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OBTENCION Y CDNSERVACIDN DE CEPAS MUTANTES DE
Azotgobacter vine ? i ARA 1A OBTENCION
INBOSTRYAC DE AL”ZNA 0s

1. INTRODUCCION

La importancia de los alginatos radica en su
capacidad para formar geles por lo que tienen wuna
amplia aplicacién en las industriast: alimentaria,
farmacéutica, cosmética, textil y de papel. La sal
de sodio del A&cido alginico, es la mas uwtilizada,
aunque también lo son las de potasio, amonio vy
propilenglicol, siendo sus principales aplicaciones
como agentes estabilizantes, emulsificantes,
gelificantes y de suspensidn.

Actualmente 1los alginatos comerciales son
extraidos de algas pardas, principalmente de
Macrosystis pirifera, Laminaria digitata, Laminaria
clostoni, Ascophyllum nodgsum y algunas especies de
Fucus; el contenido de alginato varia de especie a
especie vy depende también de la estacién del amo y
la localidad en que crecen.

Algunps microorganismos como azotobacter
vinelandii (9,16,21), Eseudomponas aecuginosa (&,10)
y otros producen alginatos extracelularmente, 1lo
que ofrece otras alternativas para la obtencién de

dicho polimero.



2. OBJETIVOS

- Obtener cepacs de Azotobacter vinelandii

hi perproductoras de alginatos mediante tratamiento
genético,

~ Conservar a largo plazo las mutantel obtenidas
con el propésito de mantener las caracteristicas
adquiridas.



3. GENERALIDADES

A. vinelandii es una bacteria de la familia
Pzotobacteracesae; presenta forma ovoide,
pleomorfismo y agrupacién en pares, aungue algunas
veces forma cadenas cortas Yy estructuras
irregulares. Su tamafio es relativamente grande pues
mide de 1.5 a 2.0 micras. No producen esporas, perc
se forman quistes de pared celular gruesa. Son Gram
negativas o Gram variable, Los cultivos de 24 a 48
horas presentan movilidad por flagelos peritricos
perc algunas veces pueden ser inméviles.

Es fijador asimbidtico de nitrdgena. Produce
alginato gue acumul a extracelularmente para
favorecer la actividad de la nitrogenasa que
requiere baja tensién de origeno. Cuando menos,
10 mg de nitrdgeno atmosférico son fi jados, por
cada gramo de glucosa consumido. Fara dicha
fijacién el microorganismo regquiere de molibdeno
que puede ser parcialmente sustituirdo por vanadio.
No o3 proteolitico, «tiliza nitratos, sales de
amonio y ciertos amincédcidos como fuentes de
nitrégone, teniendo como consecuencia una reduccion

en la fijacidn de nitrdégenc.



El pH de 7.0 a 7.5 es optimo para su
crecimiento y fijacién de nitrégeno. Froduce
pigmento amarillo el cual se difunde en el medio de
cultivo, Debido a la produccién de alginato, las
colonias son grandes y de aspecto muceide. 5u
habitat natural es el suelo y el agua (2).

En la tabla 3-1 se enumeran algunas

caracterf{sticas #isioldgicas y nutricionales de

TABLA 3-4 CARACTERIST ICAS FISIOLOGICAS Y
NUTRICIONALES DE zotobacter vinelandii.

Movilidad

Figmento amarillo soluble en agua
Utxlxzacxén de azucarest

Almid

Ramnosa

Manitol

Malonato

Fructosa

Glucosa

Sacarosa

4+

Reduccién de nitrato a nitrito

Peroxidasa

Oxidasa , .

Produccion de acido sulfhidrico
proveniente de tiosulfato

Etanol .

Acetilmetilcarbinol

PL-malonato

Piruvato

BGluconato

Succinato

Crecimiento con NaCl

Proporcién de G+C en DNA! &b

Ftat bt rt FEd FAb |



Z.2 ALGINATOS

Lo =alginatos scn cales de Acido alginico,
el cual et ur Acidc orgdnico débil que forma
facilmente <cales al reaccionar con diferentes
bases, siendo el alginato de sodic la sal més
comunmente utilizada. Estructuralmente el 4cido
alginico es un polimero formado por blogques de
Adcido D-manurénico unidos por enlaces B (1-4) vy
Acido L-gulurénica unidos por enlaces o (1-3),
aunque también se pueden encontrar en forma

alterna (fig. 3-1)

Figura 3-{ Estructuras de los componentes del Acidao
alginice
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Los alginatos en presencia de ionec calcio o
cuaiquier otro catisén polivalente forman geles de
estructu~as parecidas a las de cajas contenedoras
de huevos (Z,8) (fig. 3-2)

iones calcio

Folimero

figura 3-2 Modele del gel de alginato

Los alginatos con mayor contenido de
poliguluronato forman geles resistentes que
presentan un gran efecto de sinéresis; por el
contrario 1los alginatos con mayor cantidad de
polimanuronato forman geles suaves y elasticos por
1o que el efecto de sinéresis es menor (3).

El Acido alginico asi como su sal de calcio
tienen una solubilidad limitada en aguaj sus sales
de sodio, potasio, amonic y propilenglicol se
disuelven rapidamente en agua caliente o fria. La
viscosidad de soluciones de alginatos disminuye al
incrementar 1la temperatura, pero al enfriar se
recupera la viscosidad original. 5i la temperatura
aplicada es muy elevada y por tiempos prolongados
el polimero se puede degradar y en este caso 1la

viscosidad de la solucién se verda notablemente



reducida al enfriar.

El rango de pH al cual las soluciones de
alginates son estables con respecto a su viscosidad
es de 4 a 105 por debajo de pH 4 la viscosidad se
ve incrementada debido a la irsclubilidad del acido
alginico libre; solo el alginato de propilenglicol
es mAs estable en medios Acidos.

Los iones calcioc © cualquier otro catién
polivalente pueden aumentar la viscosidad en estas
soluciones, por 1lo que es necesario usar agentes
secuestrantes como fosfatos o polifosfatos que
regulen la liberacién de estos iones. Los geles as{
formados son claros, transparentes y no se licuan a
temperatura ambiente.

La industria alimentaria es el principal
consumidor de este hidrocoloide cuyos usos son como
agente estabilizador en helados, nieves, quesos,
leches malteadas y de espumas en cervezas§ como
agente gelante en pudines y gelatinas} como agente
espesante en bebidas de frutasg como agente
emulsificante en aderezos y como un agente formador
de capa en recubrimientos de carnes y pescados.

En investigacién el alginato de sodio es
también ampliamente utilizado como agente gelante
para inmovilizar células microbianas, de plantas o

de mami feros. Otro importante uso es como
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intercambi ador de iones por sus propiedades
similares a las de resinas de intercambic i6nice
(14,15,17),

En 1881 Stanford extrajo alginatos de varias
especies de Phagophyceae o algas pardas. En  la
actualidad 1los alginatos comerciales son abtenidos
de esta misma fuente. El método Stanford para ls
extraccidén de alginatos consiste en la maceracioén
de las algas con carbonato de sodio al (0% durante
24 horas; se filtra la masa obtenida y el filtrado
se comete a un tratamiento con dcido sulfdrico vy
adcido clorhidrico para precipitar Acido alginico el
cual finalmente se filtra y se lava.

El &cido alginico es comercializado como tal
o convertido en alginato de sodio. ’

Los alginatos asi obtenidos son de muy buena
calidad. Su produccién estd relacionada con el
desarrollo de las algas, el cual depende de
factores naturales como lo es la estacidn del aRo,
localidad en que crecen y competencia con otros
organismos por las diferentes especies de algas
pardas.

Las técnicas utilizadas para la produccion
de alginatos bacterianos estdn en desarrollo y el
uso de ellas tiene un futuro prometedar,



Los alginatos producidos extracelularmernts

por Azptobacter vinelandii tienen propiedaces

similares a las obtenidas de algas pardas; la
principal diferencia es que los alginatos
provenientes de Azgtobacter vinelandii estan

parcialmente acetilados (9,12,16,20). Las enzimas

involucradas en la biosintesis de 4&cido alginico
derivado de  Azotobacter vinelandii fueron
estudiadas por Findar & Bucke en 1976. (21). El
mecanismo de biosintesis se esquematiza a

continuaciéns



ATP
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Glucosa
B

Glucosa

(A) Invertasa,
(DYFosfofructo-isomerasa,

(F)Fosfomanomutasa,

Sacarosa
a

&-fosfato

Figura 3-3 Ruta de biosintesis de Ac.
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(I)Acido polimanurénico S-~epimerasa.
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La obtencién de alginatos microbianos
presenta ventajas con respectc a los procesos de
extraccién actuales, ya que es posible tener
cultivos controlados ademds de que es factible
realizar mejoramientos geneéticos en lacs diferentes
especies de bacterias, principalmente Azotobagter
vinelandii, para incrementar 1la produccidén del

biopolimero.
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3.3 MUTACIONES
Las mutaciones pueden ocurrir como un

proceso espontaneo y natural o pueden ser inducidas

por agentes mutdgenos <fisicos o quimicos que
producen cambios directos o indirectos en la
estructura del DNA.

En general existen tres tipos de

alteraciones que se producen en la secuencia de
nuclettidos del DNA: 1) adicién de uno o mas
nucledtidos; 2) supresién de uno o mds nucledtidos
y 3J) sustitucién de un nucleétido paor otro. Las
sustituciones de nucleétidos pueden ser de dos
tipos generales, el primero es una sustitucién de
una purina por otra purina o una pirimidina por
otra pirimidina. A estos cambics se les 1llama
transiciones de pares de bases. El segundo tipo es
una sustitucidn de una pirimidina por wna purina vy
viceversa y se 1le llama transversién de pares
de bases.

v Los efectos de las mutaciones son
potencialmente ilimitados. Pueden afectar al DNA
durante 1Y) replicacién o bien durante la
transferencia de informacioén, dando como resultado
proteinas defectuonsas debido a la alteracién en 1la
secuencia de nucledtidos. Las adiciones y

supresiones con mayor frecuencia dan mutaciones sin

12



sentido, debido a la formacidén de codones
terminales en el RNAm que provocan terminaciones
prematuras en la traduccién del mensaje genético o
bien 1la inactivacién del gen en el que esta
ubicado. Estos efectos son extremos y generalmentes
resultan mutaciones letales.

Las sustituciones también pueden provocar
mutaciones sin sentido, pero es mayor la
probabilidad de crear mutaciones con sentido
equi vocado. En este tipo de mutaciones son
alterados uno o mas tripletes del cédigo de manera
que se producen uno o mads codones en el RNAm que
especifican uno o m&s aminodcidos diferentes de los
que se encuentran en la proteina normal. Las
consecuencias potenciales de este tipo de mutacion
son muchas. For ejemplo las alteraciones pueden
variar desde la inactivacién total de una enzima
hasta los cambios mds sutiles en 1la capacidad
catalitica expresados por parametros como las
constantes de disociacién aparente enzima-sustrato
(Km) o la capacidad catalitica maxima.

Los agentes quimicos mutagénicos son muy
numerosos; para aplicarlos al mejoramiento de cepas
industriales es importante seleccionar aquellos que
producen alteraciones menores. Entre 1los mas

utilizados estan: ac. nitroso, Z2-aminopurina,

-

13



etilmetancsul fonato, hidroxilamina, S-braomouracilo,
bisulfito de sodio y nitrosoguanidina que actuan a
nivel del cromosoma, provocando sustituciones de
bases nitrogenadas. Ademds del uso de agentes
quimicos, también existen agentes fisicos
mutagénicos, 1los mas utilizados son la luz U.V. y
las radiaciones ionizantes de alta energia., Las
radiaciones u.v. con longitud de onda de
aprozimadamente 260nm tienen un efecto sobre las
pirimidinas del DNA produciendo dimeros de timina-
timina S0%, timina-citocina 40% y citosina—-citosina
10%. La produccién de dimeros de pirimidinas dentro
de una cadena es lo mds frecuente, pero los dimeros
formados entre pirimidinas de cadenas adyacentes
aparecen con una frecuencia del 10%
aproximadamente. (4,6,7,22,23).

En la tabla 3-2 se enumera la accidén de

estos agentes mutagenos.
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Tabla 3-2 Mutdgenos utilizadoe para bacterias.

Mutdgeno

2-AF
(2-anmi nopurina)

S~-BU
(S-bromouracilo)

Hidroxilamina

Bisulfito de sodio

EMS
(etilmetanosul fonato)

G
(nitrosoguanidina)

Ac. nitroso.

v
(radiacién ultravioleta)

Especificidad
evidente in_vivo

Transiciones AT GC
Transiciones AT GC

Transiciones AT GC

Transicidn especifica
GC AT

Transicién especifica
GC AT

La transicién especifica
induce pequeras

sustracciones con  muy
baja velocidad GC AT

Transiciones Yy
probablemente transver-—
siones, sustracciones

Transiciones transver-
siones, sustracciones,
posiblemente Cinduce
inserciones y redistri -
buciones cromosdmicas



4, METODOS
4.1 Rehidratacisdn de las cepas
Las cepas de Azotobacter vinelandii ATCC

F046 vy Azotobacter vinelandii ATCC 12518 fueron
rehidratadas en medio de Burk lanexo &) siguiendo

la técnica del Cepario de la Facultad de Ouimica.
Las cepas hidratadas se conservaron a coerto  placo
mediante resiembras periddicas en agar de BRurk

modificado (anexc A).

4,2 Control e identificacion de los microorga-
nismos

Las cepas de Azotobacter vipelandii ATCC
8046 y ATCC 12518 se identificaron mediante
cbservacién microscépica, tincidén Gram, pruebas

bioguimicas (1) vy se enviaron al laboratorio de
Posgrado de Alimentos de 1a Facultad de Guimica

donde se llevd a cabo la evaluacién del polimero.

4.2.1 Determinacidn de las curvas de crecimiento

Con el +fin de utilizar cepas en la fase
adecuada de deéarrcllo, se hicieron las curvas de
crecimiento en matraces con 35¢ ml de medioc de
- Burk  incubado a 30°'C con agitacidn a 200 rpm. Se
midio D.0 (absgorbancia) cada & toras en

espectrofotdimetro Coleman a 540 nm.

16



4,3 MUTAGENESIS
4.3.1 Mutacién con luz UV

a) Las cepas de Azotobacter vipeland:i  se
sembraron en agar de Burk modificado y se incubaron
a 30'C durante 72 horas.

b) Se resuspendieron las cepas en § ml de agua
destilada estéril.

c) Posteriormente se hicieron diluciones [:{0 vy
1:100 y se sembraron en cajas Fetri con agar de
Burk modificado, extendiendo el cultivo en toda la
superficie con varillas de vidrio estériles.

d) Las cajas se colocaron bajo la lampara de 1luz
uv, a una distancia de 15 cm, variando el tiempo
de exposicidén desde 3 hasta 60 segundos.

e) Una vez realizada la irradiacién, se
protegieron las cajas de la luz solar con papel
aluminio para evitar el fenémeno de
fotorreactivacidn.

f) Las cajas se incubaron a 30‘C durante 72 horas
g) Se seleccionaron las colonias aisladas que por
su tamafo y aspecto viscoso superaban a la cepa
original vy sobresalfan en la placa. Para estudios
posteriores se seleccionaron entre 3 y A0 colonias

de cada caja Fetri,

17



h) Las colonias seleccionades se propagaron en
tubos con agar de Burk. Después de 72 horas se
lleve a cabo 13 tincién de capsula y de Gram,

i) Se evalué indirectamente la produccién de
alginato.

i) Las cepas hiperproductoras de alginatos se
conservaron a corto plazo mediante resiembras

periddicas y a largo plazo mediante liofilizacidén.

4,3.2 Mutacidén con Etilmetanosul fonato (EMS)

a) Se cultivaron las cepas de Q. yinpelandii en
medio de Burk modificado hasta llegar a la fase
logaritmica.

b) Se tomaron F ml de cultivo y se centrifugaron a
7000 rpm durante 135 min,

c) Los paquetes celulares se resuspendieron en 2ml
de medio de Burk,

d) Fosteriormente se afadieron 0.04 ml de EMB e
incubaron a 30°C de 1 a 2 horas,

e) Una vez transcurrido el tiempo se diluyeron las
células 1:10 con buffer de fosfato de sodio 20 mM
pH 7.2

) Se centrifugaron los cultivos a 7000 rpm, 15 min
a 4°C.

18



Q)

buffer de fosfato de sodio 20 mM,

se lavaron dos  veces con
pH 7.2

Los paquetes celulares

h) Después de cada lavado se centrifugarcn bajo las
condiciones mencionadas.

i) Los paquetes celulares se resuspendieron en 1 oml
de medioc de Burl.

j) Por ultimo se puso 0,1 ml de la suspensidén en
cajas Fetri con agar de Burk modi ficado,
extendiendo el cultive en toda la superficie de la
placa con varillas de vidrio estériles vy se

incubaron a

k)

seleccionaron las colonias mds grandes y

se

enviaron

ZQ*C durante 72 horas.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se
viscosas,
se obserwvaron al microscopio y se

de

propagaron,

al laboratorio de Posgrado Alimentos

donde se llevd a cabo la evaluacién del polimera.

1)

conservaron a

periddicas

de

mediante

Las cepas hiperproductoras alginatos se

corto plaza resiembras

y a largo plazo mediante liofilizacién.

4.4 LIOFILIZACION

a)

Se verificaron las caracteristicas morfoldgicas

y fisioldgicas del microorganismo.

b)

Se sembrdé el microorganismo en agar inclinado de

Burk modificado.

19



€) Cosecha: el cultivo se resuspendié en 3Iml de
leche descremada al 10%. Se adicioné 0.3 ml a cada
ampolleta previamente etiquetada y esterilizada. De
1a suspencsién se tomé una muestra de 0.5Sml para la
~ueba de viakilidad.

d)y Las ampolletas se congelaron a -78°'C con una
mezcla de diérnido de carbono y etanol.

e) Se 1llevé a cabo el sellado con un soplete,
generando vacio en cada ampolleta.

¥)Y Para verificar la eficiencia del proceso, las
ampolletas se sometieron a una prueba de vacio con
un generador de alto voltaje, a prueba de sellado
sometiéndolas a cambio brusco de presién y se
determind humedad residual por el método de Karl

Fischer.

g) Por dltime se rehidrataron 3 ampolletas para
verificar viabilidad asi{ como las caracteristicas

morfolégicas y fisiolégicas del microorganismo.

4.5 DETERMINACION DE VISCOSIDAD

Se midid el tiempo que tarda en fluir el
agua a 3J0°C por un viscosimetro Cannon NDO2cA378 vy
posteriormente se hizo la medicidén del tiempo de
flujo de los caldos de fermentacién a la misma

temperatura.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CURVAS DE CRECIMIENTO

Las curvas de crecimiento de Azotobacter

9044, se presentan en las figuras 5-1 y 5-2, en las
cuales se indican la fase lag 6 de adaptacién (I),
la fase log (II) y la fase estacionaria (I1I) del

crecimiento de los microorganismos.

Abs. é b

5
4 -
I 4
2 N I

i
[
!
i
1
]
I

1
] L] AJ 1 1 L] 1 L3 v
10 20 30 40 S50 60 70 80
tiempo (h)

Figura S-1 Curva de crecimiento de «vinelandii
ATCC 12518 en medio de Burk con amortiguador a 30°'C
y 200 rpm.
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Figura §-2 Curva de crecimiento de A, vinelsndii
ATCC 9044 en medio de Burk con amortiguador a 3I0°C
y 200 rpm

Para 1la realizacién de la mutacién quimica
se utilizaron cultivos en fase logaritmica de
crecimiento, a la cual se 1llega después de
aproximadamente 3é& horas de incubacién, segun se

observa en las curvas de crecimiento.
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5.2 MUTAGENESIS CON LUZ U.V.

Después de la irradiacién con luz U.V. se
escogieron 43 colonias por su aspecto macroscépico
y se examinaron posteriormente en el microscépio.
De estas colonias se seleccionaron 6, a las cuales
se les evalué la formacion del polimerc mediante
la determinacién de la viscosidad relativa de 1los
medios de cultivo con respecto al agua. Aungque este
no es un pardmetro cuantitativo permite inferir la
productividad de las cepas mutantes con respecta a
la cepa original. Para la realizacidén de esta
prueba se llevé a cabo una fermentacidén en medio de
Burk con amortiguador (anexo A), el pH inicial fué
de 7.2 y se incubé a 30°'C con agitacidn circular a
200 rpm durante 72 horas, el volumen del medio fué
de 350 ml en matraz E.M. de 500 ml,

En el cuadro 1 se presentan los resultados
obtenidos de las cepas originales y de las cepas

tratadas con luz U.V.



CUADRO 1. Resultados de la mutacién con luz U, V.

No. de cepa Tiempo (seg) de Viscosidad
f:gosafi?n a la relativa
ATCC %046 | _____ ' 1.23
046 - 1 10 2.90
046 - 2 20 4.43
046 ~ F 30 1.25
9046 - 5 10 1.70
9046 - & 20 3.25
ATCC 12518 I 1.19
12518 - 1 10 1.10

5.3 MUTAGENESIS CON EMS

Segun 1los datos reportados en la literatura,
el tiempo necesario para la mutagénesis con EMS es
de 1-2 horas (7,19), por lo cual ésta se realizé
durante 2h, 1.5h y th, seleccionando 1%, 7, y 3
colonias respectivamente. De las 25 colonias
elegidas solamente 5 tuvieron las caracteristicas
macro Yy microscépicas deseadas. A éstas cepas se
les determind su viscosidad relativa con respecto
al agua como en el caso anterior. Los resultados se .

presentan en el cuadro II.
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CUADRO 1I. Resultados de la mutacién corn EMS
No. de cepa Tiempo de Viscosidad
reaccion (Hrs) relativa
ATCC Q046 | . 1,23
9046 - B 2 4,35
046 -~ C 2 60, 41
0486 ~ F 2 FUL7
ATCC 12518 | 1,57
12518 - D 2
12518 - F 2 1.42

Como se puede aobservar en los cuadros I y 11
las cepas de mayor produccién de alginatos son 1la
046-2, P046-C y la 9046-F. Estas cepas se
. conservaron a corto plazo mediante resiembras y a
largo plazo mediante 1liofilizacidén. Comprobando
posteriormente su viabilidad y caracteristicas.

Los datos de liofilizacion Yy las
caracteristicas de 1los microordanismos antes vy
después del proceso se presentan en los siguientes
cuadraos.
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CUADRO 1II. Datos de liofilizacién

Nombre de la cepa! A. vinelandii ATCC 12518
No. de liofilizacién: 1

Fecha: Sep 89

Medio de propagacién: Agar de Burk modificadoe

Medio de soporte:!: Leche descremada al 10%

Método de congelaciént Mezcla diérido de carbono
- etanol (-78°C)

Aparato utilizado! Liofilizadora Labconco
Namero de ampolletas: 16

Humedad remanente: 0.67
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CUADRO IV, Caracteristicas de A. vipelandii

ATCC 12518 antes y despues de la liofilizacién

CONTROL ANTES DEL DESFUES DEL
PROCESO PROCESO

Pureza Saticfactoria Satisfactoria

Viabilidad incontf\bl es incontables
en 10~ en 10°¥

Viscosidad

relativa 1.19 1.19

Forma bacilos cortos bacilos cortos

Agrupacién en pares y en en pares y en

cadenas cortas cadenas cortas

Tincién Gram

Cépsula + +
Movilidad + +
Almidén - -
Manitol + +
Ramnosa + +
Catalasa + +
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CUADRO V. Datos de liofilizacién

Nombre de la cepai A. vipnelandii ATCC 9046
No. de liofilizacidén: |

Fecha: Sep 88

Medio de propagacién: Agar de Burk modificado
Medio de soporte: Leche descremada al 10%

Método de congelaciént Mezcla diéxido de carbono
- etarol (-78°C) :

Aparato utilizado! Liofilizadora Labconco
Nimero de ampolletas: 18

Humedad remanentet 1%
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STAOTESIS WO DEge

CUADRO VI.

“AUR DE 14

ATCC 90446 antes y después de la liofilizacidn

CONTROL ANTES DEL DESPUES DEL
FPROCESD PROCESG

Pureza satisfactoria satisfactoria

Viabilidad incongables incongﬁoles

Viscosidad
relativa

en

1.2

7]

en 10

1.23

OTECA

Forma bacilos cortos bacilos cortos

Agrupacioén en pares y en

en pares y en
cadenas cortas

cadenas cortas

Tincidén Gram -

Capsula + +
Movilidad + +
Almidén - -
Mani tol + +
Ramnosa + +
Catalasa + +
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CUADRO VII. Datos de ligafilizacidn

Nombre de la cepa: A, vinelandii 9046-2

Tipo de mutaciont Fisica con luz u.v.

No. de liofilizacidén: i

Fecha! Sep 88

Medio de propagacién: Agar de Burk modificado

Medio de soporte: Leche descremada al 10%

Método de congelacién: Mezcla de didxidp de
carbono-etanol (-78°C)

Aparato utilizado: Liofilizadora Labconco
Numero de ampolletas: 20

Humedad remanente: 0.44%




CUADRO VIII.

9046-2 antes y después de la liofilizacion

CONTROL

Pureza

Viabilidad

Viscosidad
relativa

Forma

Agrupacién

Tincidn Gram
CApsula
Movilidad
Almidén
Manitol
Ramnosa

Catalasa

ANTES DEL
PROCESO

satisfactoria
incontables
o-§

en

4.43

bacilos cortos

‘en pares y en

cadenas cortas

DESPUES DEL
PROCESO
satisfactoria
incont;bles

en 10~

4.43

bacilos cortos

en pares y en
cadenas cortas
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CUADRO IX, Datos de liofilizacién

Nombre de la cepa: A, vinelandii 7046-C

Tipo de mutacién: BQuimica con EMS

No. de liofilizacién: 1

Fechat! Sep 89

Medio de propagacioén: Agar de Burk modificado

Medio de soporte: Leche descremada al 10%

Método de congelacién: Mezcla de diéxido d
carbono-etanol (-78°C

e
)
Aparato utilizado: Liofilizadora Labconco

Namero de ampolletas: 18

Humedad remanente: 2.3%
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CUADRO X.

Caracteristicas de A.

vinglandii

di
?046-C antes y después de la liofilizacidn

CONTROL

Pureza

Viabilidad

Viscosidad
relativa

Forma

Agrupaci én

Tincién Gram
CéApsula
Movilidad
Almidén
Manitol
Ramnosa

Catalasa

ANTES DEL
FROCESO

satisfactoria
incontﬁbles
o=

en 1

60.41

bacilos cortas

en pares y en
cadenas cortas

DESFUES DEL

PROCESO

satisfactoria

incontables
1o-¥

en

60.41

bacilos cortos

en pares y en
cadenas cortas
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CUADRO XI. Datos de liofilizacién

Nombre de la cepat A.vinelandij 9046-F

Tipo de mutacidni! Quimica con EMS

No. de liofilizacién:

Fecha: Sep 89

Medio de propagacién: Agar de Burk modificado
Medio de soporte: Leche descremada al 10%

Método de congelacién: Mezcla de didxido de
carbono-etanol (-78°C)

Aparato utilizado! Liofilizadora Labconco
Numero de ampolletas: 19

Humedad remanente: 1.2%




CUARDRO XII.

Caracteristicas de A.

9046-F antes y después de la liofilizacidn

CONTROL

Pureza

Viabilidad

Viscosidad
relativa

Forma

Agrupacién

Tincién Gram
Cépsula
Movilidad
Almidon
Manitol
Ramnosa

Catalasa

ANTES DEL
PROCESO

satisfactoria
incontables
10-9

en

97.91

bacilos cortos

en pares y en
cadenas cortas

DESFUES DEL
PROCESO

satisfactoria
inconggbles

en 10

97.91

bacilos cortos

en pares y en
cadenas cortas
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&, CONCLUSIONES

Se loarareon los shijetivoz del  trabaic.

de cbhtener zeras  de azotobacter virelandii

hirereroductoras mediarte tratamianto

larac Flazeo,

nt

Sergtico Y de
confirmando la estabilidad de sus caracteristicas
aun despuds de w280,

Sire embarac para azegurar la conssrvacidn

de eztaz cepaz se recomienda seauir verificando la

g

viabkdilidad y zztabdilidad de  las ampol letas

liofilizada=.
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ANEXO A
MEDIOS DE CULTIVO

1. MEDIO DE BURK

fosfato de potacio dibdsico 0.66 g
faosfato de potasio monobdsico 0.16 g
tloruro de sodio 0.20 g
sulfato de magnesio heptahidratado 0.20 g
sulfato de calcio dihidratado 0.05 g
molibdato de sodio dihidratado 2.9 mg
cloruro férrico 27.4 mg
sacarosa 20.0 g
agua destilada 1000 ml

pH final 7.2

Preparacidén del medio: se disuelven las
sales de potasio y la sacarosa en 600 ml de agua
destilada. El sulfato de calcio se disuelve en 200
ml, y las sales restantes en los dltimos 200 ml de
agua. Se esteriliza por separado a 121°'C, 15 1lb de
presién durante 15 min. Las tres fracciones del
medio ya estériles se mezclan y se ajusta el pH a
7.2 con NaOH estéril. '
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2. -MEDIO DE BURK CON AMORTIGUADLOR

Para 1la preparacién de medio Burk con
amortiguador se utiliza el medioc anterior y se le
adiciona 1.43g de Ac. I(N-morfolino) propanil

sulfdnico (MOPS) en la primera fraccioén.

3. MEDIO AGAR DE RBURKK
Para 1la preparacién de agar de Burk se
utiliza medio de Burk y se le adiciona 15g/1 de

agar bacterioldgico (Difco).

4. MEDIO AGAR BURK MODIFICADO

fosfato de potasio manobdsico 0.20 g
fosfato de potasio dibadsico .80 g
sul fato de magnesio heptahidratado 0.20 g
sul fato de calcio dihidratado 0.10 g
claruro férrico 27.4 mg
molibdato de sodio 2.9 mg
extracto de levadura 0.50 g
sacarosa 20.0 g
agar 15.0 g
agua destilada 1000 ml

Preparacion del medio: se disuelven las
sales de potasio, la sacarosa, el extracto de
levadura y el agar en 600 ml de agua destilada; el
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sulfato de calcio dihidratado en 300 ml y las demds
sales en 100 ml. Se esterilizan por separado a

121'C, 15 1b de presisén durante 15 min. Una vez

estériles las fracciones de medio se mezclan y se

ajusta el pH con NaOH 0.5N estéril.
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