concentraciones de 15, 20 y 25 g/L de CSL. Los mejores resultados fueron obtenidos para una concentración de

CSL de 25 g/L, alcanzando una concentración de biomasa de 5 g/L, un contenido de zeaxantina de 840 ug/g y una

concentración de zeaxantina por litro de medio de cultivo de 4 mg/L. 

El medio de cultivo formulado en matraces fue escalado a un biorreactor de laboratorio. Sin embargo, no se lograron

incrementar los rendimientos obtenidos en matraces. Esto podría deberse a una deficiencia de nutrientes y no a la

disponibilidad de oxígeno, ya que en el biorreactor se trabajó a una concentración de oxígeno disuelta de 10% de la

concentración de saturación, la cual había sido previamente determinada como óptima. 

En cuanto a los ensayos de extracción con dioxido de carbono supercrítico (SCF), los rendimientos obtenidos fueron muy

bajos, con respecto a la extracción tradicional la cual se realiza con metanol en un molinillo de bolas. Sin embargo, se

obtuvieron algunos resultados preliminares a destacar. La SCF logró una extracción diferencial de los carotenoides con

respecto a otros pigmentos, denominados flexirrubinas, que son extraídos en la extracción tradicional en molino. Este
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resultado es promisorio, ya que facilitaría la purificación del extracto de carotenoides en etapas posteriores. 

Las extracciones SCF utilizando metanol o etanol como cosolvente favorecieron la extracción de betacaroteno, el

componente más apolar de la mezcla, con respecto a la betacriptoxantina y a la zeaxantina. 

Se extrae solo un 4% y un 0.2% de zeaxantina con SCF utilizando etanol y metanol como co-solvente, respectivamente.

Para el caso del betacaroteno, se incrementa su extracción con SCF con respecto al método tradicional en molino. Los

bajos rendimientos de la extracción pudieron deberse a una gran compactación del material por su pequeño tamaño de

partícula y baja densidad. 

Conclusiones y recomendaciones

Se estudió la producción de zeaxantina y carotenoides totales a partir de una cepa de Flavobacterium sp. aislada de la

Antártida. Las principales conclusiones obtenidas son:

1 - El crecimiento de Flavobacterium P8 y la producción de zeaxantina y carotenoides totales se vió inhibida por la

concentración de sustrato en el medio de cultivo, siendo 10 g/L de glucosa la concentración adecuada para la producción

de zeaxantina y carotenoides y 30 g/L para la producción de biomasa.

2 - Vitaminas previamente reportadas como estimulantes de la formación de carotenoides no presentaron un efecto

significativo.

3 - Los aminoácidos valina y serina tuvieron un efecto estimulante en la acumulación de zeaxantina y carotenoides totales

por gramo de biomasa.

4 - La presencia de piruvato en el medio de cultivo también presentó un efecto estimulante en la carotenogénesis.

5 - Se optimizaron las concentraciones de estos tres compuestos de manera de incrementar la producción de

carotenoides.

6 - La sustitución de peptona y extracto de levadura por jarabe de maíz de alta fructosa presentó un efecto positivo en la

acumulación de carotenoides. Sin embargo, no estimuló el crecimiento celular. El escalado a biorreactor no mejoró los

rendimientos.

7 - No se lograron resultados favorables en la extracción con fluídos supercriticos. Sin embargo, se observó una

extracción diferencial de los carotenoides con respecto a las flexirrubinas, las cuales son co-extraídas con la extracción

sólido-líquido tradicional, facilitando los pasos posteriores de purificación. Se continuará trabajando en encontrar las

causas de este bajo rendimiento, de manera de poder integrar esta tecnología al proceso.
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