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Resumen

El céncer constituye una de las principales causas de muerte al nivel mundial. Ante esta
problematica se han investigado tratamientos alternativos como biopigmentos, entre ellos la
violaceina que ha demostrado en ensayos con animales poseer caracteristicas antitumorales, sin
embargo, su limitada produccion ha frenado su avance a fases clinicas en humanos. Este proyecto
busca optimizar parametros claves que permitan obtener mayor concentracion de violaceina,
reduciendo significativamente los costos de materia prima. Para el desarrollo del proyecto, se
elabord un protocolo de descontaminacion de albumina de huevo usando luz UV, que garantiz6 la
selectividad de la bacteria Pseudoalteromonas luteoviolacea, posteriormente se realizo la
preparacion de medios de cultivos donde se desarrollaron ensayos en Kitasatos de 500 ml variando
temperaturas, pH, agitacion y aireacion, finalizando con un ensayo en un Kitasato de 2000 ml. Se
cuantificé la cantidad de proteina en la albumina, evidenciando que una exposicion total de 15
minutos a luz UV degrada 7.51% de proteina. Ademads, se determin6 que, a 27°C, pH de 6.5,
aireacion baja y nula agitacion se consigue mayor concentracion de violaceina. Estos hallazgos
posibilitan iniciar una produccion de violaceina de manera controlada y sostenible, permitiendo
adentrarse a un nuevo sector industrial.

Palabras Clave: Escalamiento de proceso, albumina de huevo, parametros clave,

descontaminacion de sustrato



Abstract

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. In response to this problem, alternative
treatments such as biopigments have been investigated, including violacein, which has
demonstrated antitumor properties in animal trials. However, its limited production has hindered
its advancement to human clinical trials. This project seeks to optimize key parameters that allow
for higher concentrations of violacein, significantly reducing raw material costs. For the
development of the project, an egg albumin decontamination protocol was developed using UV
light, which guaranteed selectivity for the Pseudoalteromonas luteoviolacea bacteria. Culture
media were then prepared, where assays were performed in 500 ml Kitasatos, varying
temperatures, pH, agitation, and aeration, concluding with an assay in a 2000 ml Kitasato. The
amount of protein in the albumin was quantified, demonstrating that a total exposure of 15 minutes
to UV light degrades 7.51% of the protein. Furthermore, it was determined that a higher violacein
concentration is achieved at 27°C, pH 6.5, low aeration, and no agitation. These findings make it
possible to initiate controlled and sustainable violacein production, allowing for entry into a new

industrial sector.

Keywords: Process escalation, egg albumin, key parameters, substrate decontamination
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

El cancer constituye una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Segtn la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2022 se reportaron aproximadamente 20 millones
de nuevos casos y 9.7 millones de muertes relacionadas con esta enfermedad. En Ecuador, el
Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) sefala que el cancer es la segunda causa de
muerte, con mas de 14.000 fallecimientos anuales, siendo los tipos mas comunes el cancer de

mama, prostata, estobmago y cuello uterino (INEC, 2022).

Ante esta problematica, la busqueda de compuestos bioactivos con potencial terapéutico
ha generado un interés creciente en el ambito cientifico. Bajo este contexto, los biopigmentos
microbianos han emergido como una alternativa, no solo por su origen natural, sino también por
sus propiedades farmacologicas. La violaceina, un pigmento violeta derivado del triptéfano ha
demostrado actividades antibacterianas, antiparasitarias, antioxidantes y, especialmente,
antitumorales, lo que la posiciona como un candidato potencial en el desarrollo de farmacos

antineoplasicos (Duran et al., 2007; Rodrigues et al., 2013).

Este biopigmento es producido por bacterias como Chromobacterium violaceum 'y
Janthinobacterium lividum. Sin embargo, se ha evidenciado que otras especies como
Pseudoalteromonas luteoviolacea, una bacteria marina, son capaces de producir violaceina, esta
cepa ofrece ventajas por su adaptacion a condiciones salinas y su potencial biotecnoldgico (Alker

etal., 2020) .

A pesar de su potencial terapéutico, la produccion de violaceina enfrenta limitaciones
relacionadas a bajos rendimientos, altos costos de medios de cultivo y sobre todo dificultades para
su escalamiento. Por ello es necesario optimizar los pardmetros de cultivo y buscar fuentes de

nutrientes accesibles y sostenibles, se planted la produccion de violaceina mediante la variacion



de parametros de cultivo como temperatura, aireacion, agitaciéon y pH, utilizando albumina de

huevo como sustrato y principal fuente de proteina.

La albumina es abundante en aminoacidos esenciales como el triptdfano, el cual precursor
clave en la biosintesis de violaceina, por lo que representa una alternativa para medios de cultivo
no convencionales. Ademas, esta estrategia se alinea con los principios de la bioeconomia circular

y la produccion sustentable de biofarmacos (McMenamy, R, & Oncley, 1958).

En la presente investigacion se busco aportar conocimiento técnico y experimental sobre
la influencia de pardmetros fisicoquimicos en la sintesis de violaceina a partir de
Pseudoalteromonas luteoviolacea, con el fin de generar datos aplicables al desarrollo de procesos

mas eficientes y factibles para su eventual aplicacion en terapias oncoldgicas.

1.2 Descripcion del Problema

Los tratamientos convencionales contra el cancer mas conocidos en la actualidad son las
quimioterapias y radioterapias, los cuales varian sus valores dependiendo de la etapa en la que se
encuentra el paciente. Adicional a los elevados costos asociados a terapias, se ha evidenciado que
los tratamientos convencionales presentan una especificidad limitada al momento de eliminar
células, es decir que elimina a su paso tanto células malignas como benignas(Péhlmann et al.,
2024; Zafar et al., 2025). Generando efectos secundarios como pérdida de cabello, nduseas y fatiga
e incluso se ha llegado a presentar casos en los que las células cancerigenas tienden a generar

resistencia a los tratamientos(Pucci et al., 2019).

En el presente estudio, la principal fuente de obtencion de violaceina corresponde a la
bacteria Pseudoalteromonas luteoviolacea. Sin embargo, la bacteria carece de estudios que
evaltien parametros optimos de produccion a escala piloto o industrial, lo que representa una

limitante significativa en el estudio de su biosintesis.



La produccién de violaceina depende en gran parte del sustrato. El triptofano es un
aminoacido esencial para la produccion de violaceina debido a que es el precursor en su ruta de
biosintesis(Gwon et al., 2021). Diversos productos comerciales cuentan con este aminoacido en
su composicion, sin embargo, sus costos son elevados, partiendo de $200 a $700 los 500 gramos

de acuerdo con la informacion proporcionada en la pagina Sigma Aldrich (2025).

Es por ello que se reinen constantes esfuerzos en investigaciones con la
Pseudoalteromonas luteoviolacea y la produccion del pigmento, con el fin de buscar fuentes
alternas de sustrato, determinar condiciones 6ptimas para su crecimiento y los mejores protocolos
para asegurar su inocuidad y escalamiento a planta piloto. Dar este paso de laboratorio a escala
piloto supondria un gran avance en la tecnologia e innovacién en el Ecuador, trabajando con un
producto clave en el desarrollo de nuevas estrategias anticancer e incluso la violaceina tiene
aplicaciones no solamente en el &mbito de la salud humana, sino que también es muy usada en el
campo de los insecticidas y en el drea cosmetologica. De esta forma se abren las puertas a varios

sectores en la industria ecuatoriana.

1.3  Justificacion del Problema

Esta investigacion surgié en necesidad de optimizar las condiciones de produccion de
violaceina, la cual ha demostrado que puede ser usada como un método alternativo a los
tratamientos convencionales de cancer como la quimioterapia o la radioterapia, de los que, a pesar
de presentar efectividad, también presentan efectos secundarios adversos. Ademas de determinar
parametros clave para el desarrollo de la bacteria, la optimizacion del proceso de produccion
también se buscé encontrar una fuente de proteina que sustituya a sustratos comerciales con costos
elevados. En el presente estudio se hizo uso de la albumina de huevo como sustituto del sustrato

comercial.



Con lo mencionado anteriormente, existe la posibilidad de impulsar este proyecto en la
industria ecuatoriana una vez que se determinen los parametros Optimos para una producciéon
sostenible. Los elementos involucrados en este proceso presentan la ventaja en cuanto a su
disponibilidad, el medio liquido es el agua de mar tratada proveniente de las playas del pais; el
sustrato es la albimina de huevo preparada en los laboratorios siguiendo un protocolo de
descontaminacion garantizando su efectividad como sustrato; y, el extracto de levadura en futuras
investigaciones se podria buscar una fuente alterna y menos costosa. Esto supondria un gran
avance para industria biotecnologica en el pais y de la region, aportando gran valor a la comunidad
cientifica. De esta forma se busca cumplir con los Objetivos de Desarrollo Sostenible,

garantizando un uso responsable de los recursos.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general
Optimizar el proceso de biosintesis de violaceina determinando parametros claves en su

escalamiento a nivel de laboratorio para presentarlo como propuesta de farmaco antineoplasico.

1.4.2 Objetivos especificos
1. Disenar un protocolo de descontaminacion de albiimina de huevo, garantizando su
selectividad respecto a la Pseudoalteromonas luteoviolacea, a través de ensayos
microbioldgicos de control y evaluacion de su impacto en la produccion de violaceina.
2. Determinar las condiciones de temperatura, agitacion, aireacion y pH en un biorreactor
para la maximizacion del rendimiento de la produccion de violaceina, mediante
experimentos por lotes.
3. Simular el proceso de biosintesis de violaceina usando Aspen Batch Process Developer,

para el escalamiento a planta piloto de un biorreactor y su analisis tecno econdmico.



1.5 Marco tedrico
1.5.1 Tratamientos convencionales del cancer: Costos y limitaciones.

En la actualidad, la quimioterapia y la radioterapia son los tratamientos mas comunes para
eliminar y reducir las células cancerosas en personas, estos procedimientos fueron aprobados por
la Food and Drug Administration (FDA) en el afio de 1949 y 1896 respectivamente. La
quimioterapia consisten en el uso de agentes citotoxicos que suprimen el crecimiento de células
cancerosas, los mecanismos de acciéon mas comunes son la ruptura de ADN y la intervencion en
la sintesis de ADN y ARN(Tilsed et al., 2022), la limitaciéon de este tratamiento es la falta de
especificidad al momento de eliminar las células pues no solo ataca células cancerosas sino
también células sanas de rapida division produciéndose como efecto secundario una disbiosis, la
cual es una alteracion en la microbiota reduciendo bacterias beneficiosas como el lactobacillus y
aumentando el riesgo de proliferacion de patdogenos oportunistas (Deleemans et al., 2019).
También se produce eriptosis, la cual es la destruccion de eritrocitos sanos y defectuosos afectando

la liberacion de hemoglobina lo que conlleva a la anemia (Bryer & Henry, 2018) .

Se presenta otra limitante debido al desarrollo de mecanismos de resistencia a fArmacos
quimioterapéuticos de las células cancerosas, como la resistencia por células madre cancerosa, las
cuales pueden regenerar el tumor tras la quimioterapia (Tilsed et al., 2022). La radioterapia
consiste en exponer a las células cancerosas a altas dosis de radiacion con la finalidad de afectar
el ADN de las células, entre su principal funcidon esta la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la ruptura de cromosomas afectando el metabolismo celular y produciendo

muerte celular (Tominaga et al., 2004).

A pesar de que en la actualidad se cuenta con métodos de mayor precision como la
irradiacion con ayuda de resonancias magnéticas o tomografia computarizada, el dafio que se

genera a las células sanas circundantes se mantiene debido a que el ADN y estructura de las mismas



es sensible a la radiacion, generando una desventaja en cuanto al tiempo de espera entre cada
sesion puesto que las células cancerosas pueden desarrollar mecanismos moleculares como
antioxidantes mitocondriales que protegen a las células malignas contra el dafio generado por
ROS(Chen et al., 2021; Fisher & Goswami, 2008). La formacion de ROS se ve afectada por la
hipoxia tumoral la cual no permite la estabilizacion de radicales libres y por tanto se descomponen

o estabilizan antes de causar dafios al ADN(Akhunzianov et al., 2025).

La quimioterapia en paises europeos el costo oscila entre $5000 a $13000 contando con un
seguro médico mientras que sin un seguro el valor oscila entre los $13000 y $24000 (Berger et al.,
1998). La radioterapia puede oscilar entre valores de $5500 a los $111901 si no se cuenta con un
seguro médico (Deschuymer et al., 2020), a esto se le afiade el tiempo de espera que sufre el

paciente debido a la alta demanda.

1.5.2 Biopigmentos como agentes anticancerigenos alternativos.

Dada la problematica planteada por los tratamientos convencionales se presentan a los
biopigmentos como estrategia alternativa en tratamientos oncoldgicos, siendo la prodigiosina uno
de los precursores en este campo. Los primeros analisis fueron presentados en el afio 2001, este
articulo detalla como el pigmento activa mecanismos de apoptosis de células cancerosas
mostrando una gran selectividad al momento de inducir estrés oxidativo (Montaner & Pérez-
Tomas, 2001). En base a esto, se tomaron en cuenta caracteristicas con los que deben contar los
biopigmentos, primero se someteran a estudios inicialmente in vitro, y posteriormente el analisis
en modelos con animales.

En la actualidad, los biopigmentos que mas destacan en cuanto al cumplimiento de los
criterios de selectividad son: curcumina, prodigiosina y violaceina. Sin embargo, ninguno de estos
compuestos ha logrado la aprobacién para su uso clinico, dado que las normativas establecidas por

la FAO, impone lineamientos estrictos y obligatorios como conocimiento de la farmacocinética,



estudios de toxicidad a corto, medio y largo plazo (U.S. Food and Drug Administration, 2018),

ademas de la purificacion y escalamiento de proceso de produccion.

1.5.3 Violaceina: Un biopigmento con propiedades anticancerigenas destacables.

La violaceina es un pigmento color violeta derivado del L-Triptéfano, se obtiene a partir
de reacciones enzimaticas definidas, cuya ruta biosintética estd dada por los genes vioA, vioB,
vioC, vioD, vioE (Fiiller et al., 2016) . Este biopigmento presenta una alta efectividad
anticancerigena en ensayos in vitro, lo que ha dado paso al estudio de su eficacia en modelos
animales. Existen estudios que demuestran la eficacia de la violaceina en cuanto a la eliminacién
de células malignas y tumores resistentes a los tratamientos convencionales, debido a que
demuestran una gran actividad en ambientes hipdxicos reduciendo asi la metastasis, ademas
generan un mayor estrés oxidativo al aumentar las especies oxidativas de oxigeno, lo que conlleva
a la apoptosis de células cancerosas (de Carvalho et al., 2006). Las pruebas consideran el uso de
forma directa inyectando el compuesto en la zona intraperitoneal o indirecta empleando bacterias

productoras dirigidas al tumor (Hashimi et al., 2015).

1.5.4 Pseudoalteromonas luteoviolacea como fuente de violaceina.

Actualmente, existen varios microorganismos productores de violaceina, entre las mas
comunes se encuentran las Duganella violaceinigra, Collimonas, Pseudoalteromonas
luteoviolacea. Estas bacterias presentan la ventaja de ser no patdogenas en seres humanos por lo
tanto se facilita el establecimiento de los protocolos de bioseguridad al momento de planificar el
escalamiento a nivel industrial (Choi et al., 2015)

Las Pseudoalteromonas destacan por ser bacterias altamente adaptables, mayormente
encontradas en organismos marinos, que poseen la caracteristica de formar biopeliculas y su
aislamiento se da comunmente mediante resiembra sucesiva, adicionalmente se pueden incubar

facilmente a temperaturas entre 25 y 30 grados Celsius en medios solidos o liquidos (Soliev et al.,



2011). Se ha identificado que existen cepas de estas bacterias que tienen la capacidad de formar

biopigmentos lo que ha generado interés por sus potenciales farmacoldgicos.

1.5.5 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son nutrientes, ya sean liquidos o solidos, que permiten la
multiplicacion de microorganismos. En el caso de las Pseudoalteromonas luteoviolacea es comun
aislarlas empleando un medio so6lido constituido por agar marino dada la alta salinidad de éste,
posteriormente, se inocula la bacteria en medio liquido procurando el aumento de su
concentracion, proporcionando fuentes de carbono, nitrogeno, sales y oligoelementos que activan

o reprimen las rutas metabolicas para la obtencion de un compuesto (Timmermans et al., 2019).

1.5.6 Albumina de huevo como sustrato

La albumina de huevo es usada en microbiologia como un suplemento proteico en medios
de cultivos buscando favorecer el crecimiento bacteriano, debido a su composicion alta en
aminoacidos esenciales (Atlas, 2010). Tiene la capacidad de estabilizar enzimas en medios
sensibles o de dificil crecimiento. Los péptidos bioactivos derivados de la albumina contribuyen a
la estabilidad del cultivo, mejorando la eficiencia en estudios microbioldgicos (Obianwuna et al.,
2022). En cuanto a su composicion, la albamina de huevo esta constituida por gran cantidad de
aminoacidos esenciales, de los cuales el triptéfano tiene una composicion entre 1.25% y 1.5% del
total de aminoacidos (Attia et al., 2020). Estudios han demostrado que el triptofano permite la
formacion de biofilms y producciéon de compuestos antimicrobianos, los cuales son aspectos

relevantes para bacterias marinas(Nahariah et al., 2015).
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2. Metodologia
2.1 Descripcion del proceso

El presente proyecto busca optimizar las condiciones de produccion de violaceina a partir
de Pseudoalteromonas luteoviolacea con la finalidad del escalamiento a laboratorio empleando

biorreactores de 2 litros.

2.2 Produccion y protocolo de descontaminacion de albiumina de huevo

Para la obtencion de albumina de huevo es necesario hacer uso tnicamente de las claras,
pues es en este liquido viscoso donde se concentra el triptéfano requerido para la preparacion del
medio de cultivo. A continuacidn, se describe el paso a paso de la obtencion de albumina y

adicional a ello se presenta un protocolo de descontaminacion de esta.

2.2.1 Preparacion de albumina
Todo el proceso descrito debe realizarse en un ambiente inocuo y estéril exceptuando el

secado en la estufa.

e Se descontamino el area de trabajo. Se irradid luz UV a mandiles y uso obligatorio de
guantes y mascarillas.

e Se vertid tnicamente las claras de huevos en un recipiente autoclavado para una rapida
extraccion.

e Se uso jeringas estériles o autoclavadas para extraccion las claras de huevos del
recipiente. Una vez que se obtuvo la cantidad de clara de huevo en la jeringa, se adapto
en la punta un filtro 0.5 um.

e En las cajas Petri autoclavadas se coloc6 las claras de huevo hasta que se formé una
capa que cubra toda la superficie, procurando que no sea ni muy delgada, ni muy

gruesa.
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Se calent6 previamente la estufa a 200°C durante 2 horas para la eliminacion de
posibles bacterias que estén presentes en el equipo. Esta metodologia esta respaldada
en el estudio de Alshammari, F. & Hussein, H. (2022). Donde se menciona que el
calentamiento seco a temperaturas de 150°C y 200°C se eliminan patogenos en papel,
lo que puede extrapolarse a la desinfeccion de equipos.

Después de pasadas las 2 horas se dejo enfriar a 45°C.

Una vez que se mantuvo estable la temperatura a 45°C se colocd las cajas Petri con la
clara de huevo en la estufa y se dejo secar durante un periodo de 8 a 12 horas.

Con la albimina ya seca, se transportaron las bandejas al area de trabajo.

Se rasparon las cajas Petri con espatulas autoclavadas o esterilizadas para remover la
albimina seca y su posterior maceracion, la cual se realiz6 con un mortero

desinfectado.

Protocolo de descontaminacion de albumina

Una vez pulverizada la albiumina se procedio a colocarla en una lamina de aluminio lo
suficientemente grande como para que quepa toda la albimina y se la esparcio en la
superficie.

Se irradidé luz UV durante 5 minutos y se dejo descansar la albimina por 2 minutos.
Este proceso se repitio 3 veces. Entre cada descanso se procurd redistribuir la albtimina
de tal forma que la irradiacion UV permita descontaminar gran mayoria de la proteina
y no Unicamente en la superficie.

La albiimina descontaminada se trasvasd en un frasco previamente autoclavado y

pesado.
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Figura 2.1 Irradiacion con luz UV a albumina de huevo

2.3 Cuantificacion de proteina

La luz UV a pesar de ser efectiva para descontaminar la albumina de huevo, también
degrada sus proteinas, es por ello que surge la necesidad de una cuantificacién proteica. Para
determinar si la cantidad de proteina degradada por irradiacion UV es significativa, se hizo uso de
la féormula de Warburg-Christian establecida en Creative Biomart (2025) por lo que se procedi6 a
realizar la lectura de una solucion proteica (la cual tiene una concentracion de 1 mg de la albimina
preparada por ml agua Milli Q) a 280 y 260 nm en el Varioskan Thermo Fisher Scientific. Este
procedimiento se realizo antes y después de la irradiacion con la finalidad de obtener el porcentaje

de proteina degradada.

2.4 Preparacion de medios de cultivos

Los medios de cultivo donde se desarrollan las bacterias estan constituidos por nutrientes
suficientes para que el crecimiento bacteriano se vea favorecido. En la presente investigacion, la
principal fuente de nutrientes del medio es la albiimina de huevo, que surge como fuente alterna
de proteinas comerciales tal es el caso de LB Broth, Peptona o Triptona. Los sustratos mencionados
comparten en su composicion el triptofano, el cual es un aminoacido esencial y principal precursor

de la ruta metabdlica de violaceina. De acuerdo con Attia et al. (2020) la albimina de huevo posee
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entre 1.25 g y 1.50 g de triptofano por cada 100 g de proteina, lo que hace adecuada para ser

empleada como sustituto de proteinas comerciales.

La proporcion de nutrientes que conforman el medio de cultivo en cada uno de los niveles
experimentales es: 5 g/LL de extracto de levadura y 10 g/L de albumina de huevo. En tanto que el
volumen de los micro ensayos es de 300 ml. Se determind dicho valor volumétrico debido a que
diariamente se extraen 4.5 ml de muestra de cada batch de tal forma que se evite variaciones

significativas en el volumen del reactor y se vea afectada la produccion bacteriana.

2.5 Viabilizacion de la bacteria a inocular.

Para el proceso de inoculacion se debe viabilizar la bacteria por lo que es necesario realizar
un cambio de medio, pasando de placa a un medio liquido (Hindler et al., 1990), siendo la
composicion de este medio LB Broth en 25 ml agua de mar, propiciando los nutrientes y las
condiciones necesarias para el crecimiento bacteriano inicial. Las proporciones del medio son: 20
g/l de LB Broth en agua de mar pasada por luz UV, condiciones que fueron establecidas en

estudios previos enfocados en la optimizacion del medio de cultivo.

Es primordial para una correcta inoculacion permitir que el crecimiento bacteriano logre
alcanzar la fase exponencia buscando reducir el tiempo de adaptacion de la bacteria. Se realiza la
lectura en el Varioskan a una densidad optica de 600 nm (0Dgq) distribuyendo 200 uL por
triplicado del medio anteriormente mencionado en una placa multipocillos 96 para verificar que la
absorbancia se encuentre entre 0.35 y 0.40, rango en el cual el crecimiento bacteriano se encuentra
dentro de la fase exponencial, si este valor se encontrara por encima de este rango se procede a

realizar el debido ajuste empleando agua de mar como solvente.
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2.6 Determinacion de temperatura éptima

La ejecucion de los sistemas de temperaturas empezd con la preparacion del medio de
cultivo aplicando las proporciones y volimenes anteriormente descritos. Las temperaturas
experimentales aplicadas en el proyecto son: 20°C, 27°C, 30°C y 35°C. Se toma como punto de
partida el estudio enfocado en produccion de violaceina empleando Pseudoalteromonas
luteoviolacea en medios de peptona y extracto de levadura a 24 °C. Con el proposito de ir acotando
los rangos, se seleccionaron dos temperaturas extremas y dos proximas al valor tedricamente
establecido. Los extremos (20°C y 35°C) se fijan para determinar si son valores que causan un

impacto favorable o no en el crecimiento bacteriano y por tanto produccion del pigmento.

Variando cada nivel de los parametros, sea de temperatura, pH, aireacioén o agitacion, la
bacteria se encuentra expuesta a diferentes tipos de estrés, lo que provoca mayor o menor
produccion de violaceina como un mecanismo de defensa contra factores externos. (Menon et al.,

2024)

Los ensayos son llevados a cabo por triplicado en cada condicion para garantizar la
fiabilidad de los resultados y replicabilidad del proceso. Adicionalmente, para disminuir posibles

interferencias se realizan todos los ensayos en condiciones de ausencia de luz.

Una vez inoculados los medios se empieza por el montaje del sistema de temperaturas. Se
dispuso de un laboratorio cuyas condiciones permanecen constantes, mas especificamente a una
temperatura 20°C, lo que lo hizo ideal para situar la muestras de 20°C, en este mismo laboratorio
se armd un sistema que simula un bafio maria empleando un termémetro de mercurio, una
resistencia JAD HT-850 de 50 W y una bandeja plastica rectangular de 12 litros, de tal forma que
se mantengan las los ensayos a 27°C durante los 5 dias de experimentacion, verificando

constantemente con el termometro de mercurio que no se exceda ni se descienda de dicha



16

temperatura. Para el siguiente nivel se colocan las muestras en una incubadora BIOBASE PCHB-
D8000 seteada a 30°C. Finalmente, para mantener las muestras a 35°C se emplea el equipo Bano

de agua termostatado marca Memmert.

2.7 Determinacion de pH 6ptimo

La preparacion inicial de los medios de cultivo para micro ensayos se lleva a cabo
conforme lo descrito en la seccion 2.4, ademas se mantienen las condiciones de iluminacién
previamente establecidas en la seccidon 2.5 y se ejecuta por triplicado a una temperatura de 25°C.

Los factores de pH a estudiar son 5.5, 6.5, 7.5 y 8.5.

Se extrajeron 4 mL de cada reactor y se registr6 el pH inicial, obteniendo lecturas que se
encuentran en un rango de 7.4 y 7.5. Se procede inicialmente a acidificar las muestras tomando10
ml de una solucion de 4cido clorhidrico 0.1 N hasta alcanzar un pH entre 5.47 y 5.5. El siguiente
nivel de pH es de 6.5 por lo que se emplean 5 ml de la solucion de 4cido clorhidrico previamente
establecida. Con la finalidad de tener un control se cuenta con ensayos cuyo pH no es modificado
y su valor fue establecido al inicio del proceso. Para alcalinizar las muestras se adicionaron 8 mL

de una solucién de Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1N hasta alcanzar un pH de 8.5.

2.8 Determinacion de aireacion optima

Este proceso se llevo a cabo segun el protocolo descrito en la seccion 2.4 concerniente a
preparacion de medios en micro ensayos, sin embargo, en este caso se emplearon kitosatos como
envases. Para permitir el flujo de aire en cada reactor se armé un sistema de distribucion el cual
consiste inicialmente en el uso de una bomba marca JAD SC7500 de 3.5W, la cual va conectada a
un filtro con la finalidad de evitar posibles contaminaciones por particulas suspendidas en el aire,

para regular el flujo de entrada en cada reactor se emplearon manifolds de plastico.



17

Se establecio un control el cual consiste en muestras que no seran conectadas al sistema de
aireacion y corresponderan al factor de cero burbujas por minuto, posteriormente se establecen las
muestras cuya aireacion es baja y mantendran un flujo entre 15 y 20 burbujas por minuto, para la
aireacion media se establece un rango que va entre las 30 y 40 burbujas por minuto, finalmente las
muestras concernientes a aireacion alta tendran un flujo entre 60 y 70 burbujas por minuto. Estas
estimaciones corresponden a los siguientes valores: 1.31 ml/min (aireacion baja), 2.62 ml/min

(aireacion media) y 3.93 ml/min (aireacion alta).

Dado que los reactores estdn expuestos a posible contaminacion por la complejidad del
sistema es necesario realizar un control microbioldgico al finalizar el proceso para garantizar que
el rendimiento no se vea afectado por la presencia de bacterias contaminantes distintas a
Pseudoalteromonas. Para lo cual se empled un Ensayo de deteccion de contaminacién microbiana

mediante diluciones seriadas y siembra en medio solido.

2.9 Recoleccion de datos

Los ensayos experimentales se llevaron a cabo por triplicado y fueron monitoreados cada
24 horas durante 120 horas (5 dias). En cada uno de los niveles de los pardmetros se recolectaron
alicuotas de 1.5 mL en tubos Eppendorf autoclavados de igual capacidad por triplicado, los cuales
son almacenados en un refrigerador a baja temperatura evitando el crecimiento bacteriano,
condicion que permite conservar las muestras tomadas para la cuantificacion de violaceina al
finalizar la experimentacion. Adicionalmente se tomaron 200 ulL. de cada réplica para llevar un

control del crecimiento bacteriano de cada nivel.

2.10 Cuantificacion de violaceina

e Se distribuy6 250 pL de cada muestra en tubos Eppendorf previamente pesados.
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Se completd el volumen de cada tubo a 1.5 ml usando una soluciéon salina

autoclavada (NaCl al 0.85%).

Las muestras se centrifugaron a 7812 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendio6 en la solucion

salina autoclavada, llevando al mismo volumen utilizado inicialmente.

Se repitid el proceso de centrifugacion a las mismas condiciones. El sobrenadante

se descarto y el pellet se deja secando en una estufa a 45°C durante 1 hora.

Se pesaron los tubos secos y se agrega 1 ml de una solucion de acido acético al 5%

(v/v) en etanol por cada 0.5 mg de biomasa seca.

Las muestras se incubaron a 30°C por un periodo de 4 horas, bajo agitacion

constante a 180 rpm.

Se llevaron los tubos a un tubo ultrasonico por 5 minutos, repitiendo el ciclo 3 veces

con pausas de 2 minutos.

Se centrifugaron nuevamente los tubos con la solucién a 7812 rpm por 10 minutos
a 4°C. El sobrenadante, que contiene el extracto de violaceina, se transfirid

cuidadosamente a unos nuevos tubos Eppendorf previamente pesados.

Se tomaron 150 pL de cada muestra y se colocaron por triplicado en una placa de

96 pocillos para realizar la lectura de absorbancia a 580 nm.

El volumen restante del extracto se seco en la estufa a 50°c durante 60 minutos.
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e Finalmente, se pesaron los tubos con la violaceina totalmente seca. La diferencia
de peso final y el inicial correspondi6 a la cantidad de violaceina extraida, la cual

se expresa como concentracion en g/L

2.11 Escalamiento del proceso de produccion.

Una vez que se haya completado los ensayos con los diferentes parametros evaluados, se
procedio a llevar a cabo la simulacién en Aspen Batch Process Development. Este es un software
que permite modelar procesos de una escala de laboratorio a una planta piloto.

El volumen del reactor batch simulado fue de 20 L, en el que se debi6 cargar previamente
los reactivos que conforman la biosintesis de violaceina, sin embargo, debido a la complejidad de
la reaccion se realizaron varias simplificaciones que facilitaron la simulacion, entre ellas la
conversion del reactivo clave de la reaccion que en este caso es la albimina, violaceina como un
unico producto clave, el calor de reaccion es despreciable. De esta manera se logro obtener datos
de produccion de violaceina y de costos operacionales, que permiten establecer las bases para un

potencial escalado y con ello una produccion sostenible.
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3. Resultados y analisis
3.1 Introduccion al analisis de resultados

En esta seccion se destaca los resultados obtenidos durante el proceso experimental,
detallando la configuracion de los sistemas, posibles fuentes de error y la concentracion de
violaceina expresada en mg/L en cada uno de los ensayos. Teniendo como finalidad validar de
manera experimental los diferentes parametros para una biosintesis factible de violaceina a partir
de Pseudoalteromonas luteoviolacea. A partir de los datos obtenido se proporciona una base para

el escalado de biorreactores abriendo la posibilidad de aplicaciones biotecnoldgicas.

3.2 Preparacion y descontaminacion de albumina

Para un adecuado crecimiento bacteriano y produccién de violaceina, es primordial la
eleccion del sustrato que conformard el medio de cultivo. Los ensayos que se detallaran a partir de
ahora se ha hecho uso de la albumina de huevo como principal fuente de proteina. Esta albimina

de huevo se prepard a partir de huevos de la marca La Quinta Bonita.

El proceso de produccion y descontaminacion de albimina es el descrito en la seccion 2.2.1
y 2.2.2 respectivamente. Se establecid que durante 5 minutos la alblimina serd irradiada con luz
UV con intervalos de 2 minutos de descanso. Para determinar el impacto de la irradiacion de luz
UV sobre la albumina se realizd un andlisis de cuantificacion de proteina mediante la formula de

Warburg-Christian; la cual se establece como:

1'55A280 - 0'76A260 (31)

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.1, Tabla 3.2 y Tabla 3.3 para la primera,
segunda y tercera preparacion de albumina, respectivamente, donde se evidencia una disminucién
parcial en la concentracion de proteina, presentando una reduccion promedio de 7.51%, sugiriendo

que el tiempo de irradiacion de luz UV es adecuado para su descontaminacion. Este procedimiento
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se realizo en las tres veces que se prepard albimina para tener constancia de su replicabilidad,
obteniendo un total de 383 g de albumina preparada durante todo el tiempo que durd la

experimentacion, de los cuales 302 g fueron empleados en los diferentes medios de cultivo.

Tabla 3.1 Concentracion promedio de proteina en albumina de la primera preparacion.

Concentracion
promedio de proteina
(mg/L)

Sin UV Con UV
1832,5 1671,1

Tabla 3.2 Concentracion promedio de proteina en albumina de la segunda preparacion.

Concentracion
promedio de proteina
(mg/L)

Sin UV Con UV
1822,9 1691,8

Tabla 3.3 Concentracion promedio de proteina en albumina de la tercera preparacion.

Concentracion
promedio de proteina
(mg/L)

Sin UV Con UV
1737,5 1624,7

Con el proposito de explorar las opciones comerciales de albumina y comparar costos, se
adquiri6 un lote de 1 kg de la marca OVOBRAND, sin embargo, una vez realizados los ensayos
quedo evidenciado que dicha proteina comercial no proporcioné nutrientes necesarios para una
favorable produccion de violaceina, mostrando apenas una ligera pigmentacion en un grumo de
los ensayos a 27°C, quedando totalmente descartada. El proceso de cuantificacion no fue requerido

en estos ensayos debido a la nula pigmentacion.
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Realizando una comparativa de costos entre las dos albuminas se obtuvo que la albimina
preparada tiene un costo de $0.032/g, mientras que el costo de la albimina comercial es de
$0.033/g, una diferencia minima, sin embargo, si se compara con otros sustratos comerciales como
Triptona, Peptona, cuyos precios son $0.50/g, $0.48/g, respectivamente, la diferencia es muy

considerable.

3.3 Evaluacion a diferentes Temperaturas

Los primeros ensayos realizados fueron aquellos donde se evalud diferentes niveles de
temperatura. Los resultados presentados en la Tabla 3.4 muestran que la mayor concentracion de
violaceina se obtuvo a 27 °C, alcanzando 2,53 mg/L, lo que convierte a esta condicion en la mas
favorable. A temperaturas mas bajas, como 20 °C, la produccion decayo a 1,48 mg/L, mientras
que, a temperaturas mas altas, como 30 °C y 35 °C, se obtuvieron 1,92 mg/L y 2,20 mg/L,
respectivamente. Evidenciando que el rango de produccion optimo se encuentra en torno a los 27
°C, mientras que desviaciones hacia temperaturas menores o mayores afectan la sintesis del

pigmento, confirmando lo que se establece en Haga clic o pulse aqui para escribir texto.

La temperatura regula la velocidad de las reacciones enzimaticas y produccion de
metabolitos secundarios. A 20 °C, la reaccion es mas lenta, lo que limita la produccion. En cambio,
a temperaturas mas elevadas, aunque la reaccion es mas rapida, se incrementa también el riesgo
de desnaturalizacion de enzimas y estrés celular, reduciendo la produccion de violaceina. Sin
embargo, también logra destacar la temperatura de 35°C, que durante el tiempo que dur6 los
ensayos (5 dias) se observo la formacion de una biopelicula delgada en la superficie del medio a
partir del dia 2 la cual se muestra en la Figura 3.1, donde se acumulaba materia y que, al momento
de agitar el medio para la toma de muestras, la biopelicula se deshacia y tefiia de un color morado
mas intenso el medio, este comportamiento se observd desde el dia 2 hasta el dia 5. A esta

temperatura ademas de probablemente desnaturalizar enzimas, también desnaturaliza las
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proteinas, dado que el medio esta conformado por albumina de huevo, al encontrarse en un entorno
de temperatura elevada tiende a su desnaturalizacion, de ahi el porqué de la formacion de la

biopelicula.

Realizando comparativas entre condiciones, se observa que el paso de 20 °C a 27 °C supuso
un aumento superior al 70 % en la concentracion de violaceina. Por el contrario, al pasar de 27 °C
a 30 °C, la disminucién fue marcada, lo que confirma la existencia de un rango 6ptimo estrecho

donde la produccion es maximizada.

Tabla 3.4 Concentracion promedio de violaceina al dia 5 en ensayos de temperatura

Temperatura Concentracion

(°O) promedio
(mg/L)
20 1,48
27 2,53
30 1,92
35 2,20

Figura 3.1 Formacion de biopelicula en ensayos a 35°C

Figura 3.2 Concentracion de violaceina al dia 5 en ensayos de temperatura
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Figura 3.3 Desarrollo de produccion de violaceina durante 5 dias en ensayos de temperatura
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3.4 [Evaluacion a diferente aireacion

El andlisis se llevo a cabo con la finalidad de evaluar el efecto de la aireacion en la
produccion de violaceina generada por Pseudoalteromonas luteoviolacea. Cada condicion se
realizd por triplicado ya que esto permite evaluar la reproducibilidad y la consistencia de los
valores obtenidos puesto que se pueden comparar resultados reduciendo asi la influencia de errores

aleatorios y de manipulacion al momento de tomar muestras o cuantificar la produccion. Las
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condiciones iniciales del indculo son las descritas en la seccion 1.1 y el montaje de los sistemas se

realizé conforme a lo establecido en la seccion 2.2.

Se realizo la toma de muestras de todos los medios durante 5 dias por triplicado con la
finalidad de obtener un mayor nimero de datos y garantizar la fiabilidad de los datos tal como se
describié anteriormente. A partir de la informacion obtenida de la cuantificacion se elabord una
gréafica que permite supervisar la produccion de violaceina en los reactores durante el intervalo de

tiempo definido anteriormente.

Figura 3.4 Desarrollo de produccion de violaceina durante 5 dias en ensayos de aireacion

mg/L de violaceina vs Tiempo
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En esta grafica se puede apreciar que la concentracion inicial de violaceina no difiere
considerablemente entre las condiciones de aireacion nula y baja a excepcion del dia 3 en la cual
se puede apreciar una reduccion en la concentracion la posible causa se ve ligada a los lavados
realizados al cuantificar influyendo asi la cantidad final de pigmento disuelto en la solucion. Los
reactores expuestos fa una aireacion alta y media no presentan diferencias significativas en cuanto

a la concentracion.
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Tabla 3.5 Concentracion promedio de violaceina al dia 5

Condicion Concentracion
promedio de
violaceina (mg/L)

Sin aireacion 2,21
Aireacion Baja 2,43
Aireacion Media 0,88
Aireacion Alta 0,97

En la tabla 3.5 se puede apreciar los valores de violaceina obtenidos tras cinco dias de
proceso, con la finalidad de evaluar que tan significativas son las diferencias en la produccion, se
procedio a aplicar la prueba de Tukey denotando asi la diferencia entre las medias de los
tratamientos a y b los cuales corresponden a las condiciones de aireacion nula y baja
respectivamente, siendo la mejor condicion la aireacién baja pues esta presentd una mayor
concentracion de violaceina. Los resultados de los parametros de aireacion media y alta mostraron
valores medios similares por lo que no existe una diferencia significativa entre esos tratamientos,
una de las posibles causas del bajo rendimiento en las muestras con aireacion media y alta puede
ser la formacion de compuestos sulfurosos cuyo olor caracteristico resalta en el ambiente, esto se

debe a la presencia de la cisteina y metionina presentes en la albumina.

Figura 3.5 Grdfico de barras de Tukey de concentracion de violaceina
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3.5 Evaluacion de agitacion

Para este ensayo se tomo en cuenta lo descrito en Yang et al. (2007), donde se expresa que
una agitacion nula es lo ideal para una mayor produccion de violaceina. Un ensayo sin agitacion,
otro ensayo a 75 rpm (agitacion baja) y un tercero a 200 rpm (agitacion alta) son los niveles que
se evaluaron durante un periodo de 5 dias, obteniendo como resultados los tabulados en la Tabla
3.6 donde se resalta que a la nula agitacion del medio se alcanz6 la mayor concentracion de

violaceina con 2.1610 mg/L.

Tabla 3.6 Concentracion de violaceina al 5to dia en ensayos de agitacion

Condicion Concentracion de
violaceina mg/L
Sin agitacion 2,16
Agitacion baja 1,01
Agitacion alta 0,70

Durante el tiempo de experimentacion observo que en el ensayo de agitacion baja el medio
se tornd ligeramente turbio debido a los grumos de albumina que no se lograron disolver

completamente, este mismo tono lo tuvo hasta el dia 5 que adoptd el color caracteristico de
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violaceina, sin embargo, en comparacion al ensayo sin agitacion era evidente reconocer la
diferencia de coloracion. De manera similar ocurrié con el ensayo de agitacion alta con la
diferencia que al dia 5 la coloracion del medio tomo un toco color café con ligeras pigmentaciones

moradas.

Cualitativamente el medio con mayor produccion era aquel que no se agito, seguido del
medio con agitacion baja con una concentracion de 1.01 mg/L, menos de la mitad que el primer
ensayo, y finalmente el a una agitacion alta se obtuvo una concentracion de 0.70 mg/L, reduciendo
tres veces la concentracion de pigmento. Este efecto puede deberse a que el volumen ocupado es
pequefio por lo que una agitacion no es necesaria para una completa incorporacion de nutrientes

en el medio.

Figura 3.6 Ensayos de agitacion (Baja, alta y nula)

3.6 Evaluacion diferente pH en un volumen de 300 ml

Continuando con la evaluacion de pardmetros, de acuerdo con lo establecido en la literatura
(Menon et al., 2024) se menciona que el mejor pH para un desarrollo 6ptimo bacteriano y por
ende, produccion del biopigmento es de 6.5. En ese estudio se usé como fuente de proteina LB

Broth, por ello, a fin de alinear dicha metodologia con el presente proyecto se sustituy6 el sustrato
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por albumina de huevo. Cuando se incorporo la albumina al medio de cultivo el pH que alcanz6
fue de 7.5, por lo que se decidié acidificar el medio aplicando acido clorhidrico (HCI) 0.1N,
disminuyendo el pH hasta 5.5 y 6.5, de manera similar se alcaliniz6 el medio usando hidroxido de

sodio (NaOH) 0.1N hasta un pH de 8.5.

Finalizados los ensayos, se demostré que el pH tiene un efecto significativo en la
biosintesis de violaceina. La mayor concentracion de pigmento se logré a un pH de 6.5 con 1.99
mg/L, mientras que el pH de 5.5 y 8.5 la produccién descendié notablemente a 0.66 mg/L y 0.54
mg/L, respectivamente. Este comportamiento puede explicarse porque el pH regula la actividad

enzimadtica y la estabilidad de las proteinas que estdn presentes en la biosintesis de violaceina.

En cambio, entre pH 7,5 y 8,5, la disminucion de concentracion es mas gradual pero
igualmente significativa. Esto indica que el microorganismo mantiene una zona de estabilidad

concentrada alrededor del valor 6ptimo de 6,5.

Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura, donde se ha sefialado que
Chromobacterium violaceum presentan una mayor sintesis de violaceina en ambientes ligeramente
acidos. De esta forma, se confirma que en Pseudoalteromonas luteoviolacea la regulacion del pH
es un factor clave no solo para la viabilidad celular, sino también para potenciar la produccion del

pigmento.

Tabla 3.7 Concentracion promedio de violaceina al dia 5 en ensayos de pH

pH Concentracion
promedio
violaceina(mg/L)
5,5 0,66
6,5 1,99
7,5 0,88
8,5 0,54

Figura 3.7 Grafico de barra de concentracion de violaceina en ensayos de pH
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3.7 Escaladode300 mla1.6 L

Los valores de los parametros se establecieron basandose en los andlisis realizados en los
medios de 300 ml, estableciéndose asi las condiciones Optimas bajo las cuales la biosintesis del
biopigmento se ve favorecida significativamente. Los valores optimos de estos factores se
establecieron en 3 reactores de 2 litros llenados a tres cuartas partes de su capacidad, para este

proceso se mantuvo la forma del reactor
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Figura 3.9 Grdfico de barras de la violaceina al 5to dia en ensayos de Escalado a 2 L
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En la Figura 3.8 se puede apreciar la concentracion de violaceina en los reactores en el dia
5 del proceso, se puede apreciar el tanto el reactor 1 como el 3 presentan una concentracion similar
mientras que el reactor 2 presenta una cantidad menor esto se debe a una contaminacion del medio
la cual fue verificada mediante la toma una alicuota de muestra en la cual se procede a realizar
diluciones seriadas para su posterior sembrado en placas, la cual demostro presencia de colonias
cuyas caracteristicas morfologicas diferian tanto en color como en forma. A pesar del bajo
rendimiento la produccion del reactor dos se equipard a la del reactor de control el cual no fue

modificado con los valores 6ptimos obtenidos.
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Figura 3.10 Contaminacion de reactor 2 de escalado a 1.6 L

Tabla 3.8 Concentracion promedio de violaceina al dia 5 en ensayos de escalado

Reactor Concentracion
de violaceina
(mg/L)
0,88
0,75
0,86
0,72

B W N -

3.8 Simulacion de escalado a 20 L en Aspen Batch Process Development

La simulacién del proceso de biosintesis de violaceina se la llevo a cabo mediante el uso
del programa Aspen Batch Process Development, que permite por medio de recetas escalar
procesos, partiendo de un caso base. El caso base de este proyecto son los ensayos de 300 ml, a

partir de los datos obtenidos experimentalmente se realiz6 el armado de las recetas.

Debido a la complejidad de la reaccion, fue necesario realizar simplificaciones y
asunciones en el modelo. Se describi6 en la seccion 2.4 que la cantidad de triptéfano presente en
la albumina estd en un rango de 1.25% y 1.5%, por lo que se tomo la decision de tomar esa relacion

y establecerla como porcentaje de conversion del componente clave (albumina) en la reaccion, es



34

decir 1.25%. Para simular la Pseudoalteromonas luteoviolacea se utiliz6 el componente Bacteria
(General) de la libreria ASPESV140.FERMENT que simula el comportamiento de una bacteria.
Por otro lado, el producto clave de la reaccion es la violaceina, que al igual que la albamina y el
extracto de levadura, se cargo sus propiedades ya que el programa no cuenta con dicha informacién

en su base de datos.

La reaccion quedo establecida de la siguiente forma:

Albimina + Agua + Extracto de levadura - Violaceina + Bacteria +

Agua

Una vez simulado el caso base se procedio al escalado del ensayo, llevandolo a una planta
piloto con un volumen de 20 L se obtuvo datos como que la produccion de violaceina al cabo de
5 dias es de 0.0042 kg. El programa también brinda la opcion de especificar el tamafio del reactor
a partir de una concentracion final determinada, en este caso la concentracion final de violaceina
que se simul6 producir es de 0,02 kg, dando como resultado que, para lograr dicha cantidad, el

volumen del reactor debe ser de 97.73 L.

3.9 Analisis economico

Partiendo de lo establecido en la seccion 3.1, se determind que la albimina preparada
presenta un costo unitario de $0.032/g, considerando inicamente la materia prima. Para el periodo
en el que se realizaron los ensayos (mayo—agosto de 2025), la tarifa promedio de electricidad en
Ecuador fue de $0.12/kWh. El equipo utilizado para el secado fue en una estufa de 1.4 kW, operada
en tres corridas de 12 horas cada una (36 horas en total), complementada con una lampara UV de
55 W empleada durante 45 minutos. Bajo estas condiciones, el costo de produccion de albimina
alcanza los $0.048/g, valor que se mantiene considerablemente por debajo del costo de las

alternativas comerciales, pero que garantiza un desempefio positivo en la produccion de violaceina.
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En la practica, para preparar un medio de 300 ml usando albumina como sustrato tiene un
costo de $1.907 por ensayo, mientras que preparar el mismo volumen de medio usando Peptona o

Triptona tiene un costo de $3.21 y $3.26 respectivamente

Tabla 3.9 Costo de materiales

Material Costo ($/g)
Albimina 0.048
Extracto de levadura 0.32
Agua de mar 0.0043

El analisis del escalado a 2L, los costos asociados a la produccion se describen de la
siguiente manera: el uso de agua de mar, que representa un gasto de $6.88 por un volumen de 1.6L;
el costo de 16 g de albiimina, que llega a $0.77; el gasto de 8 g de extracto de levadura que es de
$2.52; y finalmente, el costo de operacion de dos resistencias de SOW y dos bombas de aire de
3.5W, que totaliza $1.49 en un periodo de 120 horas. Como resultado cada ensayo tiene un costo

de $10.54. Dado que se realizaron cuatro replicas, en conjunto, estos costos dan un total de $42.18.

Finalmente, el escalado a 20 L los costos estan tabulados en la Tabla 3.10, resultando en
un costo por lote de $131.92 y una produccion de 0.0042 kg de violaceina. A partir de estos datos
se obtiene que cada g de violaceina tiene un costo de $31.41, reduciendo drasticamente en
comparacion a su opcion comercial. Este anélisis econdmico destaca la viabilidad de la produccion
de violaceina y albumina de huevo en condiciones controladas, lo que supondria un avance

significativo en el &mbito biotecnologico y comercial.



Tabla 3.10 Costos de produccion de simulacion de planta piloto a 20 L
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Stream Component Unit Cost Campaign Campaign Percent
Requirement Cost Cost
(USD/kg) (kg) (USD) (%)
1.1. Charge-1 Total 4,30 19,88 85,47 64,79
WATER
1.2. Charge-4 Total 48,30 0,20 9,66 7,32
TRIPTOFANO
1.3. Charge-6 Total 367,88 0,10 36,79 27,89
LEVADURA
1.4. Charge-8 Total 0,20
BACTERIA(GENERAL)
Total 20,38 131,92 100,00
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Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Se lograron optimizar los pardmetros criticos para la biosintesis de violaceina, siendo las
condiciones mas favorables una temperatura de 27°C, un pH ligeramente acido de 6.5, una
aireacion de 1,3Iml por minuto y nula agitacion. De manera complementaria, la
implementacion de un protocolo de descontaminacién del sustrato contribuyo al
establecimiento de un crecimiento bacteriano estable y selectivo

Se determind que el protocolo de descontaminacion usando luz UV durante 5 minutos y
reposando 2 minutos en un total de 3 ciclos degradaba parcialmente en promedio un 7.51%
de la proteina, ademas posterior al protocolo se realizé diluciones seriadas y se verifico la
selectividad del medio al obtener un crecimiento Unico de Pseudoalteromonas
luteoviolacea.

Los ensayos de cuantificacion confirmaron que el control de temperatura, pH y aireacion
permitié incrementar la produccion de violaceina. Los parametros Optimos determinado
(pH 6.5, 27°C, 1,31 ml/min) posibilitaron alcanzar concentraciones de hasta 2 mg/L en un
periodo de 5 dias, lo que demuestra la relevancia de la regularizacién de variables
fisicoquimicas en la productividad del metabolito.

El proceso de escalamiento de biorreactor 2 L evidencido que el aumento de volumen
ocasiona una ligera disminucion en la concentracion de violaceina, atribuible a limitaciones
en los fendmenos de transferencia de masa y momentum. Asimismo, la simulacién del
escalado a 20 L estimo6 una produccion final de 0,0042 kg de violaceina y proyectd que
para alcanzar una produccion de 0.02 kg seria necesario aumentar el volumen del reactor
hasta 97.93 L, lo que subraya la importancia de las consideraciones de disefio y operacion

en procesos de bioprocesamiento a gran escala. Los costos de produccion de un lote de 20
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L de acuerdo con el software fue de $131.92, dando como resultado que el costo de

violaceina es $31.41/g.

Recomendaciones

Dado los datos obtenidos en aireacion, se evidencid que se puede trabajar tanto con
aireacion baja como sin aireacion, por lo que en reemplazo de una aireacion baja se
recomienda implementar una agitacion baja entre 50 rpm y 75 rpm. Esta estrategia
permitira una mejor homogenizacioén de nutrientes en el medio en los ensayos de 2 L en
adelante, favoreciendo asi la biosintesis de violaceina.

Para resultados mas apropiados en un escalamiento del proceso a 20 L, lo ideal es
desarrollar experimentalmente la biosintesis de violaceina en un biorreactor industrial,
donde se lleve un riguroso control de los parametros claves mencionados a lo largo de este
estudio, para el analisis de los efectos de la geometria del reactor y los fendmenos de
transferencia de masa y momentum que puedan limitar el rendimiento a escala piloto.

A fin de maximizar la recuperacion de la violaceina producida en el proyecto es factible
que se realicen procesos de purificacion usando métodos cromatograficos como HPLC.
Este enfoque permitird obtener datos mas precisos sobre la concentracion de violaceina y
sus posibles derivados, facilitando el analisis de la calidad del producto.

Ademas de explorar nuevas alternativas de sustratos, se propone la implementacion de
fuentes de carbono y nitrégeno derivadas de residuos industriales en los ensayos,
contribuyendo no solo a la reduccion de costos de produccion sino también mejorando la
viabilidad econdémica del proceso promoviendo enfoques mas sostenibles.

Se sugiere la implementacion de un cromatograma para la identificacion y cuantificacion
de violaceina, reduciendo significativamente el tiempo empleado para la cuantificacion con

el método convencional, de esta forma se brindaria una mayor precision y reproducibilidad
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de los resultados. El uso de HPLC es una alternativa para la evaluacion de la pureza y
rendimiento de la violaceina, facilitando la validacion de los parametros de produccion.

Emplear un Biorreactor con la finalidad de garantizar la fabricacion continua de violaceina,
buscando equivalencia entre lotes mediante el control de los pardmetros criticos de proceso
y la aplicacion de control estadistico del proceso, manteniendo los atributos criticos de
calidad establecidos previamente dentro de sus especificaciones para asegurar la idoneidad

del material para uso clinico.
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Anexos

Anexo 1 Preparacion de albumina de huevo
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Anexo 5 Ensayos de temperatura a 30°C

Anexo 6 Ensayos de temperatura a 35°C
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Anexo 7 Formacion de biopelicula en muestras a 35°C
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Anexo 9 Sistema montado de ensayos con aireacion

Anexo 10 Violaceina seca

51



Anexo 81 Montaje de sistema de escalados a 1.6 L
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Anexo 12 Diferentes volumenes de ensayos (50 ml, 300 ml, 1600 ml)
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