Aplicacion del disefio de mezclasy la metodologia de superficie derespuesta para la
optimizacion decultivos microbianos.
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Introduccion. Por tradicion la flor de cempastchil es usada
en las festividades del dia de muertos y ceremonias
religiosas. La oleorresina obtenida de su procesamiento se
utiliza en la formulacion de alimentos balanceados para el

area avicola y piscicola con €l propésito de mejorar los
productos que de ellos se obtienen y que son asociados a la
calidad (2). M & aun, se ha demostrado que los componentes
principales de la oleorresina (luteina y zeaxantina) presentan
capacidad de prevenir cancer, reparar ligamentos de los
sistemas musculares y cutdneos, transporte de enzimas y

mejorar la vision (2). Bajo estas onsideraciones un gran
numero de estudios han sido desarrollados y la subsecuente
aparicion de una gran cantidad de publicaciones tnico-
cientificas tal como lo muestra el incremento considerable en
el nimero de patentes internacionales en un 500% de 1996 a
la fecha. Sin embargo, aun existe la carencia de informacion
de estudios enfocados al pre-tratamiento de la flor de
cempasuchil antes de someterse al proceso de extraccion
(ensilado) donde se registran pérdidas que alcanzan hasta el
30%. Con base a lo anterior, €l presente trabajo tiene como
objetivo el estudio de la actividad enzimatica de los
microorganismos naturales que participan en el proceso de
ensilado natural delaflor de cempasuchil.

Metodologia. Flora microbiana nativa de la flor de
cempastchil (Flavobacterium llb, Acinetobacter anitratus,
Enterobacter intermedius, Enterobacter aerogenes,
Enter obacter agglomerans, Rhizopus nigricansy Geotrichum
candidum) fueron aisladas e identificadas. Las cepas se
sembraron en tubos inclinados conteniendo agar nutritivo y
agar PDA y propagadas en medio liquido en matraces
Erlenmeyer de 250 ml, incubadas en un agitador orbital
termorregulado a 28°C y 175 r.p.m. por un tiempo de 120 hrs.

Se tomaron muestras para realizar estudios cinéticos de
crecimiento y de expresion enzimética de celulasa (1). Los
extractos enziméticos fueron agregados a una mezcla de
reaccion de carboximetilcelulosa (CMC) a diferentes
concentraciones y evaluando la actividad de la enzima con
relacién al cambio de viscosidad (). En los ensayos de
ensilado se utilizd flor de cempastchil estéril colocada en

cgjas Petri mezcladas con el cultivo segin el disefio de
experimentos e incubadas durante siete dias a las 28°C. Los
productos ensilados fueron analizados por el método del
AOAC (970.64) para determinar la concentracién de
xantofilas totales. En ambos estudios se hizo uso de disefios
secuenciales de mezclas implicando ensayos con cultivos

purosy mezclas que involucraran combinaciones entre ellos.

Resultados y discusion. Los estudios de actividad
enzimética muestran que solo las bacterias Flavobacterium
IIb y Acinetobacter anitratus y al hongo Rhizopus nigricans
con actividad enzimética significativa de celulasa. En estos,

se observé que le momento de méxima actividad corresponde
a tiempos de propagacion de 25, 15 y 26 hrs manifestando

una capacidad para reducir la viscosidad de la solucion de
CMC en 77.3, 88.6 y 93.6% respectivamente. Por otro
lado, los resultados de los estudios de ensilado muestran a
las bacterias Flavobacterium I1b, Adnetobacter anitratus,
Enterobacter aerogenes y al hongo Rhizopus nigricans
con mayor incidencia en el proceso a incrementar la
eficiencia de la extraccion. Con esta informacion de ambos
estudios se planted un disefio de centroide simplex para
tres y cuatro componentes con fines de optimizacion. Los
resultados de estos ensayos muestran efectos de
sinergismo entre las bacterias Flavobacterium lib,
Acinetobacter anitratusy el hongo Rhizopus nigricans, &
como efectos de antagonismo entre las bacterias
Acinetobacter anitratus y Enterobacter aerogenes. Méas
aln, los modelos de 2° orden generados muestran que los
valores Optimos para composicion del cultivo que mejora
el rendimiento del ensilado son: Flavobacterium
11b=11.65%, Acinetobacter anitratus =40.24% y Rhizopus
igricans=48.09%, y para en e caso del andlisis de
actividad enzimética son: Flavobacterium [1b=13.13%,
Acinetobacter anitratus  =1910% y  Rhizopus
nigricans=67.75% (figura 1).
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Cor Figura 1. Superficies de respuestay regiones optimas
podemos establecer alos disenos de mezclas como una
herramienta Util para la evaluacion de poblaciones mixtas
de microorganismos que han de participar en procesos
fermentativos.
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