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INTRODUCCION

El mundo de lg biclogia vive actualmsnts una verdadera
revolucidén. Los wmicroorganismos vy las ceélulas de las
plantas se pueden progranar para aumentar la produccion
de algunos compuestos naturales, produgtos dml
metabolismo primario v eecundario. Surge asi, la
Bioéecnologia Moderna gque se ha difinido ocomo 1a
utilieacion de microorganimmos., <élulas » sus  partes,

para la produccidn de bienea v gervicios.

En la Induatria Alimentaris ae han presentado
deaarrollos de lasg diferentes disciplinas involucradas
e la Biotecnologla vy probablement: ae tendra., en
esta raman avancea en  la disponibilidad de nuevas
materias primes vy sditivog psra  ie elaboracion de

alimentos.

La Microbivlosia Industriael implicsa ls utilizacldén da
microorganismwoc en procescos  industriales. ‘De  eston
procmmon e deriven una gran  veriedsd de  productos,
tales comoe aminodcicos., vitaminasm, acidos orgénicos,

enzimas, «tc. En pabticular, 18 posiblilidsd de produci:

polisacaArideoe micrebianon he abierto un anorame aercado,

dabido » la aplicacidn gquo lasp guass han tenido en  las

Indumtrias Alimentaria v rrascdéutics,. eel  como  los
polimervs en le yulnioa.

Laa gomeas oon polissciarides  que  puedsn discluer

disprraarae an  azus rars formar aoluociones <

guspensiones viccossrs o Dien gales.



En pgeneral, las gowas se clasifican en tres . arsndes
grupos segdin su origan:

= naturales: provisnen de exudados de Arboles, extractos
de plantas, oxtracton do semillas, algan, almidonus de
cereales, alnidonss de tubdproulos, almidonss naturales,

proteinas vegotales y gomas miarobianas.

~modificadas ¢ semisintéticas: derivadaa de oelulosa.

almidones y otros.

=gintétioae: derivados de petroquimicos.

Deblido a sus propiedades reoléogicas, las gomas tienen un
campo muy amplio en la Industrie Alimentaris usdndoae
como eatabil {izantew, eppesantes, suspendedores .
formadoren dr paliculas, sauleificantos, etc. Dentro do
ellas las xentanes tienon ampliass eplicacionas por  8u
poder viscosante v Ing alginastos por BU poder
gslificante.

Alginsto ey &l térsino genersl para  dosighar  los
derivedos hidrofiiizos do  4oldo slginico. En un

pelisacédiido  anieontuo fornozt de decido D-manurdnioo ¥

[

cido Leguluronico en  progoecciones variasbles. Son
axtraidos de alges oxfés du is claso Ehasgphyness .
En la aotuslicdad loe alzingtos comerciasles se extreen de

nlgas. Sin wuloocge existen slgunanm lismitantes dencoro de

P

las gue dowcoosn:

) deficilsne s on o surinicteo do azteris priea,



b) proceso laboriomo de purificacisn , egpeciaslmente si
se requiers para el mercado de alimentoo o farmezoéutioca,
¢) variaciones de composiocion estacionel y en funcidn de

espooles .

Una alternativa a loa polimeros netursles o nodificados
a8 ol degarrollo de polimaosridos miorobianosy la mayor
fuente deg dztoc son los mucilagos producidos por algunos
microorganiemnce oapsulsdos. E8 asl como las xentanes ¥
dextranas han 1llewado a ocupar un lugar preponderantsa
dentro de ls Industris conmunidors de blopolimerce. En
relacitn con los alginatoe Be prescnian dos polucionea
biotecnolugicses potencinles al problems de abasto: la
produccicn por fermentacién v ¢! aislamiento de 1ls
epimerass pora aumontar o)l grado de alginates bajon  en
4doldo gulurdnicvo.

La produccidn de axopolisacdridos se presents en muchss
vapaciecs de bacterias Grap-negativas y  Grap=positives.
Ciertan bacterian como les fijadoras de nitrégenc

stmoosférico aAROtgbagten vinelandii Y Dsaudononag

agruginona  producen slginutos en condiciones sdecuadas

de fermpantecion.

Conviens solis lu2 propiedades fielificentes o lonm

alginatos no han pedido substltulrag por atren

biopollineros microbianos, ademas de ser un  proyacho
socndnicanenta intersasnie  para  Guostro pais, pueno

importa 1s integridad de pus al ton, 1 pusar de  ser

srportador de  la materis vrine,
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Los objetivos de este trabajo son:

Encontrar las condiciones Jptimas para la obtencion de
alminatos por fermentacién con mutantes de la bacteris

Azotobacter vinelandiji, manejando las siguientes

variasbles: sustrato, concentracion de sustrato ¥

concentracion de fosfatos, pH, aireacion y agitacion.

Obtener una goma de alto rendimiento vy de buans callidad
con caracteriaticas funcionales aducuedas y  comparables
& las gomas de origen vegatal, con un costo v un  abastc

esteble.



1. GENERALIDADES



1.1 QUIMICA DE ALGINATOS.

Alginato w8 ol térpmine gensral pare designar los
derivados hidrofilicos del Acido alginico el cual es un
compuesto - organico complejo que contiens los =zonbémeros
de  doido manurdnice v gulurédnico. Su peso molesoular ss
ve afectade por el proooso de extraceién y depende de lo
funnte de obtencidn (P.M. 25,000 a 1,5 millonea).
Ambos  Acidos urénicos estan constituidoz por anillos
unidos a la codena molacular por enlaces =g 1,4. Al
realizar una hidrolisis #Aoida oo obtianen tra:
fracciones: dos formades por la unidsd de loe monodmeronr
Y uns con mondneron alternados. {11}

En la figura 1, ne prepenta 1ig estructura de los
segnentos de polim=ro contenides en el &cido alginico v

ls correspondionte & lst unidades basicas.
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FIGURA 1.  HESTRUCTURA DE LAE UNIDADFS BABICAE Y LOS

TEQUTSTOS DY LOS ALGIMATOR,



Lan propindades funcionalee de los alsinaton #son
determinadas por la relacién M {( manurdnice) 7/ @
{gulurdnico) ¥y Bu distribucidn en el polimero. Se ha
encontrado gue los amlginatos varian en la proporcion de
8oido  manurénico,en porcentajesr que van del 25 sl 75 R,
relacién que proporcions al gel resistencia vy la
capacidad de formar fibras.

Los salginatos con larges proporciones de poliguluronsto
tienden & formar geles rigidos que wstan osujeton &
sinédresis, mientras que squellos en lo® que predomina =l
4cide polimanurénico forman geles née eldsticos y que no
muestran mucha sindpesie. (7)

La viscosidad v propiedades reclégices de las
dispersiones de alginsto se ven influenciades por:

=ls conoentracidédn del polimero,

~al peso molecular promadio,

~lag interacclionea con otros constituyentey y

~al esfuerzo cortsnte sl gue se aujeten.

1.2 PRODUCCION DE ALOINATOS.

1.2.1 EXTRACCION DR ALGAS.

El &oido slginico se =ncusntra en todas lom ospeonles de
alpgas cafés largea vy en eslgunas cspeoles pogusfias,

La mayorie do lot alginetos son extraldos de las algas

giganten Maorgeystin pyrifers qua crece en  las  oguas




litorales de California v se sncuentrs ern vapas de &0
pieis a 1 milla de ancho, de 25 a 80 pies de profundidad
y varias millas de longitud.

El alginato se puede encontrar en diferentes
proporcoiones en algunsas slgas, asgin 8e nuestrs en  la
tabls 1. (11).

TABLA 1. CONTENIDO DE ALGINATO DE DIVERSAS
ESPECIES DE AL3AS

Especie R Base oseca J
Lamjnaria digitate 15 « 40
Laminaria saccharina 1% - 35
Laminaria hypertores 14 = 3§
Ancovhyllium 18 - 30
Fucua asarratus 19 - 29
Fugua qoranpiden 21 - 30
Macrocystis ' 13 = 3a
purvilles antargticna 20 ~ 43
Durvillea willans 36 - 44

Laa alyss alintstipen estos polineros como componentie
estruotural de la pares celular o como ressrva  de
energle . £l algivzts 5w snousntyrez en =al mucllsgo
intracelular v on la pared c¢alular come sl de anetalem
divalentwy, nare en particular como alginateo da  caleto
que en sinisotipado Junto con las nanbronae de la odlula

que aotian om0 #uRoiPte pars slzunss enwisas.



El wmistems membrancso en reticulo sndopléamico, el
aparato de Oolgi y el plasas »on responsables del
tranaporte ¥y  Bintemis de 1la pared valular ¥y otros

polisacaAridos sal como glicoproteinsas de la células.

El aparate de Oolal ests involucrado en ol meocaniamo de
transport® para oxportar polisscsrido v en la sintesis y
acdifiocacidn dol raterlisl durante el transporte.

La fuente Jde obtencidn, 1 habitat v la parte da la
plgnta umada para la extraocién afectan la proporcidn de
los mondmeros prescntes. Eats situacidon se ilustra en la

tabla 2. (11)

TABLA 2. PROPORCION DE LOS TRES COMPONENTES DEL  ACLDO

ALGINRICO SEGUN La FUEHTE DE OETENCION.

FUERTE ACLIDO ACIDD
MANURQONICO GULUROMICO| ALTRERNADOS
Macrocyntio pyriferc 40.6 17.7 G
Asgophyl lun nodosup B4 0.7 01.0
Laminaria hyparborse 2.7 60.5 26.8

El alga &a recolootada mecdnloasonte popr nedio de barces
colectores y @mun  cortades 3 piee baje ls superiicie

sunque =i - algunos palpes s reoolectsr  ranvalnence  on

10




pequefios boten.

Los procemos comerciaslea de extracclon nsa empleados
en 1a Industria son el proceso en frio dreen's (usado
por Keleco Co.) y el proceso Le Gloahac-Herter (usado por

Algin Corporation of America).

En el prooeso frio llemado asl porque e conducido a
tenperaturas relativsmente bajas (10 *C), las olgas
marinas fresmoas son lixiviadas por varims horas con HCL
0.33%. E1l liquido es removido y despues de picar vy
desmenuzar las walgas lixiviadas, se digieren con uns
solucién de NaOH {18-23 Kg por Ton de alga) a un pH
aproximade de 10 por un %tieapo de treinte wminutes. La
fibrea obtenida, ea lava con seis volumanes de agua y el
materiasl fibromo es secsdo v vendido como alginsto de
aodlo crudo.

Para obtener un producto purc, la fibra ea filtrads con
ayudafiltro vy presion o une temperstura de 42.8°C  para
facilitar &l procsso. Lo fibrs filtrooa se sfisde &  una
s0oluocién de clorure de calecio 2l 10-11 % el precipitado
lixiviado na aspaera, &o le shade HCl1 ol ZE qus copvierte
el algineto de oslolc esa fibras de doido cliglnico.

En la fipurs % se presenta o)l disgrasa de flujo  del

prooeno.



En el proceso Gloahec~Herter se colocan tres partea de
solucidn de aloruro de caloio sl 0.8 = 1.0 %, que puede

entar frie o caliente, por una parte de algas. La

funcidn del clorurc de calcio es oliminar slgunss sales.
Posteriormonte racibtsn un tratemionto zn HCLl (5R%) con ml
fin de dipolver cualquier sal salcalins; 8o diglere
con NaOH al 4 % en une proporoidn de dos voldmanes de
soluolén por uno de sigas. 8¢ lixivis aproximadamente 2
horams (40°C) y es moacerade pare reducirla a ung pasta la
cual se diluye en agua v sa homoganizeae. Posterioruesnts
se centrifusma a altas revoluciones y oe dojs repossr en
un tanque clarificedor donde despueés de 6+10 horse las
particulas de celulusa se sglomeran vy flotaen poara
formar un sombrerc, mwmientras que el licor as removido.
Dicho licor es decolorado con gelatina, comunmente 20-

25 partes por 100 partes do material alginino,
eliminando la gelatina por centrifugacion. El producto
se precipita con HClI concentrado, se  colwoa &
drenadoras y es purificasdo con suvlventes como alcohol

atllico o propsnol para finslmenta asescarpe.

El diegrema de flujo d=l procego me musstra en le figurs

3.
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Algas frescas

svlucidn Jde
NaOH

Licor de ‘p.______A:
|
desacho !PRIMEFA DIGESTION}

Agua —~———__-_—;Jl SEGUNDA DIGEBTION},;_ﬂ_-M_,.m.__“ .J

PICADO
insto eryde ) DILUCION ¥
CLARIFICACION
vapor ——————p{ CALENTAMIENTO
120 F
Condensado -
! FILTRACION
Solucidn de Hipoclorito al 1 %

fCaCl al 10 %
2

PRECIPITACION DE
Licor de ALGINATO DE CALCIO {8 BLANQUEADO Agun
desacho .4 e

PRAECIPITACION DE
ACIDO ALGINICO

Agua de lavado

CRIBADO ¥

Agua de desecho

FILTRACION

Licor de desecho SBolucidn de ALIINICO

PRECIRITACION % | -
—od ALOINATO DE SOGLTQ oo gl SECADO }%_m re
Licor cie desccho s v -~  csliente
{ TAMIZATO ‘I‘ e Lnougxm:‘]

s
G BORIC |
~t

FIGQUR: 5. DIAGRAMA DEL PROCESQO EH FRIO GREEN S.
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Algas froscas

o secas Solucidn HC1l S%
T cacl 1R
2
Agua LIXIVIADQJ -] LIXIVIADO ACIDOR——-Agus
Agua de , r ! Agua de
desecho Solucidn .,_.,{ DIGESTION 23-3 hr-l desacho
NaOH 4%
remmes. tat Aire -»L e -2 AGUR
EMULEIFICACIONL_ | S— ALHkAuIUH
T e Gelatina
Celulosa Gelatina adaorbente
de deaecho y 4
; . demna_Aloohol
DECOLORACION ILA‘.’ADO CON :‘«LCONOLL
Alcohol
aelatina™
decolorads

CENTRIFUGACION

ESCURRILO DE
ACIDO ALGINICO

¥
PRECIRITACION DE

<o < -
2 ACIDO ALJINICO CENTRIFUQACION

 —— TRITURADO
& PURU'ICACION_]' (S
Aloohol de

—-—?—-—— Alechol
desecho o
ACIDO ALGINICO PURO—{
SECADO Solucidn
de  Na CO
2 3 co
e sl PRECIPITACION DE z
Aire BECADO [ ALJINATO DE HODIO
callenta S M & icor da
l ~——» dasecho
MOLIENDA IBADO
[orson} [ SRE
r._....._...?...._....._,..
i ALGIHATO

‘, DE SODIO

FIGQURA 3. DIAGQRAMA DEL PROCESD GLOAHEC~HERTEXN.
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1.2.2 CARACTERISTICAS DE LOS ALGINATOS

Las propledades de los slginatos dependen de la relacidn

M-0 y me ven afectadas por la edad, looaligacidn v
variedad da lae algas, asi come el método de

extracoidn. (28)

SOLUBILIDAD. El acido alginico en inmoluble &n agua fria
y ligeramente soluble en agua caliente. Sus sales don
solubles en agus fria y/o caliente pars dar una solucion
que no coagula con calor, ni gelifice en frio. Dado gue
aston materiales son hidrofdbicos presentan unz
tendencia a aglutinarse; las oltas agitaciones ¥
adiociones gradusles disminuyen esata tendencia,
VISCOSIDAD. La viscosidod de lasm soluciones depende de:
=la concentracioén,

-peso molecular del alsinato,

-presencia de cationes netédlicos y algunos
eleotrdlitos,

=prado de polirerizecliodn (relacidén M-d),

= temperaturs vy

~pK.

Su viscoaided varia 4w 10 + 2000 cp para una aoluciédn al
1 R de bajs viwcosidod vy velcrms mayores para soluclonas
de alta wipcozidad,

clevadas por periodos

81 se nmantiane &
prolongudon susde haber degradscidn de la noléouls Y
disminuiv +¢  <iscosidsed. La  viascosidad méxine ee

osbtizne oooox de ls neutralided, npisntras gue a  pH

18



inferiorma 8 « tienden a sumentar la viscoaldad debido
s 1a baja solubilided del Acido libre v a pH mayorea de
10 les soluciones son inentables. Por otrs parte loe
iones de metales polivalentee incrementan la viscosidad
¥y pueden causar pelifioacitn.

QGELIFICACION. Les woluoiones de sales solublea de
alginato tloenden e former goles en molucion dcids o en
presencia de osloio u otros oationss netélicos
divalentes. Al f{ormarss un gel estard compueato de un
89~86.5 | do agua v 0.5-1.0 ¥ do alginato de caloio.

En 1la figura ¢ se presenta el probable mecanisno de

entrecruganiento del slginato con loa iones caloio. (11}

CO0H

s

" ‘Q A
O . R L]

FTQURA . MECANISMO PROBABLE DE ENTRECRUZAMIENTO DE

ALGTINATO COH KL ION CALCIO.

La formzaeoidn del gzl puade ser coontrolada por s
presencia de un ssouantrante conu fosfato o polifcsfato.

FORMACION DE PELICULAZ. & puedon preparar gcosndce  upa

t



capa delpeda  de una solucidn de alginate soluble  por
tratamiento con un netal di° o trivalente, con uns
solucién  Acidsa o por extrusién de una solucidn en un
baflo precipitante. FEatas peliculas son flexibles,
claras, correcsas. rasistentes a grasa, aceites vy
solventes orglnicos.

INTERCAMBIO IONICO. Lon alginstue tienepn propledades de
intercambio i¢nico que Jdependerdn de la proporcién de

Acidos urdnicos pressantes.

1.3 PRODUCCIOM MICROBIANA.

Existen diferentes hipotemis sobre la funcidn da
polimacaridos extracelulares pars ls cdlula, entre lzo
que we enclentran:

“protec:idén cuntre condloiones snoientales advaraas,
~adhesitn & superiicies adlidas o

~increnento de su patogenicidad, (390

Loa polisacaricoe sicrobisnoe puedan ser de tres Uip

intracelularese, extrazelulares o esiructurales. Pur oira
parte algunor exopclisscaridos {formen cépeulaa clipasdedor

de la celuls v tiensn la he -ilided de difundirse a la

aranihn

Lo productos dae ubiane cfracen comeo

ventajas reproducic fisicann v qulinicas

CON Un COBTo ¥ SURINIATYO cotanle

La mayor nt2  dn nueyer npolinsedyides aon los

muzilagos geopetedop por alzunee nicroorpeniosmos.

17



1.3,1 MICROORAAHISMOS

Fodemos encontrar oroduccion de excpolisacdridus por
vscrerias Gram-poaitive, GQrsm-negstive y por una aaplie
variedad de hongos. Clertas bscterias, como le fijadora

de nitrézeno Azotgbacter vinmlandii, producen =l

polisacaride alginato de estructurs esimilar 21 de la
fuente veactal.

Se arutme gue los ersopolissciridos microbisnos BON
sintetizados dentre de 1a céluls por un  oecanismo
sndlogo al de sintesis de pared celulsr. pxotobacter
vinelandii produce alginsto extracelular en wmedio de
Burk donde la composicidn del mediv v las condiciones
ambisntalea aon parametrea criticos  para obtensr un

tuen rendimiento de producte.

Azotobactar uwipelandii ea un sicrocrsanismo &eroblo
<tlipgado, fijsdor de nitrégano, Qram=negative v
hmtecarpefo,

Qe acuerdo con slgunom wstudi.oe (33,21, 1. ] anrimas
involucradas en 13 Diosinteais de exopoligacaride puedan

clesificarse An cuatro grapos:

I HMetabelismo iniciasl del sustrato,

II Sintesis ~  interconvearsidn e nucledtidos dn
nzlicsres,
II11 Tranaferaasa, regponsables d=  la  formacion  de

monosacéridon v

IV  Polimerasar que formen la poléouls dr blopolimero.

18



La ruta petabdlica més probable para la  pruduccion  de

4cido- alginico a= presants en la figura §. (%;

SACAROSA

| Invertasa

¢ 1
QLUCOSA FRUCTOSA
Qlucoyquinana Fructoquinssa

GLUCOSA 6<PR ===n=c=e-r=cecpFRUCTOSA 6k
Glucvsa fosfata

isomerasa Manopa foafatc
isomerasa
MONOSA &-F
l Fomfomanorutasa
MANCSA 1-F
ITR
GDP manosa
pirofosforilena
epi
QDP=-MANDSA -

2 NADP GDP manosa
deabidrogenasa
2 NADPH &

ACIDO 4GDP MANUROWICO
QDR Polimerasa
ACIDO POLIMANURONICO

f

| Follmanuronaty
. B i Srapimerass

ACIDO ALGINICD

FIGURA & KUTA  METABOLICA HAB PROBABLE PARA LA

PRODUCCION DE ACIDO ALOINICD.



£ntre las ventajas de ls produccion de 1la goma por

fermentacioén tenemos:

~freparacion del medior resctivos de alta disponibilidad

vy medic de cultivo definido,
=Fermentacion: se pueden tener controles en el proceso,
por lo tanto una mayor eficienciet posibles cultivos

continuos que redituarian =n una alts productividad,

=Recuperacion deil producto: e= pueden usar condiciones

suaves por lo gue hay poca degradacion del producto. (28)

Desventajas de la obtencidn por fermentacidn:

- alta viscosidad que results en baja concentracidn del
producto por lo tanto son necesarios grandes voldpenes

v capacidad fermentstiva,

= alto requerimiento de energis para transferencia de

oxigeno, mexclado y eliminacidn de ague vy

- dificultades pars eliminsr laa cdlulss.

20



El polimerc producido por Agotobacter vyipelandii tiene

casi la miswa ostructurs que el de origen algal,con
escasas diferenciaes. Aproximadanente uno Jde cads 10
carbones [o] y C estd parcialmente acetilado. Por
otra parte eegun di?eranteo reportea son ricos en Acido

manurdénico.

1.3.32 NUTRIENTES

FUENTE DE CARBONO
La produccion de exopolisacarido ocurre bajo condiciones
de exceso dn carbohidreto v limitacidn de nutrientes que

no sean el carbon y le fuente de energla.

La fuente de carbono enplesda, tiene un efecto nuy
importante en la oconoentracidén f{insl del producto,
adenmade de estar relaclonsdi & otros factores come gon el
exceso o limitecidn de forfstos. Este aofecto me muestra

en la tabla 2.

Con  bas: eix glgunos estudios como los que zusstia ls

tables 1 m: La oconcluido que la mejor fuente d2  oarbono
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as la sacaross; la concentracion que se recomienda es de
20 p/l. Sin embarpo Agotobagter vinelandii presenta
una alta respiracion por lo que mucha de la sacarcss es

usada sin control y perdida como CO . (2%)
2

TABLA 3. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO, EM LA
PRODUCCION DE ALGIRATOS FOR psotobacter vinelapndil, BaJO

CONDICIONES DE EXCESC Y LIMITACION DE FOSFATO.(2%)

FUENTE DR EXCESO0 DE LIMITACION DE
CARBONO FOBFATOS FOSFATOS
BIOMASA ALQINATCS BIOMASA ALGINATOS
20 g/l e/l 5/l arl g/l
Bacarosa 2.0 2.2 1.0 5.6
Glucosa 2.5 2.0 1.7 3.4
Fruotosa 2.2 1.8 0.6 %.0
Manosa 6.6 0.0 0.4 0.0
Sorbitol 2.1 0.0 1.2 .1
Manitol 1.7 6.8 1.2 3.9
Gliocerol 3.8 1.8 1.3 3.4
Gluconato 2.4 0.5 1.4 5.2
Acetato mmmmeeoaNO CRECI(L -




TABLA 4. MEDIC EMPLEADO PARA LA PRODUCCION DE ALUINATO

CON Agotobacter vinelandif.( MEDIO DE BURK ).

K HPO .66 &
2 4
H PO 0.16 g
2 4
NaCl 0.20 g
MgSO  .H O 0.20 g
G i
CasS0 .2H O 63 mg
4 2
Ha MoO .2 H O 2.3 me
2 < 2
FeSO .7H O 27.4 mg
4 2
SACARCSA 20.0 g
Aforado a 1 litro v sjustado a pH 7.2
|

FUENTE DE WITROGENO.

Agotobacter vinelandii es un microorganismnc {ijador e

nitrogenc atmonfeérico, pero  si existe una fuente
organica o inorganica en el medio de cultivo es
utilizada inhibléndose la fijocion

La fijaoildn de nitrdgenc consinte en lo  converpién de
nitrogeno gaseopo a corpucatoy disponibles para los
microorgenionos, gue 1o uden come fusinte de nitrdgeno
pero nunca oono fuente de saargls.

El creciviento del wizrooiganisans es pooporcionnal & la
fijacidn de nitragens. si 2l medlo da cultivo estd libre
de compugstos nitrogensdes. For oobla  perte, ne ha
ohservade  uone may v sintesis de slginate en cupdiciones

limitant=s 49 nitrdgeno.

13
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Algunos estudios han demostrado que la presencia de
nitrate de amonio, glutamato u otro amincacido en «l
medioc de cultivo no wajora 1la produccidén de alginato, ni

afecta el crecimiento del microorganimmc,. (8)

FUENTE DE OXIQENO

La cantidad de  oxigeno disponible es un factor
determinante en la produccién de alginato, ya que
regula la transformaclén de sustrato a biomasa.

81 se presentan altas concentraciones de oxigeno, el
microorganisnc usa wnds energla para proteccion del
simstema nitrcogenass teniéndose come consecusncia un bajo
rendimi=nto celular.

Une busna  produccion Jde alginato e= lleva ma ceobo  en
condiciones limitantes de oxlgenc. La =ficiznoia e
convereisdn Jde aacarnsa a alginsto auments ol dieminuirp
la respiracivn como respuesis al suministro de uxlgeno
§i el suministio de oxigeno es bajo, =1 ajcrourganiano
acumuls poli-3~hidroxibutirate en lugar de producir

elminato.

FUENTE DE FOSFATOB
Sa hea demoatrado que la cantided de alglnato producido =

partir de azotehacter vinelandid en cultive continuo

depende de 1 cantidad de fosfato intcinl,
inorementandose al disminuir la concentrecion iniclial de

fosfato.



con  base en algunos estudios a® ha observado qus ls
produocién de alginato continda despues del crecimiento
cuandc opers en condiciones limitantea de fosfatom. En
general ls conclusidén parece ser que la menor cantidad
de bicmasa se obtiens cuando el contenido de fosfatos es

bajo, siendo responsables de la produccién de alginato.

FUENTE DE CALCIO

La oentidad de jonem calcic en el medio influye en la
relacién #M/0 en el slginato; bajas concentracicnes de
calcio dan lugar & un polisacAride rivo en Acidou
manurédnico.

La actividad del {on calcio decrece conforme se produce
alginato, debido a le sfinidad que presentan.

50 ha observado que un incremento en la concentracidn ds
calcio en el medio despuds de que me ha producido cierta
cantidad de alsinaton, lleva 8 un canbkiv en la
compoaicion de alginato.

Be auglere como fundamento de lon fandmenos  anteriorasz
la existencia de una snziia que es capaz de epimerizar
los reasiduos de acido menuronico en dcido  gulurdnico

en la prasencia del fon calelo. (27)

OTROB NUTRIENTES

Se han rezlizade &lgunos estudics sobre sintesis de

alginate cus dewusstran que cantidades substanciales de
2 3= 2 -

exopolisscinside ae logran von MoO , RO |, Fa ¥ K
5 4 .

e



como mubatratus limitantes. En la table 5 se presenta el
efecto de diversos nutrientes en la produccion de

cAlulas v alginato.

TABLA 5. EFECTO DE NUTRIENTES EN LA PRODUCCION DE

ALGINATO POR Amgiobagter vinalandii (12)

NUTRIENTE BIOMASA ALQINATO
LIMITANTE 8/1 w/g CELULAG/h
2=
MoO 1.1 0.34
4
3
PO 1.8 0.28
4
2«
Fer 1.4 0.25
C (Sacarocsa) 1.3 0.256
N 1.5 0.22
2
2+
Ca 1.2 0.20
.
R 1.9 0.1i6
[e] 1.2 0.06
2

1.3.3 ASPECTOS CINETICOS.

La relacion entre cracimianto y formacién dw
sxopolisacarido varia satre microorganismos y eon unas
farmentacidn particular cambls con las concdivioaer =]
prooeno.

Durante la sintesis de slginate con Arotobaoten

vinelandii wse cbserva una indepondencia en = grado de

2%




produccion de polimere vy el  crecimiento como puede

constatarse en la figura 6. (13)
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FIGURA 6. PRODUCCION DE ACIDO ALGINICO POR Azgtgbagtmr
vinelandii.

La produccioén de alzinato we inlola pomentos después de la
fase logaritmics. Se observa un lnoremento marcado en la
produccion e polisacérido al terminar el corecimiento

del miorsarganicee corc s& aprecia sn la figurs 7. (31)
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FIGURA 7. CRECIMIENTOC Y FRODUCCION DE ALGINATO DE

Azotobaoter wvinelandii, BAJO CONDICIONES
LIMITANTES DE FOSFATOS.

1.4 RECUBERACION

La reocuperacién del exopolimacérido en un proceso
fermentativo es un punto oritico para determinar ol
costo y propiedades funcionsles del produocto terminado.
Las condiciones adecuadaa deo fermentacion junto ocon las

de recupsracién definen la viabflidad econdmica del
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proyeoto, ys que hay. que tener sn cuenta que 2l coste de
recuperacién es uns parte significativa del comtu total
de producoidn.

La prepencia de otlulaan en &l producte final puede
afectar asu eplloacién, asi como, la d=a slgunas enzimas
puede causar problemsas e©n  procemos subsecuentes o
impartir careocteristices indesoables.

En el caso de polinscaAridos microbianca los tratamlentos
posfercentativos 1ncluyen:

~concentrar o extraer al caldo de fermentecidén a  une
forma sdlida, microbioldgicanente eastable y fdcil de
nanejar, transportar 3 almacenar y que puede
rediaclverse para su aplicacidn,

~purificar pare teducisr =l nivel de contaminantes ¥
mejorar aus caracteristicas funcionaleaz (colon, vlor vy
sabor),

~desactivar engzimas entracelularea nu desenbles, tales
como celulasass y pectinssas,

~modificar ¢ alterar quinicsmentsm el producto con el fin
de mejorar sus propisiedes funocionsles da naneje de
a0lidos o sum caracterisricas de solucidn o disperaidn.
(39).

El proceso posferasateti . sipgue, cund so cbasrva, la
tecnolozia vaada para 14 swivsvcidn dz algas.

Le recuptyncidn puade  winclulr  diferentss Lipos de
tratamientos entre los Que o2 encuentran:

~tratamiento ternico. Aungue ai  ne uEan zitas

tenparaturan puade habar dagradacion del productor sin

o
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enbargo es raquearido para 1la  esterilizacion

=tratamientos flsicos. Como son centrifugacion [¢
filtraoién, la coagulaoisn de particulas por

calentaniento c¢on sales, adeorcidén de partioules a unas
adiclonadas, tratamiento térmico von alovhol, ocetona,
fenol y surfactantes no idnicos,

-tratamientos quiuicos acido y slealino. Kl polianién
alginato puede ser precipjitado come aoido alginice con
adloion de HCL a un pK aproximado de= &,

~tratamiento enzimstico. E£e ha propueste el uso de
enzimas para, entre otros objetivos, separar
eficientenante les células del producto,

La @aeparacién del polisacéride se lugra bsjando la
solubilidad del polimero para obtener un precipitado o
una soluoidn ocncentrada por adiclén de salea o
solventes miscibles en agua como metancl, etanol.,
isopropanol o acetona.

El 1isopropancl @s @l aloochol mas utilieado, dedbldo
principalmente & mu facilided de reocupsraocidén, su costo,
su potabilidad v a que o5 aceptado para productom grado
alimenticio. (39}

Sa deben de controlar las condiclones de secasdo yva qus
se pueden afectar las propiedades del products como:
color, msolubilided v propledades reclégicas,

o bien afectar ¢l contenido residual de solventes. Fara

gste paso del proceso ae utilivan aondraloents
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amcadores a vacls,  aire  forsade 0. mas  inepte si
contliens solventes orgdnicos inflamadbles.

£l polisacdrido sevo @8 molido a2 un determinado tamalitu
de particula para controlar dispersabilidad y disoluciodn
ans! ocomu facilidad de manejo.

Los polipmeros solubles en agus son generslaente secados
& uh 10 R de humedad ¥ on eate estado son higroscodpicos
por lo que es importante que el =2inpaque usadoe asea Jde
baja perceabilidad al agua. Flhalmente en ls figursa & oe
presenta el diagrams recomendadc pare la recuperscicn o

alginato.

Medio ~e=cw-aP® Separacion de =ecevwveedFCACL =rmmvemvew
células 2

- Separacién del ~-~-ecemmavccoanmas P Geparsoicn -~

pracipitado lavado 4cido
-~ 8al alginato e e r e s e Flltrado b
Adcido insoluble NaOH ms&lido v vcare un pH v - &

tonuato pares dar la sal
aoluble en agua do algi-
nato de sodio
~=% Eliminacion O s cado === Molido es~--
de agua

wee=P  Lmpaque.

FIGURA 3. UROCESS RECOMEMDADRO PARA RECUPERACION DE

SLGINATO. (S)



1.5 APLICACIONES

Dabido a las propiedades mencionadas anteriormente, los
alginatoms tienen una amplia aplicacidén dindustrial qu=
ests determinada por el pemc rolecular, la concentracison
y la composiocidn quimicas del producto. Algunas de entas

aplicacionan me prasentan an la tabls 6.

En la Industris d= a&limentos se usa para controlal las
propiedades revlézioas de muchos produoctos, no
contribuye al wvalor nutricie ve gue lcs humanes no 1o
metabolican, ademas de no impartir sabor ni oler & loe.
productons finalea . (3)

Puade mer adicionado para retener agua = inhibir la
cristalivacidn del hielo.

Las aplicacioneas mée importantes en la  Industria

Alimentaris se resaltan en la tabla 7.

Los alginatos de msodio, potasio, calcic vy amonio son
reconocidoa por lm  FDA como sustancias Grass.

{Generalmants reconocldas comyw sagures)



PRINCIPALES INDUSTRIAS Y PROCESQS DE AFLICACION
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TABLA 6.

DE ALGINATOS.
Industria alimentaria
Industriz textil

Industria farmacéucica

Cdontologia
Polimerizacion
Pinturas
Litografia
Industria automotriz
CerAmice vy refractarioas
Agricultura
Industria de

adhesivos

Industria axucarera

Coasnéticoa
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aditivos

material Otil para
veatido y resistente;
produccion de fibraa
penicilina y preparsciones
farnscéuticas, pecstillas
nmoldes y wodelos dentalea
agente estabilizante
enpesante pars pinturas
empesante pars tintes
Limpiadores y pulidores
de carros
agante estabilizador
fartilimantes, insecticidas
mndurecedor vy pare
unir fibras en te)idos

Clarificacion de solucicon=s

azucaradess y aguss mineranlss

cremas,

cabello,
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anlatinay, spray paral
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desodorantes, chuapoo!
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TABLA 7. PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS ALOINATOS EN LA

INDUSTRIA ALIMENTARIA.

Rt L L P P DR T L AN

Eastabilizador de espunas

Estabilizador de emulaionem

Apente suspendedor

Formador de peliculas

Formador de geles

Apente para dar cuerpo

Adhesivo

Inhibidor de
cristalizacion

Agente clarlficant=

Apente ligante

Agonte encopsulante

Agente floculante

i
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¢
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i
’
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¢
‘
'
l

carvezsa

enbutidos, malpa, aderemon
bebidas dietéticas

pasteleria, mezclaa
instantadneas, pudding

recubrimientos, capae
protectoras

g=larinag, pudding, pantas
pearas rell=nc, natillams,
quasy untable

ader ezom, rTellencs de
psstelerls, postres

glaseade pars pamteles

heladon, jarabes,
postres congelados,
confiteria

vino, cerveszs

salsan, comida enlatada

mabores mezclados en polvo

vinos
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2. MATERIALES Y METODOS



2.1 MUTACION Y MANTENIMIENTO DE CEPAS
Material.

Tubos de ensayo de 16 x 180 y 22 x 175,
Matraces aforados de 100 y 1000 ml,
Probetams de 100 y 1000 ml,

Matraces Erlen<Meyer de 100, 250 y 500 al,
Pipetas automaticas,

Aaas,

Camnpana de flujo laasinar,

Autoclave,

Incubadora.

REACTIVOS

Sacarosa

Foefato de potasio dibasico,
Fosfato de potasioc amonobémico,
Sulfato de cealoio dihidratado,
Cloruro de sodio,

Sulfato de magnesmio heptahidratsdo,
Molibdato de aodicv dihidratado,
Clorurc férrico,

Ac. 3(N-morfolino) propanil sulfonico (MUPS),
Hidré¢xido de modio y

Agua destilada.

METODOS .

Lans cepas cllvestres y nutadeas fusron proporcichadas por
Julieta Gonzdlex A., uaando las siguicntes téonioas:
Hutacién con lum UV

a) Se desarrolleron las cepsn de gzotobacter vinslandii
durante 723 horac a 30T »n ogar Burk nmodfficado.

wtileda

b) Be romuspanden las o e & omi 4o agua O

estéril,
Q)  Se hacen Jilunionde de L1t0 y 1,103,
d} De Ju: dilucionss antericrss eo pone 1 nl e oada

axja rmn? e auntivaa agar Burk worttfioado,



extendiendo el cultivo en toda ls superficle Lon
varillas de vidrio estériles.

e) Las cajas se exponen a la luz UV de longitud de onda
de 260 nm, a una distancia de 15 cm, variando el tiempo
de exposicidn desde tree hasts smesents sepundos.

f) Después de aser irrsdisdas, las cejas pe prolegen de
la luz con papel sluminio para evitar fotorsactivacion.
#) Se incuban & 30°C durante 72 horss,

h) De lem culonias  que se  hayan Jesarrolladoe s
seleccionan las que  por su tasaflo y  aapeoto  viscon:
superen a la osps original vy sobresalgsn an la placa.

iy Lam coionias salemccionadas ee propagan en medic won

agar Burk, Deapuda  de 72 horas =me hace otservac

nicroscépica v rincion de cdpe:la

J Las cepss hipeargroductorss mpe _CNSsrvan =n fresc. v
liofilizadas.
K) A estas colunias s=m les avalddproducclidn de

alginatey por un metods indirecto atdiendo viscousided.

Hutacion oun Btilmatano pulfonzto {(EMS)

aj Se cultivan lax oapes de Azotobacter vipnelsndii en

medio de  Burk wod!ficonds hasta llepar a ia fase
logarituica,

2 1l de ocada cmpa y a= captrigugan a 7 000

rpm s oo oming,
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ey Lom paquetes celulares se pesuspenden en 2 wnl de
medio de Burk,

dj Poetefiormente cada cepa se mezcla con 0.04 ml Jdo EMS
e) Se incuban a 30°C de 1 a 2 horas,

£) Despuets dal tiempo transcurrido se diluyen las cepas
©1:10 con tuffer de fosfato de sodio %0 uM, pH 7.3,

g) Se centrifugan lms cepas a 7000 rpm, 15 min. a 4°C,
h} Loa paguestes celulares ne lavan doa veces oon buffer
de fosfato de sodico 20 oM, pH 7.2,

i) Demapués da cade lavado las vepas son centrifugadas
béjo 1sa condicioness mencionadas,

J} Los paquates velularss se resuspenden en . medio Burk,
k} Por ultimo se coloca ¢.1 ml de cada cepa en una de
lams caljas Featri gue contienen agar Burk modificado,
extendienyo en toda la auperfi-isn de la  placs con

varillas de vidrio estépilea v as incuba a 30°C dupante

72 horas,
1} Trenscurrido el timnmpo, ae sealeccoionan las
colonias mnmAs grandes vy viscoaas, ae  propagan, ne

observan al nicroscopic y ae evaslus la produccion  de
alginato,
m) Las ceper hiperproductoras da slginatos se conaesrvan

en fresco v liefilizadae.

Mantenimianto de capas.

Las copas fuereon mentenidss en wmedio inclinade de Burk,

libre de Nitrdgeno, solidificsade con 2 % de agar, cuya

368
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composicidn me musstra en la tabla 8.

TABLA 8. COMPOSICION DEL MEDIO DE BURK (LIBRE DE

NITROQGENO)
i et el
i Sacarosa . 20.00 g i
é Fosfato de potasic dibasioco } .66 g 3
é Fosfato de potasio monobAsico E U.16 g ;
| Sulfato de calclo dihidratado '. 50.00 mg
% Cloruro de Bodio ' u.2C g E
; Sulfato de magnesio heptahidratado } 0.20 g ;
; Molibdato de sodio dihidratado } 2.90 mg %
} Cloruro férrico : 27 .60 mg é
; HORS } .43 ¢ :
E Agua destilada : 1.¢cCc 1 ;
é pPH final 7.2 ajustado con NaQOH 0.5 & ;
N m e e s
Preparacioén del medio: se diasuelven les salea Jde

potasic, la ws&carcsa y ol MOPS en €70 m! de apmua
destilada; el wsulfato de calecio en 200 ml de agua
destilada vy las osles en los 200 ml de agua rostantes.
Entas trea freccionea se eosterilizan por aeparado, para
avitar precipitevicnss en 1y autoelsve, & 121 C (15 lb.
de presion) durante 15 min. Las fracciones ya snthpriles
me mezolan bajo campane de flujo laminar vy se ajusta el

pH & 7.2 con {HaCil estéril.

e



2.7 FERMENTACION EN MATRAZ

PRIMERA ETAPA. Lae fermertecicnes se llavarcn &8 <abo en
matraces Erlen=tieyer de 500 ml -on 100 ml de medio Burk,
inoculadas de tubos inclinados e incubado tres dias a
30 *C en una incubadora a 100 rpm.

Durante asta etaps me probaron diferentes tuentes dJde
carbono ( glucosa, fructosa, sacarosa Y.
concentracicones iniciales de fuosfatecs, e]l uso de MOPS vy
algpunas de las cepas mutadams con luz UV.

SEQUNDA ETAPA. Se llevaron s cabo las fermentaciones en
matraoen Erlen-Mayer d4s 500 ml a 30°C, perc en este casu
e prcqentaron variaclonea en lous volunenes de medio
empleado 50 a 350 ml, agitacién 50 & 200 repm v
concentracidn inicial de sus-iato 5 a “¢ g/l

TERCERA ETAPA. En base a los resultadcs anteriores  ss
trobajo en matracem Erlen=Meyuer de 500 ml <un 350 nl Jde
medio Burk a 200 rpmn. Dursnte eata etspa se probaron las

cepas obt=nidas de las mutaciones gquimicas.

2.3 FERMENTACION EN EGUIFO LW 2000 SERIE I

£l  infouic me obtiene &n watracee Frlen-Meyer de 560 ml
gon 350 w®l1 de medio, inoculsado de tubo inolinado e
incubado tras dise s A°C y 200 rpa.

Estos cultives Se ussan para inoculsr & litros de nmedio
oontenidng  en el fapmentador, =n el cual ae estudid el

sfeoto variaciones an lss condioionsas dol  procesoc
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(agitacion y sireacidn).

2.« DETERMINACIONES
Detarminacidén de pHr El1 pH ne determind  en un

potenciduetro Beackman 41.

Determinacion d= densidad Optica: Del caldo de
fermantacion pe »fectus una dilucidn 1¢30 =n sgue
destilada v se lee contra un blanco de agus destilads a

530 nox en el espectofotémetro Shimadru UV~-1200z.

Determinacién de biomasa: Se pipetean 5 mi del caldo de
fermentacien sobre un f{iltro de f{ibra de vidrio
previamente tarado y colocado an el equipo millipore. Se
aplica wvaclo vy me lava con dos porciones de 5 @l de

agus destilada. Se seca a p=eo constante a 1L00°C,

Determinacidn de sacsrosa: Paras este método ae emplesa la
técnica de DNS para medicidn de azdcares reductcrass. Se
dizuelve la enzima en buffer de citratom 0.32 M, pK
4.6 @ una concentracién de 2.8 mgsml. La wsolucitn
obtenida es tranmpsrents y eoctable por una sonana

aluwacenada a « “C.

Curva eaastdndar. se prepara una solucidén patrén  de

oacarosa 1 wg/ bl en un amatraz aforado de 100 md.  So

&1



toman alicuctam de 1.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 y 20.0 ml v
ase afora a 100 ml para tener concentraciones de 0.1, 0.4,
0.8, 1.2, 1.6, y 2.0 mg/ml. De estams, oe toman 0.9 ml vy
ne colocan en tubos de ensaye, Be sdicionan 0.1 ml de la
aolucion enzimAtica y una vee mezclaedu se deja reposar
18 minutes & 28- 30°C: mse adiciona 1 wl de DNS vy 8e
coelocen won un batio en ebullicidén. Transcurridos &
minutos oe =nf{ria inmedlutamente, pe sdicionan 10 ml de
agua deatilade. Finalmente se leo & 540 nin contra un
blanco de reactivos y agus destilada.

Preparacion de la auestra. Lo npuestra ee centrifuga a
10 000 rpm por 10 minutoe s una temperatura de 4 *C; el
sobrenadante e diluye con agus destilada ¥y de las
diluciones Be toman alicuotce d= 0.9 ml y 8e procede
imual que para la ocurva esténdar. Los cdatoa S8e prooessn
por regresidn lingal, vy el resultado se corrige peor la

dilucidn realizada.

Determinacién de alginatos: El sobrenadante og
oantrifugado para eliminar lus océdlulas y se toma una
alf cuota de 25 ml a le que se le afiaden 3 voloamsnes de
Z~=propancl. &= agitan ¥ se dejan reposar 10 minutos.
Las fibras precipitradas aon filtradas en papel Whatman
No. 1 previamente tarado ¥ cclocedo en @l equipo
millipore. Se aplioca vacio y se lava con dos voliwenes

de 2= propanol; ae seca al veclio » 4&5°C por 2¢ horas,
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ne. peaa y por direrencisa se cslcula el ‘contenider de

alginato en la musotrs.

Determinacién de visaomidad: Se emnpled un viscosimetro
Cannon HO2CA878. Debido a los inconvenientes que se
presentaron para la separacién de las célulse dei
alginato oe determinéd la viscomidsd de los caldoe Jde

fermentacidn como una medida indirecta de la

m

oconoentraclidén de alpinato pressnte en el asdic ‘S
relaciond oon la viscemidad del agua medida en  laz
mismas condiciones). Cabe reocaloar que oais podida

Unicegente nos eirve cowo mdtode de  cuspsarscién  pars

inferir la productividad de 1lss oepas sutsdas. Ko =8 urn

parAmetro Luantitativo p=ic a. realirxay 1a delernine
con acluciones esmthndar loe resuitaduvs obtenidor  oerorn
eatisfactorivs.

Se procede de la iguiente forpe: se nide el tiempo de
flujo del agua a 30°C vy posleriormante el tiespoe de
flujo de loe veldes o feramentecidn a  1s ainma
tenperstura en un viccosimetro, con la syudsa de un

cronduetra.



3. RESULTADOS Y DISCUSION
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PRIMERA ETAPA.

El trabajo se dividio bAsicam=nte en Lres etapas:

en la primera se probaron las diferentes fuentes de
carbono, concentracidn de feosfatos v el usv Je MOPS como
regulador de pH.

Conviene sefialar gue el trabajou se realizd en forna
paralelsa con  un  proyecty de produccién de capan
hiperproductorans por mutaciones realizadas con luz WV

De wasta forma s= fue avanzando en la optimiracion del

proceso y al mismo tiempce. incorporando nuevas cepas.

FUENTES DE CARBONC ANALLIZADAS
Se analizd la influencia de la fuente de carbeno,en  la
producci¢n de alginato, prubAndoss la glucosa, fructosa,

sacarosa v la combinaciéon de glucosa yv fructoss.

TABLA 9@ OPRTIMIZACION DE La FUENTE DE CARBONO

FUENTE DE | CONCENTRACION|CONCENTRACION |CONCENTRACION
CARBONO INICIAL DE FINAL DE DE ALGINATO
AZUCAR AZUCAR
e/l i e/l e/l
GLUCOSA 19.35% ) 15. 7% 1.%4
FRUCTOSA 19,57 | 19.31 0.00
3LUCOSA » 19 v ) 17. 32 0.40
FRUCTOSA ]
SACAROSA 2 4| 11,37 7.01 J

Cepa Amotobacter vinslandii silvestre ATCC 12518
Temparature 20°C Agltecidén 100 rpe
Tienpo dc fermentsoidn 50 h

Yolumen dal wmedio 100 nl medio/matrar de 500 nl



De ascuerdo con la tebla 3 ae observea gque la nejor fuente
de carbono a ser empleada es la smacaross, auhque Bse
hubiery pensado «n uns mayor facilidad para metsbolizar

glucosa o fructusa.

Fomteriormente L] realizaron fermentacionea 2on
difersntes concentraciones de fosfatos. Los reaultados
&= pusstran en la tabla 1C.

TABLA 10. OBTIMIZACION UE LA CONCENTRACION

INICIAL DE FOSFATQ EN EL MEDIC DE CULTIVO
DE A, vinelandii PARA LA PRODUCCION DE

ALJINATOS

SACAROSA
FOSFATUS RESIDUAL BIOMASA ALGINATO

] g/l s/l gsl

0.25 22. 24 G.0e o 39
5.00 18,34 1.08 0.52
10.00 15,312 1.32 0.77%
5.Q0G ¢ 18,02 0.80Q Q.43

Cepa Aggtobagter vinmlandil silvestre ATCC 13514
Temperatura 30°C Agitacion 100 rpm
Tiempo de fermentacitn 50 h

Voluman del medioc 100 ml de mediosmatraz 00 sl
Concentracidn iniciml da sacarocma 20 p/i

* Volumen del medio 200 nl en matrez de 06 nl




TABLA 11. USO DE DIFERENTES CONCENTRACLIONES DE
FUSFATOS A pR 7.7

FOSFATOS FI::L SACAROBA | BIOMASA ALJINATC
mM as/l - X" 6/1
0.00 7.70 20.04 0.0G3 D.ra
0.50 7.a0 ©.26 i.58 v.83
5.00 7.38 5.71 2.08 0.69
10.00 7. a8 ©.17 1.85 ¢ 78

Cepa Azotobagter vinelandiil eilvestre ATCC 12516
Tewmperatura 30°C Agitacidn 100 rpm
Tiempo de fermentacidn 50 h

Volumen del medic 100 ml de medios/matiaz S00 nl
Conoentracidn inicial de sacarosa 20 pms1

En bamse a las tablas anteriores podemcs obeservar jus  an
de sums importancia pars el desarrollo del
microorganismc v para la produceidén de slginate ls
presencia de foefatomy en la tablas 11 se demusstra que
una ausencis de dessrrollo del micreorganiamo, cusnde en
la fermentacié¢n no existen fosfatum. En concentraciones
de 5 v 10 mM se prasents mejor desarrollo del
mnicroorganiamo. Cabe aeflizlar que sl inicio del provecto
6e presentaron problemas pare determinzceidn de alginato,
dando como resultade econtroveraiss an los dstos, pero
con bame en slgunasn  observacionee sobre biomasa oy
viscosidad dz2)l mexiio me optd por  trabajsr con  una

conventracicn de & uM de fexsfatosm.



En. 12 tabla 12 se presenta la comparacion de las  dos

cepas mnilveatres adquiridas de la ATCC.

TABLA 12 COMPARACION DE LAS CEPAS SILVESTRES DE
Azotobacter vinelandii

SACAROSA
CEPA RESIDUAL BIGHMASA ALGINATO
s/l s/l [-78Y
9046 1.17 2.08 0.58
12616 1.20 2.12 G.73
Temperatura 30°C sgitacisn 100 rpm

Tiempo de fermentacion S0 h
Volumen de fermentacidén 100 ml de medio/matraz 500 ml
Concentracion inicisal de sacarcea 40 g/l

D=  este estudio couparativo ae decidid trabajsr con la
ATCC 12528 que presentsba meyor productividad en 1las
condiciones de trabajo ampleadss. Eata cepa sirvig

igualmente de bame pars lom trabajos de mutacicgn.

De acuerdo con 1os datos bibliogrificus recopilados me
probd el uso de MOPS (Acido 3 (N-morfolino) propanil
sulfonico) como repgulador de pH con el Vin de mantener
ante cercano a 7.2, vaslor dptinmo psra el desarrollo del
microorganismo. Esto es debido a que o1 uso Jde ui
repulador de fosfatos, adecuado para la zona de trobajo,

afectarlis la producuidn ocomo s« denostrd 2n la tebla 10,

£:]



Los resultados se presentan =n la tabls 13,

TABLA 13, EFECTO DE USO DE UN SISTEMA REGULADOR DE pH
(MOPS} EM LA FERMENTACION EN MATRAZ DE
ALOINATOR ROR A, vipelandii

MOPS SACAROSBA BIOMASA ALGINATO
mv s/l s/l g/l
25 5.37 1.0e 1.83
50 .18 1.18 2.7

Cepa azotobmcter vinelandii silvestre aATCC 12518
Tenperature 30°C Agitacién 1U0 rpm
Tiempo de fermentacidn 50 h

Volumen de fermentacién 100 ml de medios/matrasz de 500 wil
Concentracidn inicial de sacaross 20 g/l

pH inicial dzo la fermentscitn 7.2

Comou podemos observar en la tabla 13, se logrd una
mayor produotividad de alginato =uplesndo HMOPS por Lo
que se decidi¢ que 2n 1o sucesive 2o epplasris  como

constituyente dal medic de cultivo.

Efecto del gH.

fe realing uns oomparseién de diferentes valores de  pH
inicinal pere wncsptear el valor 6ptine  pars la
fermentacids, a2p tersinng de la produccidn do zlpinnte.

Lus resultad o e prossntan on s tabla L6,
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TABLA 14. COMPARACION DE DIFERENTES VALORES DE pH
INICIAL EN CRECIMIENTO Y PRODUCCION GE
ALGINATOS POR A. vipelandij

pH SACAROSA .
INICIAL FINAL REBIDUAL BICMABA ALGINATO
g/l s/l sr1
5.2 6.1% 8.83 1.61 1.58
6.7 5,65 7.7% 7.04 1.08
7.2 7.10 7.70 1.89 1.92
7.7 7,48 7.73 1.54 2.42
8.2 7.80 Q.17 1.59 2.49

Ceps Azgtobacter vinelandii ATCC 12518

Tenparatura 30°%C Agitacidn 100 rpm

Volumen de fermentacidén 100 ml de aedio/matraz de 00 ml
Toncentracidns inicial de sacarosza 20 gl

Des acuerdo con los resultados meostrados la tabla 14 se
observa Jue valoves de pH Jde 7.7 v 8.2 aun adecuados,
sin embarpge =n 1a tabla 13 pe presenton mejores
ressltadeos con wn PH de 7.2 v =l uau de MOPS por  lo que

Bse continudtrabsjando con esmtam condicicres

Se realizd tasmbidn un lote de fermentsciones sjustande

@l pd4 con NeCH v HH OH con el {in de observar ai la
“

prepencia de nitrdgeno favorseia la  fermentacidn, yva

que  nuestrs medio esta libre de nitrogeno teniendo  en

cuants que ol sicroorganisnc  enpleagdo tiene ia

capacidad de fijarlo del ambowal:. Loz T

pressntan en ls tabla 15.



TARLA 15.° EFECTO DE LA REQULACION DE pH CON WHaOH Y
NH OH EN LA FERMENTACLON DE A. vineiandiy

%
CONDICION pH SACAROSA :
FINAL RESIDUAL | BIOMASA | ALAINATO
8/l sl ; 8/l
li
25mM M NaOM 6.9 1.14 2.%7 1.02
i
50mM M NaOH 7.1 P 3. 26 i 1.37
25mM M NH OH 5.4 2.99 2.5 | 1.10
& 1
SOmM M NN OH 5.4 2.20 318 I 0.97
- |

Cepa Aputobscter vinelandii 12516

Temperatura 30°C Agitacion 120 rpuw

Tiempo de fermentacidn %0 L

Volumen de fermentacidn 130 ml de mediosmatraz 2e S00m}

En dicha tabla, 8= observa que no presentd ninguna
ventaja psra =] dessrrolle y l& productivided del
microvorganismo la presencis de nitiogeny en el medio,
por lo que las fermentecinnes se continuaron ejustande
con NaOk sin preazntarae  {nconvenisntaes en lan

fermentacionens.

En esta eiapes del proyscto oo Gtilizo Ln primsr serie
de mutantass pobreproductoras. Las condicisnes an lao que
a¢  obtuvieron dichas nutantes g« pregentan en la  tabls
16. Una primers «ss5luaciodn de lam cepad me proaenta  en

La tabla 7.
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TABLA 1a. TIEMEQ DE EaFOSICION DE LA CERA SILVESTRE DE

A.  vinmlendii ATCC A LA LUT UV FARA LA
OBTENCION DE MUTANTES.

CERA MUTADA TIEMPC DE EXPOSICION

3046-1 10 mia.

8046~2 20

9046-3 30

5046=5 - 10

2046-6 20

135181 10

12518w2 20

TABLA 17. COMPARACION DE LAS CEFAS DE A vipelandii
MUTADAS CON LUZ UV.
CEFA pH SACAROSA VISCOSINAD
FINAL RESIDUAL | BIOMABA| ALGINATO
arl 78} /1 ¥ RELATIVA
2

$066-5i1) 6.30 8.02 2.31 0 8By | 1.22
3046-1 5.20 13.78 2.44 1.220 2.89
8046=2 §.23 10,72 3.22 1.292 4. 35
9066-3 6.08 9.02 2.80 0.964 1.27
0uG-5 6.13 3. 804 2.22 0.858Y 1.70
8046~6 §.48 3.64 3.00 1.020 3.22
12618=5 | 5.6 6. 08 ] 191 5,740 1.18
12518-2 | 5.62 1Z.49 0.99 G682 1.08

#  La viscosidsd esta sads

tiempo de flujo de s mue

Tempertatura

a0 ecC

cono la relscion anire

Tieunpo de fermentacids 73 horas
Volumen de ferasntacion 13
Concentracisén de MORS 425

i)
to

~
Z

bt

srraftienpe de fluyo del ogus.

Agitacion 149 rp&

rl de eadiosmatraz Jde 500ml




Como puede observarse en la tabla 17, hay un aumentu en
1la concentracién final de alginato con las cepas mutedas
con luzx UV, Se presants una medide indirecta de la
conoentraoidn de alginato que nos sirve cumo oomparaciodn
sin presentar los naArzenes de error de la determinacidn
via precipitacidn ocon 2-propanol. Se obtiens una
relaci¢én de tiempo do flujo del osldo de fermentacidn
con respecto al tiempo de {lujo dol egua & la miewa

temperatura, sepin se degoribid en materiales vy wttodos.

8o sncontrd qus los mejores resultados ae obtenian con
la cepa 8046~2 por lo que se emnpled en el trabajo

subascuente,

SEQUNDA ETAPA.

En ests otapas se realizaron algunss pruebas pars
determinar el volumen de medio vy la agitacidn oOptimos
{que indirectamente determinen los requerimientos de
oxlgeno en el medio de culrivo). VParsa escte efecte s
coloocaron matracea de 500 nl con diferentes voldgenes de
medioc ( BO v 260 wml) vy & <um diferentas velocidades de
agitecion (80 y 100 rpn' vy matraoes #n los que & la

mitad d=) tienpn de Tararniaolon se variebs =21 volumen

del medis teacevacrtndels s un matpos de 506 o 100 ml
segin el ouso, con el fin de aceentar v dieminuir la
dimsponibilidad de oxipanc. Los requlitados se nueatran en

1a tablu ;¢




TABLA 16. EFECTO DE CONDICIONES DE  AIREACIOH EN  La
PRODUCCION DE ALGINATO POR A. vinelandi:
MUTADA 9046=2 EN BAJA VELOCIDAD DE A
EN MATRACES AGITADOS

VOLUMEN pH SACAROBA DENSIDAD| VISCOSIDAD
ml FINAL RESIDUAL g/l OPTICA RELATIVA
50 5.0 9.15 10.50 3.79
250 6.5 19.43 1.65 1.00
1003500 6.4 14,76 1.93 1.086
500%100 &1 10,75 12.21 1.41

Temperatura 30°C

Concentraocidon de MOPS 26mit

Agitacidn lenta 60 rpn

Tiempo de fermentacidn 72 h

Volumenes de fermentacidn vsriables, S0 ml, 2850 ml,
cambio de matraz de 100 a matraz de 500 ml y visceveraa,
aproximadamente a8 la nitad del tismpo an farmentacion.

TABLA 19. EFECTO DE CONDICIONES DE ALREACION EN  La
SRODUCCION DE ALGINATO POR A, vinelandii
MUTADA 9046=2 EN ALTA VELOCIDAD OE AGITACION
EN MATRACES AQITADOS

VOLUMEN pH BACAROSA DENSIDAD| VISCOSIDAD
nl FIMAL| RESIDUAL a/l OPT1CA RELATIVA
50 4.6 8.54 13.20 2.29
250 4.3 11,12 11.73 4,04
100%500 4.8 13.09 10.39 L2585
50023100 7.0 16.89 1.20 1.00

Tempoeratura 30°C

Concentracidn de MORS 25w

Amitaolidn répids 100 rpm

Tienpo de fermentacion 72 h

Volunmenens de fermsntacion varisbles, 50 ml, 2350 @i,
cambio de matraz de 100 a matrsg de 500 wl vy viceversa,
aproximadsmente & la mitsd Jdol tiezpo da ferzentacion.
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De la tabla 18 y 19 se desprenden una aerie de
resultados interesantes; por una parte, los
microorganismos que crecieron coun agitacién lenta
presentan una forma alargada al obaervarse an
microacoplo, mientras que los de site velocided de
agitacién una forma oircular con una capa dJde slginatoe
notoria al micromscopio, ¢omo se observa en la figurs 3.
Por otro lado, los valores extremus de disponibilidad Jde
oxtgeno { 250 ml medio, agitacidn lents y %0 ml de medio
agitacién rapida) no son condicionem buenas, ee J=cir
tanto ls limitacioén como el exceso de uxigenu perjudican
el desarrollc del microorganismo, mlentras que los
puntos intermedios resultan ser las mejores condicicnes

de trabajo. Estos resultados se iLlustran en la figura 9.

A orox 8)

1050 1#)

FIGURA 9. A} DESARROLLO DEL HMICROORGANISMO A) UAJA
VELOCIDAD DE AQITACION; B) DESARROLLO DEL
MICRCORGANIML) A ALTAS VELCCIDADES DE AGITACICN.



Jon bame en  los resultados obtenidos en el estudio
anterior se realigaron fermentacionesa con 50, 100, 150,
200, 250, 300 y 350 ml de medio y con una velocidad de
agitacién de 200 1pm. Estas vondiciones se definieron
con base en graficas dond® se reporta la velocidad de
transferencia de oxigeno en funocién del volumen del

medio.

TABLA 20. EFECTO DE LA AIREACION EN EL CULTIVO DE

vinelandiji MUTADA 9046-2 EN MATRACES
AGITADOS

VOLUMEN DE pH SACAROSA DENSIDAD| VIBCOSIDAD
MEDIO FINAL RESIDUAL ORTICA RELATIVA

ml 8/l

50 5.08 8.20 11.10 2.91
100 5.07 12.12 14.76 4“.97
180 5.11 12.31 11.64q4 5.00
200 6.26 12.09 9.06 8.5@
250 5.23 11.02 9.72 10.43
300 5.21 12.24 6.48 9.33
350 §.17 12.03 2.66 12.08
Temperatura 30°C Agitacién 200 rpm

Tiempo de fermentacidén 7z h

Se probaron diferentes volinmenes de fermentacicn, deade
50 hata 350 ml de medio en matraz de 500 ml.
Concentraciéon de MORS 35 mM
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La tabla 20 mueatra loe resultados obtenidos, donde =]
tienpo de flujo del metrem con 350 ul de madiv supera
notablemente el de las fermentaoiones hastn ahors
realigadas. Adicionalmente, la cantidad de blennna
formada no es nuy alta, por lo que podemos pangsar que
bajo estas condiciones ae fuvorace la  produccidon  de
alginato m&s que la produccidn Jdel microorganiame. Fara
loa fines del proyecto, oe dacidied trebajar <on egtas
condiciones. En la flpure 10 se ccompara  ls  capscidod
ocupada en matrsces de S00 al con loa velores peportadee
en la literstura para la velocidad de transferencis uJe
oxigeno. S constata que las nejores condiciones ool

proceao corresponden a bslas transferercias de vikigeno.

-
=i
e -
= .
= ™~
= 2
s ~
£z 0 U N GRS o L
1c 2040 50 v tan a0l L S0

VOLUMEN DF S0LUCION (mi}

FIGURA 10. TRANSFERENCIA DE OXIGENO ER FUNCION DE LA
RELACION YOQLUAEN DEL MATRAZ/VOLUMEN DE MEDIO KW MATHACES
AGITADOS, (£



TERCERA ETAPA

A partir de msta fermentacion se inioils una tercers
atapa en el proceso, on la que las fermentaciones pe
realigaron con 3% wml de medio ¥y a 200 rpm Como
condicionss usuales de proceso. e obbervaba, sin
smbargs, que e obtenla un valor de sacarcaa rasmidusl
alto, por lo quu ams realizasron feprmentacionss ocon
difarentes cencsntraciones infcisles de sacerosar 5, 8,
11, 1B, y 30g/1. 'on resulisdos ae ohservan &n la tabla

21.

TABLA 21. OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION INICIAL DE
SACAROSA EN CULTIVO DE 4, vinelandil MUTADA 9046-2
BAJO CONDICIONES DE BAJA TEANSFERENCIA DE OXIGENO.

SACAROSA pH SACAROSA DENSIDAD| VISCOSIDAD
INICIAL FIMAL RESIDUAL OPTICA | RELATIVA
8/l u/l
B MOPS 6.4 0.23 3.90 A.0%
8 MOPS 5.4 0.3%2 .82 7.66
11 HOFS 5.1 4. 81 .84 4,06
16 MORS .0 10.39 §.13 3.55
20 S MOPS “.8 1,50 5.60 4. 1%
20 C HOPE 6.4 13.03 .97 32.78%

Temperaturs 30'C azitecidn 200 roum
Tiempo de fermentacion 73 h

Volumen de ferioentazidén 250 aml ¢z nedio/matras do 500ml
Conoentracion de HOPE 25 oM
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Como w®oe puode observar, en los dos primeiros co8os oS¢
consumié practicaments toda la sacarcsa, mnientras que a
partir de 11 g/1 el consumo de sacaross nc fue total

Sin embargo, se presenta uns alta produccidon de alginato
no oorrelacionada con el consumo. B¢ puede pensar en
posibles errores del método, va que ae nutienen
cantidades altam de sacarosa residusl y de alginato, gue
no nos darlan el balance tedrico. Coumo conclusisn de 1s&
tabla 21 se decidid seguir empleando 20 g/l de sacarosa

v MOPS para ls produccion del pulimero.

En esmte wetapa del pruyecto se utilizd una fnueva
serie de oepas nutedas quimicsmente, por lo que se
procedid a compararlas con la ce=pn de trabajo 5$046~3%.

Los resultados se muestran en la tabla 23.
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TABLA Z2. COMPARACION DE LA CEPA MUTADA 30u6=-2 CON CEFAS
OBTENIDAS POR MUTACIONES OQUIMICAS.

CERA pH SACAROBA DENSIDAD |VISCOSIDAD
FINAL RESIDUAL g/1| ORTICA |RELATIVA
9046=2 6.5 10.67 7.86 28.22
W046-B 5.2 13.16 11,81 &0.01
9046-C| 5.3 12.03 8.70 3.7%
8046-F 8.4 11.87 11.40 65.82
12618=0 6.6 16.0S% 3.36 1.20
12519-% 6.6 16.49 3.09 1.12

Cepa Azotobaoter vinelandii 9046~2

Tenperatura 20°C Agitacioén 200 rpn
Tiempo de fermentacién 72 h

Volumen de fermentacidén 350 ml de medis/metrar de $00ml
Concentracién de MOPS 25 oM

Despuds de realizar las comparacioneas que se puestran =n
1ls tabla 22, oe decidi¢  trabajar la cepa 04LE=F
que presentaba el asyor tienpo de flujo y buenaa
propiedadea del slginato pars precipitar con Ze-propancl
y para gelificer con Ca'v. Por lo anterior se definidé
a lp cepsa S046=F como le mejor de todas lass  generadas
por via mutsgénica en ousnto & productividad y cslidad

del polinero obtenido.

Se reallzd  tesmbién una ocurva de crecimiento del
miorcorganisme pers  obmarvar en que fase de au

areclminnto ge precentsabs im produoccidn del polivers.
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Le cinética del procesc se muestre en ls vabla &3,

CEPA 5044~2,

TIEMRO PN SACARCSA DERSIEAD vIBCOSIDAD
HORAS FINAL RESIDUAL s/1 OPTICA RELATIVA
s]¢] 711 20.3¢4 0.24 1.02
06 7.10 18.74 Q.27 1,02
22 [N =1 17.2% 1. 20 1.08
25 ©.87 17.19% 2. 34 1.12
28 6.52 17.22 “.59 1.1e
31 6.65 19.38 $. 31 1.33
49 §.51 . 14.84 1z 21 . 3.12
52 6.%0 ; 14.50 1i.65 ! i.9%
55 6.38 12‘467 1%.53 3,458
72 $.09 8.32 14,51 20.00
78 5.9% B.43 13,37 346.41
94 5.7¢% 6.72 is.20 87,12

Temperatura 30°C Agitacidn Z00 rpm
Volumen de fersentecidn 250 ml de snedicrastres 560 ml
Cancentracion de MOBUE A%

e prep=ntd  uneg dirsmino-isn de asceregs v o auneno  de

densidad optica proporeicnxies,  ein enbargo el sumento

de la viscosiuasd se presentd entre les 585 v 72 huras  de
fermentacics, por  lo que s2 pensaris an produccidn ae
polinero  -nando el miorcorganisme se encuentra ceruas de

la fape ccionaionerdy, cono 58 Resiie en Lo lgaes 11,
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Cinetica do creciniente de A, vinelandii

44,
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vinelandii CEPA 8046-%
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Con el fin de corroborasr el rendimiento de 1la ceps
seleccionada 9046-F vy de poder realizar un estudic
reolégico Jel pruducto, me culuesron cdatro
fermentaciones y la mejor fue sometida a un estudio en
un viscosinetro Brookf{lel para compararla con solucion=s

eastAndar de alginato de alta y baja vimcosidad.

TABLA 24. FERMEMTACION CON LA MEJOR CEPA PARA REALIZAR
LAS PRUEBAS REOLOUICAS CON SOLUCIONES ESTANDAK.

MEDIO CONCENTRACION DE VISCOBIDAD
SIOMABA s/l KELATIVA
1 7.45 53.12 \
2 5.02 38.14
3 13,33 82.91
4 11.72 48,95
Capa 9046-F Temperatura 30°C
Agitaciodn 200 rpm Tienpo de ferpmentacion 72 h

volumen de fermentacién 350 ml medio/matraz de S00 ml
Conoentracién de MOPS 25 mM

El matraz 3 con mayor concantracion de producto,
presentdé en el estudio da la grafica 12, un
comportanisnto rnercane al Je una soluclién de 10 &/1 de
alginato comarcisl de bela viascosidad: tapbién ae
presentan ~n aste fTigurz concentracionss de 10 v 1% g/l
de aiginate cowmeraial de altes visgocosided. Como se puede
obmservar wiv »ate  astudio, el =lginato sigue un

oupportasinznis niailar ¢l del producto corercial,
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s Medio de cultivo » 10 g/1 BAJA VISC.

PIOURA 12, GORAFICA DEL ESTUDIO REOLOGICO DE LA CEPA
SRLECCIONADA (9046~F), COR ALGIHATOD COMERCIALES DE ALTA

Y BAJA VISCOBIDAD



FERMENTACIONES EN EQUIRO LW 2000 SERIE I

Ccon el fin de afinar las condiciones del proceso ae
raslizaron una serie de fermentaciones con diferentes
velocidaden de egitacidn y aireacion en un Fermentador
LH 2000 Serie I con una capacidad de 5 litros, donde se
trato de mantener la releacién volumen del wmedio 7/

volunmen del reciplente, que se tenlsa en =1 matraz.

En l2 primera fernentacién, ocuya evolucidn ss muestra
en la tabla 25 s8e obmserva un desarrollo lento del
microorganismo con una baja produccién de alginato;
durante la fermentacién se suspendid la airescidn del
madio, 8in embargo, no se favoreocid la produccién
de alginatc. BSe decidid entoncea disminuir la agitacion

y no alrear.

65



TABLA 25. FERMENTACION No. 1 EGUIFO LK1
AGITACION 400 RPM ~ AIREACION 800 ml/min
TIEMPO (HORAS) DENSIDAD ORTICA V1SCOS1DAD
RELATIVA
00 1.08 1.29
03 1.0% 1.29
16 -1 ---
21 1.02 .-
27 1017 v
42 1.3¢ ———
4«9 1.65 -
50 SE APAGC EL SUMINISTRO DE AIRE
66 &.40 1.31

I Ceps 0946-2
volumen de medio <

cone pueds

desarrollo lentoe do densicsd optica

de

wiscooilad;
aglitacidon y fube
Optica

¥voun

puede pongar  que

alginato,

obmervarae

tr

Lere hants que o

Tenperaturs 30°0C

1 oH 7.2

ajustadu

con NaCH 0.5 N

en le tabls 2¢ se presentd  un

y un aumento ligero

anxcurridas 0 Loras ¢ ULLn la
un AUmEnto dapursoente  dJde  deneidad

consure de Naod conaiderasble,

se vi¢ 1mverecida

la

por lo que wse

produocion de

carning el cxilgeno disponible.



TABLA Zo. FERMENTACION No.2 EQUIRO LH:

AQGITACION 400 RPH ~ SIM AIRE

TIEMPC (HORAS) DENSIDAD OFTICA VIBCOSIDAD
oo 0.02 1.06
07 0.086 ——
21 0,08 ——-
27 0.08 —
31 0.10 ——
“7 . 0. 74 e
51 0.96 ———
§& 0.58 .
63 1.14 i
70 1.26 ——
80 1.20 -
Sé AUMENTO LA AUITACION & rim
113 3.81 1.20
II Cepa 3045=~2 Tenpersturs 30eC
volumen del medio < 1 pH 7.2 sjustado con vaOH

En el capo de la fermentacion reportada en la tabla 37
'5c increm=nto l&2 ssitocidn y la airsacidn obteniendome
una densidad ¢ptica. biomasa y consume de NaOH nlrtos,
por lu 4que se  pueds pensar que law condiciones
favoracieron el deanrrollo del micrcorgsnisac, puroe no

asl la produccion de slginato.



TABLA 27. FERMENTACION Nuo. 3 EN EQUIFU LH:

AGITACION 700 RPM AIREACION 1000 ml/smin

TIEMPO DENSIDAD ml NaOH VISCOSIDAD
(HORAS) OPTICA QASTADO

00 2.31 00 1.04

14 Z.64 ag -

18 . 20 25 -

24 3.12 30 e

29 11.67 16 1.:0

38 1Z.36 o0 ——

42 11.76 1) i -

a7 11.37 o -

62 11.28 00 - l
65 11.786 [s19) 1.2 }
I1I Cepa 9046-2 Temperaturs 30*C
Volumen del medio ¢ 1 pPH ajustado con NaOH o0.% N

En la tabla 28, se preg=nts otra fermentaccidn =n la que
se mantuvo alta la agitaci¢én o una muy baja sirescion.
£l desarrolle del wicroorzsnizoe v ia mraducceidn  de

anteriores.

alginato favorabler oa cowparecidn con Lz
Despuds dir ¢S horas de fermentacidn se suspendid el aire

s8in obtensr ventajaoc pare lsn produceion de slginsto.
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TABLA 28,

FERMENTACION No.

4 EN EQUIRO LH.

AGITACION 800 RPM AIREACION 120 ml/min
TIEMPO (HORAS) DENSIDAD OPTICA NaOH VISCOS1IDAD
ml

oo 1.20 00 1. 20

38 28.47 160 2.91

“2 32.46 [s]9) 2.95

“5 27.48 co .93

SE APAGO EL SUMINISTRO DE ALRE

&3 17.94 1a Z2.43
v Ceps 9046~2 Temperatura 30°'C
Volumen del medioc « 1 pH ajustado con NaOH t N
En la tabls 29 me premsents otro Intento con una mayor
agitacidn,. Se  observa un ligero desarrollo del
microorganiamo, probablemente ocupando el poco axipgeno

disponioble en el medio. A las 52 horms de fermentscidn

se proporciond aire al medio v &e pres=ntd un aumento en

la densidad ¢&ptica, pero ne anl en la viscomidad del

medic. De esta pruebs v la antarior cabe deptacar que en

base a lam fearmentacionss en matrez la cantided e

oxigeno disponible ere practicamentes cepro, perc cumo ae

obmarva es npecessric una cantidad mlnima, pors el

desarrocllo del microcrganisnoc.
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TABLA 26. FERMENTACION . 5 EN EQUIPO LW.
AOITACION %00 RiM SIN AIRE
TIEMPO DENSIDAD ml NaOH | VISCOSIDAD
(HORAS) OPTICA GASTADOS
00 1.2 00 1.16
14 1.71 40 ———
19 4.22 00 S
23 2.34 00 1,20
28 2.07 00 ———
43 2.04 00 1.20
" 'SE ABRIO £L SUMINISTRO DE AIRE *
52 2.57 90 1.35
6e 9.90 120 1.41
75 10.17 10 1.4l

3 El suministro de aire ers de 100 ml/ min.
V Ceps 9046-2

Volumen de=l

radio 4 1

c

Tamperatura 3°C
pH ajumtedo con MaOH 1 N




TABLA 30. FERMENTACIONES 6, 7, 8 Y 8 EN EQUIFO LH

TIEMPO [AQITACION jAIREACION }VISBCOSIDAD DENSICAU}
FERMENT ORTICA |
(HORAS) RPM xi/zmin i
I 56 “50 000 1,25 1.68 l
IT 3t &00 2000 1.28 5.1le ‘
11T 1311 200 2000 1.41 6.75
IV 140 200 100 1.10 11.10

J
Cepa 5046-2 Tenperstura 30 C

Volumen de medio 4l

Concentracidén de MOPS 25 mM

Todas las condiciones anteriores resunidas  en la
tabla 30, no generaron resultados eatisfactorioe. a
pesar de probtar diferente relacicnea airassgrtacidn;
diferenten concentraciones de NeOHW para ajustar el pH

benaando en que probableanente srectars ls fermentacion)

Postoriormente s¢ ponsd qug @l tipe de agitacisn podls
afectar le ferasatacadrn oero oe vrealizd uns
fermentacian en nmotraz Gon un agitader magn®tico y  ne
obtuvieron busnos recultedoes por lo que se plensa  que
no se he logrado encontra. 21 punto optino de rpelacidn
sgitacidn~nirescién enconirado =n los matrscen de

fermentasoidrn.



4. CONCLUSIONES
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Con' base en: los resultsdos de lon exparimentos
realizadoa se puede concluir lo siguiente:

- la mejor fuente de carbono para la fermentacidn es la
sacarosa, a uha concentracion de 20 g/l con el uso de
MOPRS,

« ag indispansable la presencia de fosfatos pars =1 buen
desarrcllo del nicroorganismo ¥ produccién de slminato,
~el usc de MOPS pare regulsr pH favorece el rendimiento
del producto, va gque mantiene el medio en el pH  dptinme
del microorganismo para producir alginato,

= la presencia de nitrégenc en «1 agedio no  prepswnta
ninguna ventajn para la produccidén de alginato, (ya que
el microgorganiomoc =8 capaz de fijarleo del ambiente),

~ tanto lae mutaciones auimicas cono las realjizadss  cun
lup UV mesoran la produccidn de alginato, gue peoses la
cepe sailvestre, ademds de mejorar la .alidad del
polimero obtenido. Da lam once cepas mutantas probadas,
la mejor fu= la 9046-F que produce aprovimsdamente 80
veces la viscosidad de lae cepsz eilvestres y qum  al
compararlas con solucionen de alginates comeroiales,

presenta un Ccomportenivnte ano ¢l de concentraciones

de 10 vy 15 g/l
la ocantidad ae oxlpenn, determinoda por le relzcion
agitacidn  aireaciodn tlens :a ofects muy importante en

la produccidénds alginate, ya que tar =] orceso cumo la

limitacion e oxigeno pregantsn  desventajas on la

produocisn

alginato,



- en cuanto s la relacién volumen del mediv / volumen
del matraz, se pressntan condiciones de transferencia de
oxigeno cercenss a cero, ¥

- la relacion agitacidne~asirescidn es el pardmetra mnde
importante para favorecer el desarrolle del

microorganismo y por lo tante la produccidn de alginato

El usc de cepas nmutadapr nos lleve & tener un lote Je
cepas hiperproductoras que proporcionen  <concentracicnae
relativamente altas de productce v que adenks meioran sue
proplededens, por lo que se puede pensar =n qQue son  una
buena fuente deo obtenclon de alginata, alternative ruy

interesante para la Industris Alimsntaris, la cusl hace

uso veriasdo de lss diferentes gomas existentes.

Fara conplementar )l presente trabajo es necesario
realigar estudios sobre el escalemiento del proceso
que incluyan 1la penmibllidad de 1a cepa a2l oxigeno
Y ls agitacién mecénica, as!l como lp estabilidad de la
cepa, oausas por las que los resultados obtenidos &
escala laboratorio no fueron reproducidos en escalas

de 5 litros.

Finslmencts solinlardror que loa obletivos plentesdos ee
lograron oatinfacer, va que se encontrarcn las
condiciones ¢ptimam de fermentacidn v ese obtuvo una

goms col. lo. crracteristicas cdogacdas.
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