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OBTENCION Y CONSERVACION DE CEPAS MUTANTES DE 
ei.gtgl;g\¡;!;.~r: vi nel ªndi i PARA LA OBTENCION 

INnO~TRr~c-nE ALGINATOS 

1. INTRODUCCION 

La importancia de los alginatos radica en su 

capacidad para formar geles pcr lo que tienen una 

amplia aplicación en las industrias: alimentaria, 

farmacéutica, cosmética, textil y de papel. La sal 

de sodio del ácido alginico, es la más utilizada, 

aunque también lo son las de potasio, amonio y 

propilenglicol, siendo sus principales aplicaciones 

como agentes estabilizantes, emulsificantes, 

gelificantes y de suspensión. 

Actualmente los alginatos comerciales son 

extraidos de algas pardas, principalmente de 

~~!;t::Q§~~t.i§ eicif~r:sL bsminsciª ~iQl~a~i~ bsmioaCii 
~lg~!;_QQtL e~~Qgb~llym Q2QQ~~m Y algunas especies de 

E~~Yá; el contenido de alginato varia de especie a 

especie y depende también de la estación del año y 

la localidad en que crecen. 

Algunos microorganismos como 

~lnglªo2ii <9,16,21>, Eac~~gmgoaa iC~~gia2áa <6;1o> 
y otros producen alginatos extracelularmente, lo 

que ofrece otras alternativas para la obte,nci On de 

dicho polímero. 



2. OBJETIVOS 

Obtener cepas de 6~Q~QQª~i~~ xio~l~O~~i 

hiperproductoras de alginatos mediante tratamiento 

genético. 

Conservar a 1 argo plazo 1 as mL1tante\i obtenidas 

con el propósito de mantener las caracteristicas 

adquiridas. 
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3. GENERALIDADES 

3.1 e~gtge~,t~c ~ingl~n9ii 

e~ ~io~l~n9ii es una bacteria de la familia 

e1gtgeª&tgc.,g.~; presenta fcrma ovoide, 

pleomorfismo y agrupación en pares, aunque algunas 

veces forma cadenas cortas y estructuras 

irregulares. Su tamañ·o es relativamente grande pues 

mide de 1.5 a 2.0 micras. No producen esporas, pero 

se forman quistes de pared celular gruesa. Son Gram 

negativos o Gram variable. Los cultivos de 24 a 48 

horas presentan movilidad por flagelos perítricos 

pero algunas v~ces pueden ser inmóviles. 

Es fijador asimbiótico de nitrógeno. Produce 

alginato que acumula extracelularmente para 

favorecer 1 a actividad de la ni trogenasa q¡_1e 

requiere baja tensión de oxígeno. Cuando menos, 

10 mg de nitrógeno atmosférico son fijados, por 

cada gramo 

fijación el 

de glucosa consumido. Para dich<.i 

mí croorgani smo reqLli ere de molibdeno 

que puede ser parcialmente s14st.tt1l'&.do por vanadio. 

No es proteolítico, ttU.lis.a nitratos, sales de 

amonio y ciert.os aminoe.cidos como f¡_1entes de 

nitró<;¡•'"'-'> teniendo como consecuenc:ia una reducción 

en la fijación de nitrógeno. 
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El pH de 7.0 a 7.5 es óptimo para su 

crecimiento y fijación de nitrógeno. Produce 

pigmento amarillo el cual se difunde en el medio de 

cL1ltivo. Debido a la producción de alginato, las 

colonias son grandes y de aspecto mucoide. Su 

habitat natural es el suelo y el agua <2>. 

En 1 a 

características 

tabla 3-1 se 

fisiológicas y 

enumeran algunas 

nutricionales de 

TABLA 3-1 
NUTR l C IONALES 

CARACTERISTICAS FISIDLDGICAS 
DE 0~gtggª~tg~ ~inglªUQii~ 

y 

Movilidad 
Pigmento amarillo soluble en agua 
Utilización de azocares: 
Almidón 
Ramnosa 
Manitol 
Malonato 
Fructosa 
Glucosa 
Sacarosa 

Reducción de nitrato a nitrito 
Peroxidasa 
Oxidasa 
Producción de dcido sulfhídrico 

proveniente de tiosulfato 
Etanol 
Acetilmetilcarbinol 
DL-malonato 
Piruvato 
Gluconato 
Succinato 
Crecimiento con NaCl 1% 
Proporción de G+C en DNAI 66% 
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3.2 ALGINA705 

Los alginatos son sales de ácido al;!nico, 

el CLlal es Llr ácidc c;,-gánico débil q1..<e form.; 

fácilmente sales al reaccionar con diferente;; 

bases, siendo el alginato de sodio la sal 

comunmente utilizada. Estructuralmente el ácido 

alglnico es un pollmero formado por bloques de 

ácido D-main•-T6nico unidos por enlaces p <1-4> y 

ácido L-gL1lL1r6nico unidos por enli.'.ces oc. <1-4l, 

aL1nqL1e también se pueden encontrar en forma 

alterna (fig. 3-1> 

Figura 3-1 Estt-L1cturas de los componentes del ácido 

alglnico 

.... ºJEºº- Xºltºº-011 o 011 

OH O O C.OOOtlH 011 O º"" 

Bloque de ácido L-gulurónico con enlaces ~ - 1,4 

···º~--~º~ o 11• coo 
MO 0 •o 0 o 

HO •• o c.oo-
º"' 

Bloque de otlcido D-manL1r-6nico con enlaces~ - 1,4 
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Los alginatos en presencia de iones calcio o 

cualquier ctro catión polivalente for~a~ geles de 

estructL·~as parecidas a 12.s de cajas contenedoras 

de hL1evo;: C:::,8) (fig. 3-2) 

iones calcio 

figur9 3-2 Modelo del gel de alginato 

Los alginatos 

pol igul uronato forman 

con mayor contenido 

geles resistentes 

presentan un gran efecto de sinéresis; por 

de 

qLle 

el 

contrario los alginatos con mayor cantidad de 

polimanuronato forman geles suaves y elásticos por 

lo que el efecto de sinéresis es menor (3). 

El ácido alglnico así como su sal de calcio 

tienen una solubilidad limitada en agua; sus sales 

de sodio, potasio, amonio y p1-opilengl icol se 

disuelven rápidamente en agua caliente o fría. La 

viscosidad de soluciones de alginatos disminuye al 

incrementar la temperatLtra, pero al enfriar se 

recupera la viscosidad ar i gi nal. Si 1 a temperatura 

aplicada es muy elevada y por tiempos prolongados 

el pol l mero se pLtede degradar y en este caso la 

viscosidad de la solución se verá notablemente 
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reducida al enfriar. 

El rango de pH al cual las soluciones de 

alginatos son estables con respecto a su viscosidad 

es de 4 a to; por debajo de pH 4 la viscosidad se 

ve incrementada debido a la insolubilidad del ácido 

alginico libre; solo el alginato de propilenglicol 

es mAs estable en medios ácidos. 

Los iones calcio o cualquier otro catión 

poli val ente pueden aumentar la viscosidad en estas 

soluciones, por lo qL1e es necesario usar agentes 

secuestrantes como fosfatos o polifosfatos que 

regulen la liberación de estos iones. Los geles así 

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 cervezasJ como 

&gente gel&nte en pudines y gelatinas! como agente 

espesante en bebidas de frutas; como agente 

emulsif icante en aderezos y como un agente formador 

de capa en recubrimientos de carnes y pescados. 

En inve•tigación el alginato de sodio es 

tambitn ampliamente utilizado como &gente gelante 

para inmovilizar células microbianas, de plantas o 

de mamíferos. Otro importante LISO es como 
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intercambiador de iones por sus propiedades 

similares a las de resinas de intercambio iónico 

04, 15, 17). 

En 1891 Stanford extrajo alginatos de varias 

especies de Eb.ªS'.Ql2h~~!l~ o algas pardas. En la 

actualidad los alginatos comerciales son obtenidos 

de esta misma fuente. El método Stanford para la 

extracción de alginatos consiste en la maceración 

de las algas con carbonato de sodio al 10X durante 

24 horas; se filtra la masa obtenida y el filtrado 

se somete a Lln tratamiento con ácido sL1lféirico y 

Acido clorhídrico para precipitar ácido alginico el 

cual finalmente se filtra y se lava. 

El ácido algínico es comercializado como tal 

o convertido en alginato de sodio. 

Los alginatos asi obtenidos son de muy buena 

calidad. Su producción está relacionada con el 

d•sarrollo de las algas, el cual depende de 

factores naturales como lo es la estación del a~o, 

localidad 

argani!lmos 

pardas. 

en qL1e crecen y competencia 

por las diferentes eapecies 

con 

de 

otros 

algas 

Las técnicas utilizadas para la producción 

de al;inatos bacterianos están en desarrollo y el 

uso de •llas tiene un futuro prometedor, 
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Los alginatos producidos extracelu:armen~e 

por eigiººª~ig~ 

similares a las 

~iuglªugii tienen propiedace~ 

obtenidas de algas pardas¡ la 

principal diferencia es que los alg1natos 

provenientes de e~ºiººªsi~c ~iuglªngii están 

parcialmente acetilados <9, 12,16,20>. Las enzimas 

involucradas en la biosintesis de ácido alginico 

derivado 

estudiadas 
de e~ºiººª~ig~ ~inclªngit 
por Pindar L Buc~e en 1975. 

mecanismo de biosintesis se esquematiza a 

continuación: 

q 

fueron 

<21). El 



Gluc:osa 
ATP ---f B 
ADP-i, 

Gl LlC:OSé\ 

Sacarosa 

~Fruc:tosa 
D 

6-fosfato 

r ATP 
C }-- ADP 

Fructosa 6-f osfato 

E l 
Manosa 6-fosf ato 

F 1 
Manosa 1-fosfato 

¡.-- GTP 
G J--- PPi 

GDP-Manosa 
H t 2NAD<PJ 

2NAD<PJH 
GOP-Ac. Manurónico 

I l 
Ac:. Polimanurónic:o 

~ 1 
Ac:1do Algínic:o 

Figura 3-3 Ruta de biosintesis de ác:. alginic:o por 

e¡2!gba~!•~ ~ia~l•og1i· 

<A>Invertasa, CBJGlucoc:inasa, <C>Fruc:toc:inasa, 

<O>Fosfofructo-isomerasa, <E>Fosfomanosa-isomerasa, 

CFlFosfomanomutasa, CGlGOP-manosa pirofosforilasa, 

<H>GDP-manosa - deshidrogenasa, CilPolimerasa y 

(JlAc:ido pol imanurónico 5-epimerasa. 
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obtención de al gi natos microbianos 

presenta ventajas con respect~ a los procesos de 

extracción actuales, ya que es posible tener 

cultivos controlados además de que es factible 

realizar mejoramientos genéticos en las d1ferent•s 

especies de bacterias, principalmente 6~gtggª~t~C 

~lo~!ªo~ll, para incrementar la producción del 

biopolímero. 
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3,3 MUTACIONES 

Las mutaci enes pueden ocurrir como un 

proceso espontáneo y natural o pueden ser inducidas 

por agentes mutágenos físicos o químicos que 

producen cambios directos o indirectos en la 

est rL1ctur a del DNA. 

En general ex is ten tres tipos de 

alteraciones que se producen en la secuencia de 

nucleótidos del DNA: 11 adición de uno o más 

nucleótidos; 2) supresión de uno o más nucleótidos 

y 3) sustitución de un nucleótido por otro. Las 

susti tL1ci ones de nucleótidos pueden ser de dos 

tipos generales, el primero es una sustitución de 

una purina por otra purina o una pirimidina por 

otra pirimidina. A estos cambios se les llama 

transiciones de pares de bases. El segundo tipo es 

una sustitución de L1na pirimidina por una purina y 

viceversa y se le llama transversión de pares 

de bases. 

Los efectos de las mutaciones son 

potencialmente ilimitados. PL1eden afectar al DNA 

durante !5LI replicación o bien dL1rante la 

transferencia de información, dando como resultado 

proteínas defectuosas debido a la alteración en la 

secu•ncia de nucleótidos. Las adiciones y 

supresioneg con mayor frecuencia dan mutaciones sin 
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sentido, 

terminales 

debido a 

en el RNAm 

la formación 

que provocan 

de codones 

termi naci enes 

prematuras en la traducción del mensaje genético o 

bien la inactivación del gen en el que está 

ubicado. Estos efectos son extremos y generalmente 

resultan mutaciones letales. 

Las 

1111.1taciones 

probabilidad 

sustituciones 

sin sentido, 

tambil:n pueden 

pero es 

de crear mutaciones con 

provocar 

mayor la 

sentido 

equi vacado. En este tipo de mL1taci ones son 

alterados uno o más tripletes del código de manera 

que se producen uno o más codones en el RNAm qL1e 

especifican uno o más aminoácidos diferentes de los 

que se encuentran en la proteína normal. Las 

consecuencias potenciales de este tipo de mutación 

son muchas. Por ejemplo las alteraciones pueden 

variar desde la inactivación total de una enzima 

hasta los cambios más sutiles en la capacidad 

catalítica expresados por parámetros como las 

constantes de disociación aparente enzima-sustrato 

<Km> o la capacidad catalítica máxima. 

Los agentes químicos mutagénicos son muy 

numerosos; para aplicarlos al mejoramiento de cepas 

industriales es importante seleccionar aquellos que 

producen alteraciones menores. Entre los más 

utilizado: están: ác. nitroso, 2-aminopurina, 
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etilmetanosulfonato, hidroxilamina, 5-bromouracilo, 

bisulfito de sodio y nitrosoguanidina que actuan a 

nivel del cromosoma, provocando sustituciones de 

bases nitrogenadas. Además del uso de agentes 

qui micos, también existen agentes fisicos 

mutagénicos, los más utilizados son la luz U.V. y 

las radiaciones 

radiaciones U.V. 

ionizantes de alta 

con longitud 

energía. 

de onda 

Las 

de 

aproximadamente 260nm tienen un efecto sobre las 

pirimidinas del DNA produciendo dímeros de timina­

timina 50%, timina-citocina 40% y citosina-citosina 

10Y.. La producción de dímeros de pirimidinas dentro 

de una cadena es lo más frecuente, pero los dímeros 

formados entre pirimidinas de cadenas adyacentes 

aparecen con una frecuencia del 10% 

aproximádamente. <4,6,7,22,231. 

En la tabla 3-2 se enumera la acción de 

estos agentes mutágenos. 
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Tabla 3-2 Mutágenos utilizados para bacterias. 

Mutágeno 

2-AP 
(2-arni nopur i na) 

5-BU 
<!5-bromour ac i 1 o) 

Hidroxilamina 

Bisulfito de sodio 

EMS 
(etilmetanosulfonato> 

NG 
<nitrosoguanidina) 

Ac. nitroso. 

uv 
(radiación ultravioleta> 

15 

Especificidad 
evidente in vivo 

Transiciones AT GC 

Transiciones AT GC 

Transiciones AT GC 

Transición especifica 
GC AT 

Transición específica 
GC AT 

La transición específica 
induce pequeñas 
sustracciones con mAuTy 
baja velocidad GC 

Transiciones y 
probablemente transver­
si ones, sustracciones 

Tr~ansiciones y trai:isver­
s1ones, sustracciones, 
posiblemente induce 
inserciones y redistri -
buciones cromosómicas 



4, METODOS 

4.1 Rehidratación de las cepas 

Las cepas de B~QlQQ2~1~c ~in~lgaáii ATCC 

9046 y B~QlQQ2~l~C ~iugl~Ugii ATCC 12518 fueron 

rehidratadas en medio de Bur~ <anexo Al siguiendo 

la t~cnica del Cepario de la Facultad de Ouimica. 

Las cepas hidratadas se conservaron a corto plazo 

mediante resiembras periódicas en agar de Burk 

modificado (anexo A). 

4.2 

nismos 

9046 

Control e identificación de los microorga-

Las cepas de B~g!geª&t~c ~iogl2u2ii ATCC 

y ATCC 12518 se identificaron mediante 

observación microscópica, tinción Gram, prL1ebas 

bioquímicas Cll y se enviaron al laboratorio de 

Posgrado de Alimentos de la Facultad de Química 

donde se llevó a cabo la evaluación del polímero. 

4.2.1 Determinación de las curvas de crecimiento 

Con el fin de utilizar cepas en la fase 

adecuada de desarrollo, se hicieren las curvas de 

crecimiento en matraces con 350 ml de medio de 

Burk incLtbado a 30'C con agitación a 2CJO rpm. Se 

midió D.O labsorbancia> cada 6 horas en 

espectrofotómetro Coleman a 540 nm. 
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4.3 MUTAGENESIS 

4. 3. 1 11utaci ón con luz UV 

a> Las se 

sembraron en agar de Burk modificado y se incLtbaron 

a 30'C durante 72 horas. 

bl Se resuspendíeron las cepas en 5 ml de agua 

destilada estéril. 

c> Posteriormente se hicieron di lLtciones 1: 10 y 

1:100 y se sembraron en cajas Petri con agar de 

Burl: modificado, extendiendo el cultivo en toda la 

superficie con varillas de vidrio estériles. 

d) Las cajas se col oc aron bajo la lámpara de luz 

UV, a una distancia de 15 cm, variando el tiempo 

de exposición desde 3 hasta 60 segundos. 

e) Una vez realizada la irradiación, se 

protegieron las cajas de la luz solar con papel 

aluminio para evitar el fenómeno de 

fotorreactivación. 

f) Las cajas se incubaron a 30 'C dLtrante 72 horas 

gl Se seleccionaron las colonias aisladas que por 

su tamal'ío y aspecto vi sc:oso sL1peraban a 1 a cepa 

original y sobresalian en la placa. Para estudios 

posteriores se seleccionaron entre 3 v id colonias 

de cada caja Petri, 
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h> Lu coloni4$ 11elec.c:Mt~es. se propagaron en 

t:•- con •CJar de 8\P'k. Después de 72 horas se 

1l9Vd • e.abo la Unción de cápsula y de Gram. 

i ) Se evaluó indirectamente la producción de 

alginato. 

jl Las cepas hiperprodL1ctoras de alginatos se 

conservaron a corto plazo mediante resiembras 

periódicas y a largo plazo mediante liofilización. 

4.3.2 Mutación con Etilmetanosulfonato CEMSJ 

al Se cultivaren las cepas de e... x1D.st1.A0'1i.i en 

medio de Burk modificado hasta llegar a la fase 

logarítmica. 

bl Se tomaron 3 mi de cultivo y se centrifugaron a 

7000 rpm durante 15 mi~ 

c l Los paquetes celulares se resuspendi eren en 2ml 

de medio de Burk, 

di Posteriormente se añadieron 0.04 ml de EMS e 

inCL1baron a 30 •e de 1 a 2 horas. 

el Una vez transcurrido el tiempo se diluyeron las 

células 1:10 con buffer de fosfato de sodio 20 mM 

pH 7.2 

f> Se centrifugaron los cL1ltivos a 7000 rpm, 15 min 

a 4'C. 

18 



gl Los paquetes celulares se lavaron dos veces con 

buffer de fosfato de sodio 20 mM, pH 7.2 

hl Después de cada lavada se centrifugar~n bajo las 

condiciones mencionadas. 

i) Los paquetes celulares se res~s~~ndi2rcn 

de medio de Bur~ .. 

jl Por 1Htimo se puso 0.1 mi 

cajas Petri con agar de 

de la suspensión en 

Burk modificado, 

extendiendo el cultivo 

placa con varillas 

en 

de 

toda ' -. "'' 
vidrio 

incubaron a 30'C durante 72 hora~. 

superficie de 

estériles y se 

kl Una vez transcurrido el tiempo de incubación se 

seleccionaron las colonias más grandes y viscosas, 

se propagaron, se observaron al microscopio y se 

enviaron al laboratorio de Posgrado de Alimentos 

donde se llevó a cabo la evaluación del polímero. 

ll Las cepas hiperproductoras de alginatos se 

conservaron a corto plazo mediante resiembras 

periódicas y a largo plazo mediante liofilización. 

4.4 LIDFILIZACION 

al Se verificaron las características morfológicas 

y fisiológicas del microorganismo. 

bl Se sembró el microorganismo en agar inclinado de 

BL1rk modificado. 
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el Cosecha: el cultivo se resLtspendió en 3ml de 

leche descremada al 10%. Se adicionó 0.3 ml a cada 

ampolleta previC1mente etiquetada ~,esterilizada. De 

la suspensión se tomó una muestra de O.Sml para la 

prueba de 'iab!lidad, 

di Las ampolletas se congelaron a -7B'C con una 

mezcla de dióxido de carbono y etanol. 

el Se 11 evó a cabo el sellado con un soplete, 

generando vacio en cada ampolleta. 

fl Para verificar la eficiencia del proceso, las 

ampolletas se sometieron a una prueba de vacío con 

un generador de alto voltaje, a prueba de sellado 

sometiéndolas a cambio brusco de presión y se 

determinó humedad residual por el método de Karl 

Fischer. 

gl Por último se rehidrataron 3 ampolletas para 

verificar viabilidad así como las características 

morfológicas y fisiológicas del microorganismo. 

4.5 DETERMINACION DE VISCOSIDAD 

Se midió el tiempo que tarda en fluir el 

agua a 30'C por un viscosimetro Cannon N02cA378 y 

posteriormente se hizo la medición del tiempo de 

flujo de los caldos de fermentación a la misma 

temperatura. 
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S. RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 CURVAS DE CRECIMIENTO 

Las curvas de crecimiento de 8~QtQ~ª&1~c 

~i.u~lsu9i.i ATcc 1z51s y Azete~s~t~c ~iu~leu9ii Arce 
9046, se presentan en las figuras 5-1 y 5-2, en las 

cuales se indican la fase lag O de adaptación <Il, 

la fase log <II> y la fase estacionaria <III> del 

crecimiento de los microorganismos. 

Abs. 6 

5 

4 

3 

2 

III 

1 

10 20 30 40 50 60 70 80 

tiempo <h> 

Figura 5-1 Curva de creci mi en to de e .... ~i.Ut:leUliU..i. 
ATCC 12519 en medio de Burk con amortiguador a 30'C 

y 200 rpm. 
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Figllr-a 5-2 Cllr-va de crecimiento de 0L ViQll:l.ID.!iii. 
ATCC 9046 en medie de Burk con amortiguador a 30'C 

y 200 rpm 

Para la realización de la mutación química 

se utilizaren 

crecimiento, 

aproximadamente 

cultives en fase lcgaritmica 

a la cual se llega d•spués 

36 horas de incubación, según 

observa en las CL1rv<11s de crecimi•nto. 
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5.2 MUTAGENESIS CON LUZ U.V. 

Despu~s de la irradiación con lLt:. U.V. se 

escogieron 43 colonias por su aspecto macroscópico 

y se examinaron posteriormente en el microscópio. 

De estas colonias se seleccionaron 6, a las cuales 

se les evaluó la formación del polímero mediante 

la determinación de la viscosidad relativa de los 

medios de cultivo con respecto al agua. AunqL1e es te 

no es Ltn parámetro cuantitativo permite inferir la 

prodLtctividad de las cepas mutantes con respecto a 

la cepa original. Para la realización de esta 

prueba se llevó a cabo una fermentación en medio de 

Burk con amortiguador <anexo A>, el pH inicial fué 

de 7.2 y se incubó a 30'C con agitación circular a 

200 rpm durante 72 horas, el volumen del medio fL1é 

de 3!50 ml en matraz E.M. de 500 ml. 

En el CLladro I se presentan 1 os resultados 

obtenidos de las cepas originales y de las cepas 

tratadas con luz U.V. 
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CUADRO I. Resultados de la mutación con l UZ u.v. 

No. de cepa Tiempo <se9) de Viscosidad 
exposición a la relativa 
lLIZ U.V, 

ATCC 9046 1.23 -----
9046 - 1 10 2.90 

9046 - 2 2(1 4.43 

9046 - ~' 30 1.25 

9046 - 5 10 1. 70 

9046 - 6 20 3.25 

ATCC 12518 ----- 1.19 

12518 - 1 10 1.10 

5.3 MUTAGENESIS CON EMS 

Según 1 os datos reportados en 1 a 1 i ter atura, 

el tiempo necesario para la muta9énesis con EMS es 

de 1-2 horas <7, 19), por lo cual ésta se realizó 

durante 2h, 1.5h y 1h, seleccionando 15, 7, y 3 

colonias respectivamente. De las 25 colonias 

elegidas solamente 5 tuvieron las características 

macro y microscópicas deseadas. A éstas cepas se 

les determinó su viscosidad relativa con respecto 

al aQua como en el caso anterior. Los resultados se 

presentan en el cuadro JI. 
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CUADRO JI. Resultados de la mutación c:on E.~lS 

No. de cepa Tiempo de Viscosidad 
reac:ci ón (Hrsl relativa 

ATCC 9046 1. 23 -----
9046 - B 2 4. :;::; 

9046 - e 2 60.41 

9046 - F 2 ::¡¡. ·?- .i. 

ATCC 12518 ! . 1 ~ -----
12518 - D 2 i. ,::._, 

12518 - F 2 l. 12 

Como se puede observar en los cuadros I y II 

las cepas de mayor prodLtc:c:ión de alginatos son la 

9046-2, 9046-C y la 9046-F. Estas cepas se 

conservaron a corto plazo mediante resíembt-as y a 

largo plazo mediante liofilización. Comprobando 

posteriormente su viabilidad y características. 

Los datos de liofilización y las 

caracteristicas de los microorganismos antes y 

después del proceso se presentan en 1 os sigui entes 

cuadros. 
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CUADRO JI!. Datos de liofilización 

Nombre de la cepa: e~ ~!D~lªDQii ATCC 12518 

No, de liofilización: 

Fecha: Sep 89 

Medio de propagación: Agar de Burk modificado 

Medio de soporte: Leche descremada al 107. 

Método de cor.gelación: Mezcla dióxido de carbono 
- etanol C-78'CI 

Aparato utilizado: Liofilizadora Labconco 

Número de ampolletas: 16 

Humedad remanente: 0.67. 
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CUADRO IV. Características de e~ ~iD~leUQii 

ATCC 12518 antes y despues de la liofilización 

CONTROL ANTES DEL DESF'UES DEL 
PROCESO PROCESO 

Pureza Sat i sf actor i a Satisfactoria 

Viabilidad incontrbles incontables 
en 10- en 10-... 

Viscosidad 
relativa 1. 19 1. 19 

Forma bacilos cortos bacilos cortos 

Agrupación en pares y en 
cadenas cortas 

en pares y en 
cadenas cortas 

Ti nci On Gram 

C6psula + + 

11ovilidad + + 

Almidón 

11ani tol + + 

Ramnosa + + 

Catalasa + + 
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CUADRO V. Datos de liofilización 

Nombre de la cepa: e~ XillRléUgii ATCC 9046 

No. de liofilización: 

Fecha: Sep 88 

Medio de propagación: Agar de Burk modificado 

Medio de soporte: Leche descremada al lOZ 

Método de congelación: Mezcla dióxido de carbono 
- etanol <-7e•c> 

Aparato utilizado: Liofilizadora Labconco 

N~1mero de ampolletas: 18 

Humedad rvmanente• lX 
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CUADRO VI. Características de a~ ~inglsD9~i 

ATCC 9046 antes y despu~s de la liofili~ación 

CONTROL ANTES DEL DESPUES DEL 
PROCESO PROCESO 

Pureza satisfactoria sat i sf actor i a 

Viabilidad incontables incontaoles 
en to-' en 1 (l-6" 

Viscosidad 
relativa 1. 23 1. 23 

Forma bacilos cortos bacilos cortos 

Agrup ac i On en pares y en 
cadenas cortas 

en pares y en 
cadenas cortas 

Tinción Gram 

Cápsula + + 

Movilidad + + 

Almidón 

Maní tol + + 

Ramnosa + + 

Catalasa + + 

zc, 



CUADRO VII. Datos de liofilización 

Nombre de la cepa: e~ ~ioglsOQii 9046-2 

Tipo de mL\tación: Física con luz u.v. 

No. de liofilización: 

Fecha: Sep 88 

Medio de propagación: Agar de Burk modificado 

Medio de soporte: Leche descremada al 10% 

Método de congelación: Mezcla de dióxido de 
carbono-etanol C-78'C) 

Aparato Lttilizado: Liofilizadora Labconco 

Número de ampolletas: 20 

HLlmedad remanente: o. 44% 



CUADRO VIII. Características de aL ~in~lsn9il 
9046-2 antes y después de la liofilización 

CONTROL 

Pureza 

Viabilidad 

Viscosidad 
relativa 

Forma 

Agrupación 

Tinción Gram 

Cápsula 

Movilidad 

Almidón 

Manito! 

Ramnosa 

Catalasa 

ANTES DEL 
PROCESO 

satisfactoria 

incontables 
en 10-s 

4.43 

bacilos cortos 

·en pares y en 
cadenas cortas 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Jl 

DESPUES DEL 
PROCESO 

satisfactoria 

incont¡bles 
en 10-

4.43 

baci 1 os cortos 

en pares y en 
cadenas cortas 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 



CUADRO IX. Datos de liofilización 

Tipo de mutación: Química con EMS 

No. de liofilización: 

Fecha: Sep 89 

Medio de propagación: Agar de Burk modificado 

Medio de soporte: Leche descremada al 10% 

M~todo de congelación: Mezcla de dióxido de 
carbono-etanol (-78'C) 

Aparato utilizado: Liofilizadora Labconco 

N(1mero de ampolletas: 18 

Humedad remanente: 2.3% 
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CUADRO X. Características de 8~ ~ill~len9ii 
qo46-C antes y después de la liofilización 

CONTROL 

Pureza 

Viabilidad 

Viscosidad 
relativa 

Forma 

Agrupación 

Ti nci ón Gram 

C-'psula 

Movilidad 

Almidón 

l'lanitol 

Ramnosa 

Ca tal as¡¡: 

ANTES DEL 
PROCESO 

satisfactoria 

incont¡bles 
en 10-

60.41 

bacilos cortos 

en pares y en 
cadenas cortas 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

JJ 

OESPUES DEL 
PROCESO 

satisfactoria 

incontables 
en 10-.v 

60.41 

bacilos cortos 

en pares y en 
cadenas cortas 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 



CUADRO XI. Datos de liofilización 

Nombre de la cepa: a~~iU~l~O~ii 9046-F 

Tipo de mutación: Química con EMS 

No. de liofilización: 1 

Fecha: Sep 89 

Medio de propagación: Agar de Burk modificado 

Medio de soporte: Leche descremada al 10Y. 

Método de congelación: Mezcla de dióKido de 
carbono-etanol <-7B'CI 

Aparato utilizado: Liofilizadora Labconco 

Número de ampolletas: 19 

HL1medad remanente: 1. 21. 



CUADRO XII. Características de a~ ~iD~l90Qii 

9046-F antes y después de la liofilización 

CONTROL ANTES DEL DESF'UES DEL 
PROCESO PROCESO 

Pureza satisfactoria satisfactoria 

Viabilidad incontc.bles ~~c~3~pbl es en 10-• 

Viscosidad 
relativa 97.91 97.91 

Forma bacilos cortos bacilos cortos 

Agrupación en pares y en 
cadenas cortas 

en pares y en 
cadenas cortas 

Tinción Gram 

C6psula + + 

Movilidad + + 

Almidón 

Manitol + + 

Ramnosa + + 

Catalasa + + 
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6. CONCLUS!ONE'3 

Se lo~raron los 0bietivos del 

de obtener 

conf1rrnando la estabilidad de sus caract.eristic::as 

do: estas cepas se t·ecomienda seg•..Jir verificando la 

viabilidad y estabilidad de las arnr:-c• 11 etas 



ANEXO A 

MEDIOS DE CULTIVO 

1. MEDIO DE BURK 
fosfato de potasio di básico 

fosfato de potasio monobásico 

cloruro de sodio 

sulfato de magnesio heptahi dratado 

sulfato de calcio 

mol i bdato de sodio 

clorLtro férrico 

sacarosa 

agLta destilada 

pH final 7.2 

di hidratado 

dihidratado 

0.66 g 

o. 16 g 

0.20 g 

0.20 g 

0.05 g 

2.9 mg 

27.4 mg 

20.0 g 

1000 ml 

Preparación del medio: se disuelven las 

sal es de potasio y 1 a sacarosa en 600 ml de agL1a 

destilada. El sLtlfato de calcio se disLtelve en 200 

ml, y las sales restantes en los Últimos 200 ml de 

agua. Se esteriliza por separado a 121 'C, 15 lb de 

presión dLtrante 15 min. Las tres fracciones del 

medio ya est~riles se mezclan y se ajusta el pH a 

7.2 con NaDH estéril. 
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2. MEDIO DE BURK CON AMORTIGUADOR 

Para la preparación de medio Bur-k con 

amortiguador se utiliza el medio anterior y se le 

adiciona 1.43g de Ac. 3<N-morfolinol propanil 

sulfónico <MOPSl en la primera fracción. 

3. MEDID AGAR DE BURK 
Para la preparación de agar de Burk se 

utiliza medio de BÚrk y se le adiciona 15g/l de 

agar bacteriológico <Difco>. 

4. MEDID AGAR BURK MODIFICADO 

fosfato de potasio manob.lsi ce 

fosfato de potasio dib.lsico 

sulfato de magnesio heptahidratado 

sulfato de calcio dihidratado 

cloruro f•rrico 

molibdato de !Sodio 

extracto de levadura 

sacaro5a 

agar 

agua destilada 

0.20 g 

o.so g 

0.20 g 

0.10 g 

27.4 mg 

2.9 mg 

0.50 g 

20.0 g 

15.0 g 

1000 ml 

Preparación del medio: se disuelven las 

sales de pota!Sio, la sacarosa, el extracto de 

levadura y el agar en 600 ml de agua destilada; el 

J8 



sulfato de calcio dihidratado en 300 ml y las demás 

sales en 100 ml. Se esterilizan por separado a 
121 •e, 15 lb de presión durante 15 min, Una vez 

estfriles las fracciones de medio se mezclan y se 

ajusta el pH con NaOH 0.5N estéril. 
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