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mrnoouccroN 

El mundo de le: bi<:.,loa:ie vive l'Jr:. tualrnente unti. v~rdadera 

revolución. Loa microor~aniemoe y lae célulen de laH 

plentae ee puedt!n prog1.,am6r par~ aumente.r ln produocj.ón 

de alsunoe compueetoo neturalea. produoton d.,,l 

metabolüsmo pI'imal'iO Y eecund~rio. oei, la 

8iotecnolon11!'.1 HorJ~rna que ise he ditinido como la 

utilieaciOn d~ microor~eniemoe. ~~lulee ~ euo part~e. 

ptsra la produce ión de biemeo y eerviciot!. 

En 11' lndu~tria Alimentaria ee h.?ln preBentadu 

del!!lU'r•olloei d'!'l' lan difeJ~nte~ diacjplin~a involucredae 

etn la 9iotecnoloe1a y pf'obablcrnent!!J aie cendré11 en 

eet~ ram~ avancea ~n la dieponib1lidod de 

m~t"rin~ pr lmo~ 

elimentoe. 

elaborncitJn de 

Le Microbi0lo~1~ Indu~trial i1~plic~ ln utiliz~ción do 

mioroors~niMruo~ er1 proceeoa induat1·i~lc~ D~ eetoo 

taloe coru0 ~mino6ciGOM. vitominea, ócldoo oP~&n!oGA, 

enzimaes, !;;te. En 1-'l"d'~-iculBr. l~ poaibilid5.d de prod1101~ 

pol ie~cái·idoa rni.Ll'•Jb.'..n;no~ h(, b.bí•.!'rto un eno1·me raet'cBdo, 

InduBtri6D Alimc·nterio v Far~ec6utlca, nBi como los 

polime1·0~1 or1 la t4_1i~i~~. 

Loa ~omo.~ oon i:«."'11.inDCti.Tídcn qu"-' puedif.!f! di.•sc,l•;t'H'd.1 o 

aoluoioneM o 



En aeneral, lob oo~as se clasifican on tres sr~ndee 

erupoe eeat~n .!!U origun, 

- naitu:ralee 1 priovi'!!nen de exudadoe de: Arbolee, eKtf'acton 

de plantee, o~tracto~ de aelliillae, ~l~ae, almidon~~ de 

aereolea, clrn.idon;.!la de tubérouloa, n.lmidon6a natuf'&lea, 

proto1nas v~otnloll y re:omo.s c.iarobianae. 

-modificadas o Mb>litsint.~tica!31 derivadaB de oelulofJD:, 

almidonoD y ot''º". 

•aintéti.ooc 1 derivodaa de P"ü t1'oqulruioos. 

Debido a suei propiL~!ldetJ r·oológic,!l;es, lae son13e tienen un 

oampo muy e~plio ~n la Induatr1a Alimentarlb uaándoe~ 

como eetabili:!.antE::t•. ouependet..101 ee. 

formadoron d·-e p~.ll!culat!, t;~uloific6ntt-m, etc:. Dentrt:i d~ 

ellao lae xnntanoe ti~non ~mpliae eplJ.onc!on~o por au 

poder vi~oo8onte y loo olainoto~ pe~ 

G"'l ifioant<'l. 

Alainato 

de1•ivedoo hidrofili~~~ d~~ ~oJdo al~inico 

óU 

Ea 

eiKtroidoo de ~1.w.:0 º"°f~ d-'J l.a cló~\..1 EJ"~Jll'9't!H':_rL--

un 

En le aot11~li·~:.1 lor ~l2in~to~ com~rciales Ge eMtre~n de 

fl.1.t.:n~. ¡¡::;_¡~ ·~»\:: ...... '!iO \..,,xi.~-;t.1 .. rn !1lgun~l1': lí.rui tonteü. d~nc.l'r,) de 

laa quet <.k~ ..... n~n1 



b) procet!So leborioao de pur1ficacir~H1 , eope;cialment:e ei 

se requiere para el merc~do de eliroentoo o farmaoéutioc, 

e) variacionee de oompoeioion estacional y en función de 

esp<>oies. 

Uno. alternativa B lo~ polimeroa n~turale<> o "º'jifio&doo 

ee el deoarr-ollo de polir!laottridoe miorobianOl!Jt la raayor 

fuent.e de ibe-.:oc eon lo~ !'luoilagoo producidos por alsunoo 

microor~a:n!el'JOfJ oapt:iuledos. !Eo o.si corno los Kantanaa y 

dextrenos hsn 11~·.~o.do a ocupeir un lugar• preponderant.1.J 

dentro de ls induDtr!D c-omau:aido1'a c:k" bioyolimeroe. En 

relaoiOn con lo~ al1:inatoo EH'J preeorit .. nr. doi'.3 colucionc-a 

biot.t'l...:;.noli:.ir.:ict:$ p<JtC:moin lr.:rfl e\ 1 prol.ile:nrn de ab-aoto: la 

produocicn por fe1•r.:-,cntooiOn. y bl oiulamiento d~ la 

epimerooa pnra eumont3r ~l. erado de nl~inat0a b~joo en 

Aoido t:,1.1lurón.ico. 

Lr.i prod1Joció1, ·1~ enopol i~~cflPido:"J 6u ~reaentn en munl1aa 

et!!peJCioo de t1r<ct:'9I'i.':s~ 0r'{).!..1·"'ne.a!ltivne y Or·nn•pos:ltivo.f!I. 

Ciertso bDctoriB~'.l c-on:o lao fiJodor·o.r¡ do nlt!'óeono 

~tmooférioo '/ 

~eru@±..n.9!!Q. p;~..:,duc~n t..l.r.:inei.to,1 en oondioiono!S odeouttdo.e 

d~ fci•ruentúoión. 

al¡¡in&toG han poüi.d0 oub:Jtltuirnó otro~ 

biopollraeroc, 

eoonóoioriw.::n t-:i 

import,"\ lo int(J~I'id~.c; do ouo ai~J IV .. ~G!:I, ·J }-"dbt.>1 de ~~r 

~xportndor de lti t.'\atel, l[;. ~"!!'Ü:<C:. 



Los objetivos de eate ~rebajo sont 

1) Enoontrar lan condicionee óptim~e pora la obtenci011 de 

el~inatoe por f~rmentoción ~on mutante~ do la bnoteris 

Azotobnoter vinelandi~ manej~ndo lae 

variableeit euett·~to, concentreciOn de euot1eto y 

concentrtsoión de foofnto~. pH, tii?'eación y agitación. 

2) Obtener una soma de al to rendimiento y de buen5 ca 1 id ad 

oon oarooteriaticais fune:ionalee l:!'id"'.-;\.'Uaddo y coGipar~blea 

a lae r:omaa de origen vec,ote.il, con un ooeto v un obeat(" 

e9table. 



l. Oll:HERALI DADKS 



1.1 OUIMICA DE AL(llNAT06. 

Alsinato 

derivados hidrof ilioo~ del Acido elglnioo el cual ee un 

oompuesto oreéni~o complejo que oontiene loo ~onómero~ 

de ácido m.anurónico y gulurónico. su peeo mol~~ulo.1• ae 

ve afectado por el prooeao de e1xtraooiOn y dependtJ de lo 

fuonte de obtención 1P.M. ~s.ooo a 1,5 millon.,,,.J. 

Amboe 6cidos urónioos eeton oontJ"t.ituidoiJ por t11nillc10 

unidoo o le. oodl.!!ílD. molec..ulof' µor e,nlile:eo n.c: l, 4. Al 

reeli3ar uno hidrOlieia ñcidB oe obti~nen tro., 

fraccione!l 1 doe forme.dol"! por· lb unidad de lOt~ t'1.0nóm~1·oc 

Y uno con monOneron n l ternadoe. ( 11 } 

En lei fisura l, Bt"I P!'orH!1nta Le est.ruct.uro de los 

ee~montoo de polin1~:'0 co11t~nido~ ~n el écido elg1ni~0 ~ 

1!3 correoponrli1:mtl!'! A lñtl unidadea b6a:I.ons. 

-o-o-<J-O··o-

A<'!DO L-•J'JLU!101HCO 

i!<JURA ;;·;;r:iuctUHA DF. LA1' UNILJADF.G !MSIC,;5 y LOS 

7 



La" propi-~adera funcionalea de loe o.lcinatot5 "ºn 
deterainadtse 

<aulurónlcol 

por lo relación M manurónicoJ I O 

su distribuoión en el polimero. Se ha 

enoontr~do t..¡Ul!! loB FJleinators varie.n en la proporción de 

6oido ruanU1'0nic.o ,en porcentaJel! que van del 25 al 7.5 "· 

r•elaaión que propor•cione al sel rt'..•9Ültenoia y la 

capacidad de formar fibras. 

Loe algin!!itoa ccn ló.I'S:es propoi•ciones de policuluronato 

tienden a formor gele3 r!aido~ que eotan ouJetoa & 

ein6reeie, miontrae que equelloe en lo~ que predomina el 

Acido polimanurónlco formon ~elen m&a elásticoB y que no 

muoc:1t1~an mucha si n~z'vBiB". e 7) 

La ViBCOUidad y propiedadeG reclói;ic~ei de 

diepereioneei de aln:in.!itO ee ven inf luer,c. iadae poI' 1 

-ls concentración del polimero, 

•el peso rrioloculo.r prom~dio, 

.. le.e intel"~cclon"S'~ i::on C•t.J'on conEtl.tuyentel!! y 

-el eefuer~o cortsntt' Bl que oo aujeten. 

l.2 PRODUCCION DE ñLOINl\TOki. 

1. 2.1 E~~'THACC10N DE id,GA;';. 

la" 

El &oido alc1nico Be encuentra i.:-r: todt10 lom \!Japt'!laies d~ 

alce.e c~!"ós lareea y c'!':n td.eunaa <;.!!ipeoie:! p::7q,Ui!!-11.t.e. 

La rno.yoriei: do lot1 alt!i.natoa aon ~Ktt<aidoa d~ las alg&tt 

giganteiet ~_9rOCY6t~J1 Q..~:E_fu~~ clU<:I orooe en la.15 DCUSt! 



lltor&lee de California y ee encuontr~ er, uap~e de so 

pies a 1 milla de ancho, de 25 a 80 pie~ de profundidad 

Y v&riae millae de lonaitud. 

El als1nato 15e puede encontrar en diferent~e 

proporoionee en '-.lt;unea alge.e, eegón se mueetra en la 

tabla 1. (11). 

TA9LA 1. CONTENIDO DE ALOINATO Di DIVERSAS 
ESPECIES DE AL3~~ 

¡¡epeaie 

Ll
~etJB 

purvWM !!ll.il!:Q..U\?!! 

-2.!:Yill~ !."JrJ_l~@ 

~ 9ttee ae_º_ª ______ J 
15 - "º 
15 - 35 

10:. ... 35 

lil - 30 

1'3 .. .29 

Lea ~lu~a ointet!m~n eet0~ polim6roa como componente 

el'Jtruotur~l de la p~re1J 1;eluleir o como rei'.!'l~r·vei de 

energie. ....mouentr!..! en ~J. muetlB,so 

intr~celulnr y ~t) l~ pere~ c~ll1l~r oomo ~el de metal~e 

:.,? 



il eit1 tema membranoso ~n ret1ciJlü endoplAsmicJo, el 

aparato de Golgi y el plaeaa eon reeponeablee del 

transporte y ainteei" do la pBrod oalulor y otroe 

pol1a110Aridoe eei como 11licoproteine" de la o6lula. 

El aparato de Ool~1 eetó involucrado en el meoaniamo de 

tran,,;porte pari> expo1•t6!• poll.,aoArido y en la rsinteeis y 

mod1f1oaaiór:i d,-,1 material dtira;ntc el tre.nsporto. 

La fuont!! dé! obtención~ el hobitat y lei parte de la 

planta ueada para lo extracción afectan la proporción de 

lo!! mon6mez•oa pr!.!:e~ntd'B. i:ato eitunción t5e iluetre. en la 

t1>blt1 2. (11) 

TABLA J. PllOPORCION DE LOS TRV.S COHPONEHTE2 DEL AC!DO 

l>LGitHCO 9EGUM LA FUIDITE DE OETEHCI01l. 

ooleotorea y 000 cortnuua ~ p:i.ee beJo 16 uupe~íioie 

10 



pequenoe boteB. 

Lol!I prooesoe oomercia.lce de extrac•-ión raña empl~edot'! 

en 18 Induetria eon el prooeso en frio Jreen 1 o (ueodo 

por Keloo Co.) y el prooeoo Le Oloah~c-Herter (UB&do por 

Algin Corporetion of Aroeric&). 

En el prooe~o f rio llamado oei porque eo conducido a 

temperaturG~ relotivemente baJae (10 •c1, la~ al~oo 

marinas freeoae ~on lixiviada~ por varioa horoo oon HC1 

O. 3311. El liquido ee removido y deapuea de picar y 

deernenuzar lan alcaB lixiviadaa, Be digieren con una 

solución de NaOH \10-2J Kg por Ton de •lt,a) un pH 

aproximado de 10 por un tiempo de tre1ni:.a Llinuton. Lo 

fibra obtenida, e~ lava oon eeie volñm~nee de ngun y el 

materiel fibrooo e~ eeaado y vendido cono olgin~to de 

ood1o crudo. 

P8ro obtoner un producto pur~. la flbro ea filtrado can 

ayudafilt:ro y pre-!!tiOn o ur.f'.! temp.!:ratura de 40.9°C pnra 

facilitar el proceeo. Lo fibr~ f iltvoon ee onodc n unn 

eoluoiOn de clo~uro de oaloio 31 10-11 ~1 el preo1pitado 

el altUnR.·::.o c!e o&lolc '"!ti fiDrc.\S dr;· 1.\c.,idü 1::i.~:;.!..n.ioo. 

En le fi;;u1 

P!'ooer10. 

1 j_ 



En el procoBo Oloahec .. Herter ee oolocan treo partee de 

solución du oloruro de caloio ol O.B • 1.0 %, que puede 

ent~r frie o coli6nte, por una parte de alcae. La 

función del cloruro de calcio ea eliminar elsunaa salea. 

Porsterlol'rut:into r~ciL~n un trbto.mionto en HCl (9%) con el 

fln do dioolver cuolquior aol alcolino1 eo dieie1•e 

con NaOH o.l '-1 ,_ ~n une proporción d~ doe voló:menees de 

ooluoión por uno de e.lr:ao. ~ lilti'lia aproMimadamonte 2 

hora.e C40ºC> eG mecerad~ paro r~duoirl~ o una pa~te l~ 

cuel 6e diluye en amua y e~ hornoacnizo _ Po~teriormt"lnte 

ne centrifu~a o altna rovoluoiunca y oc d~Jo ropu~ar en 

un tanque clo1·ificador donde despuee d~ 6-10 hiJroe lae 

pe:rtioulau de celulvtu1 Be o.glomcron y flotan pnra 

formar un t'\Ot11brero, mientras que el licor ea r·cmovido. 

Dicho licor e15 deoolorado oon gelatina, comunmente 20-

25 partea por 100 parteo dCJ t!leini..:.10, 

elitl'linando la S?ei-lat:i=-1~ por centrifucaoiOn. El pro-dueto 

""' pi~ecipi to. cor, HCl conoentrodo, f.lo colooa 

drenadoz·a~ y ~~ purificodo con oulventee como alcohol 

atil!co o ~rop~nnl oera finalmento 5ecarce. 

El diasrama de flujo d<Jl prooeao "" mueotra en le fi¡¡ur" 

3. 

l2 



Alaao fl'eeca" 

J. s--HCl 0.3J1'r-----. 

[uxrVIAC!ON ¡---·- FICr.00 

Licor de __ :J 
~.._,luciJn de 
Na OH 

deeeoho PRIMERA DIOESTION 

Agua ----....,.¡SEGUNDA DIOEBTION 

PICADO 

DILUC10N 'f 
CLARIFICACIOtl 

Vapot· -~ALENTllMIENTO ______ _J 
120 F 

Condensado 

Licor de 
deaecho 

Agua 

Ll.oor de 

ELTRACION 

PRECIPITACION DE 
ALOil<ATO DE CALCIO 

f.IOUR'. 

13 

Solución de 
CeCl el 10 o¡¡ 

2 



Ali;Bie froeoae 
o eecao Solución HCl 5% 

1 r-- CeCl 
2 

111 t 
Asue -;j~~}----------Gx1VIAOO ACID~ ·Agua 

Asu~ de 4~ ~1 __ _,)._______ Anue de 
deeecho e&-- Solución ·--t;J DIOESTION 3-3 hr- dee~cho 

NaOH 41' 1....--·~------

Celuloea 
de deeecho 

-------L Aire ~ __ 

1
_~·---·--1\gun 

EMUL5H"ICACl __ or_', - ------ .~:~_:__ AEHEAC.:!Or• 
·-- Galatine 

Oelotina ~de:io1~bente / _______ l_. 

E
--- ~-Alcohol 

CON i< LCO!lOL 
Alo~lhol 

Gelatine_........ 
decoloradr.i 

_,./' ESCL!RR reo DE 
l\CIDO hLGINICO 

~ICl diluido 

FIOURll 3. DIAGRAMA DEL PROCE&) OLOAHEC~HERTE&. 
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1.2.2 CARACTERISTICAS DE LOS ~LOINATOS 

Lae propiedadee de loe eltinatoe de¡::1~nden de le l'elación 

M•O y eo ven efeotadae por la edad, laoali~ación 

variedad lee alsas, aei como el mCtodo de 

extrcooión.(lS) 

SOLUBILIDAD. El écido al~1nico en in~oluble en anua fria 

y liseramente ooluble en a~uo caliente. sue aelee non 

eolublel!I en aa;ua fria y/o oalient~ paro dar una eol•Joióu 

que no coacula con calor. ni ~elific~ en fr1o. Dado que 

ere to" rnttterialee aon hidrof óbicoa un::. 

tendencia ~ aslutinoree1 l~~ oJtas a~itawione~ y 

adioionee ('Jradul!;lee diominuyen et3ta tenden•::ie. 

VISCOSIDAD. La vi~coBidod de l~e eoluc1onee depende d~i 

•la ooncentraciOn, 

•p&eo molecular del tJlginato, 

-preoencit1 

eleotrólitoo, 

de cotionea m~tAlicoe 

-nrado de polin:erizt'.ción (relecil•n M•O), 

- temperatura y 

-pM. 

aleunoe 

Su viBooeided vurib ·!~ 10 J 2000 cp para un~ aoluc!On al 

1 ~ de baJa vitioonidnd v ·~l:"..1 .._~:-::·,-.,;e r.:ioyoreti poro tsoluoionee 

prolonntLUon 'uf.';d~, h6.:.00r dez¡:radaoión dt.!- Lo aol6oula y 

d1e~inu1r ~1~ ~l~co6id~d. 

lf-



lnferioreo e ~ tJendon a aumenter la vieooeidad debido 

a la baja ~olubilidod del Aoido libre y a pH mayorda d~ 

10 loe eoluoionoa eon ine~tablee. Por otro parte loe 

lonee. de met.alea polivalcnteo 1ncl'i5I!lentan la viBooeidad 

y pueden oauenr ~elif ioaoibn. 

GELIFICACION. Lao uoluoiones d~ ~alea aolublee de 

algineto tlond-t'Jn e rormot' calen en l'loluciOn th.:id& o en 

Pl'C<'leno1a C1e oelolo u otro~ oationoa motl!lioou 

divalenteo. Al fo;~mara-., un ~e.ü er.itarfl compuoeto de un 

ss-ss.s ~do anua y o.s-1.0 ~do al~inato d~ oaloio. 

En la figura 4 ~e proeonta el probable mecaniemo de 

Clntreoruzamiento dol ol~inato oon 103 iouett celoio. ( 11) 

C.00~ 

O-

FHJURA ~. HECANifiMO PílOEAllLB Do ENTRECRUZP.MIENTO DE 

ALOINATO CON ;,;¡_ ION CALCIO. 

La. formei.oión del ll!:l pu·~o r;er control oda por l i:; 

preeencia de un Beou~."'!trnnte conu:.r :fosfato 'J pclifo¿¡fet.o . 

.!0 



capa delsoda de u~~ ~olución Je al~i~atc eoluble ~01-

tratamiento con un metel di o trivalente, con une 

eolu•..::ión hcida o por extr'Ut!ión de una eolución en 1,11 

bano pr·~clpitante. Eetae pelicule.s son fleKiblee, 

cle.ra~. e:orreotuse. reoietentea a sreett. aoei tee y 

eolvent~e orgAnicoa. 

INTEF!C~M8!0 !(•NIC0. L<JB alcinat0e ti.,,nen propledadee de 

intercembio iónico que dependerAn de la proporclón de 

6cido~ 1.H''~11h~os preoentee. 

l. 3 PRODUCCION MICROBIANA. 

Exi:!ten dif~1 enteei tüp•Jt:.·~e1i~ esobre lo función 

po11~~c6ridoo extr~~elul3re~ p~r~ lo c&lula, ent1•e l~o 

.. pr·otec•:ión •.::vnt i ei ·-•-•nt.Jl.· .. lon~e !l!nbient.,leB advef'ei!'le, 

-incremento d~ ~u ~·~~oeenicid~a.(3~~ 

: !dód d•e di fundirtse a li!! 

loe 

17 



1, :i. l MICROOROMH6M0S 

Fodemoe enoontror pr0d1Jt.i.::ión de exopoliallc4ridu5 P1-'1' 

V&C. "ter iae Gre.m-poei t:i VC>, Greni•ne~ativo 'I POY" UO!!!i .aiuplia 

variedaid Je hr.:innoe. Cie.rtaa be.cteriae:. como le f1Jodora 

producen el 

polieac6.t·idu alsinttt.o de eBtJ't.Jct.ul'!l eimilar al de la 

i1.J~:1te vegetal. 

Se n.sume qu~ loll e~opol ie-.~,:!it idoe m ic1 ubisr•.t.H'5 eon 

eínt.etizactoe dentrr:1 dl!I la c~lul~ por un mecanicmo 

en~logo al d~ einteeie ·:1e ps,·ed Ct'!:'luler·. ~toba.ctei: 

yinele.ndU produi:~ !\2.gHwtv extr-nc~lular ~n rne·jio de 

EL•rk dond~ la ';-.)mpoBii~ión del m~div " le?!! condicionen 

ambient~let'! eon r 1 ~1 ~metPoa .:1~.1 tit..•.)e:i pa1 a (lbten~r 1Jn 

t:.Je.:-. rendimientt.:• d~ ,:·ruduct1.1. 

g2!.Q,bact.or vinelon~¡ .i. ea un microor~aniemo a.en~úb!.o 

·:t·lit,:.!\do, de Orem-negotivo y 

in·1oluot'ede1' en 1 ~ biüe1nteeie d'!!' exopoline.oá:r•ic.Jo pued~n 

c:e~ificbJ·~e ~n c11~t1·0 ~rupoer 

Metabolinrno lnioial d~l auatr~to, 

.SlnteeiR 

Di!l.'Jc&reei. 

I!I Transf~~aoeo, 

monoeac~f'idol!! y 

111..iclcótidos 

IV Polime~aee~ que formen ln rooléat1lu d~ biopolirue~o. 

Hl 



La ruta rnet.abóli1....a mAe prub~ble ¡:.iora l~ µ11...•Ju\..._lvn Je 

6oido alsinico ee pree~nta en la fisura S. (~; 

SACAROSA 

1 
1 Inverte.ea 

r---
OLUCOSA F'RllCTOSA 

Oluco4uinaaa l 
GLUCOSA &-P 

l Ft·uctoquinaea 

--------------~FRUCTOSA ~·P 

FIGURA 

ieomera~i!I 

•JTP 

PPi 

l 
MONOS,, 

l 
MANCSA 

)1 

Manoeai foefeiu.• 
ieomeraet1 

~-P. 

Foe f 01nano1~•u t.aoo 

1-F 

<JDP rnaflJOl'l 

pirofo,,foriloea 

ODP-MANOSI\ 

ODP manorsa 
det!h idr·c·t!~nl"lea 

ODP MANURON!CO 

Pol imeJ'l'.t.l'llO 

ACIDO POLJM,\NURONlCO 

1 
1 

~ 
ACH>O 

:=ulimdí1Ul'Vi1& tv 

.:::o"'~~pirue1'aaa 

J\LGH!ICO 

liUTA ME'fAOOLICñ !·1-'i'l PR09A8LE PARA LA 

PROOUCCIOtl DJ_;; ACilY) ALOINICO. 



Entre lee v~ntajae de la producoión de la toma poi• 

fermentac:ión tenemo~r 

•P1'eparación del aiedio1 reactivoe de alta die;ponibilid&d 

v modio ele ,,ultivo definido, 

-Fel'montación1 ee r.1ueden tener oontr0lea en el pJ>ooeeo, 

por lo tanto una mayor eficiencio1 ~o~ibleo cultivoe 

00ntinuoe que redit11ar!~t1 en uno elta produutividad, 

-Rec:u~er8ción del productoi Ge ptJeden ue~I' condicionee 

euavee por lu que- hay poca deg1~ada(,ión del produi.:to. \29} 

DeeventaJae de la obtención por Ce1·m~ntaoiór11 

• alta vlecoeidad que reeulta en baja concentración del 

producto por lo tanto E'!IOn nec~ee.rioe e:randen volómenee 

y capacid~d fermenLb~iva. 

alto requerlraierrto de en~n·s1o. pera trenefcreno.ln de 

oMifteno, me~clado y eliminación de agu~ y 

- dificultade~ poro eliminar laa 0~luJno. 
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El polimero producido por A•otobao~ vinelarldii tiene 

caei la riliema uotruoturri: CJLI'-" ("tl de origen e.lgal, con 

eeoaeaB diforenoiaa. Apro:r:imadomente un') de c~d& 10 

carbonee e y e eDt4 paroi~lmente ac~tilado. Por 
¡¡ 3 

otra pa1,te acrn~n diferentes reportee e:son ricos en Acido 

manurOnioo. 

1.3.2 NUTRIENTES 

FUENTE DE CARBONO 

La produooion de exopolieacArido ocurr·e bejo condicione~ 

de exoeeo do oarbohidrBto y limitación de nutri~nteo que 

no eean el carbón y le fuente de en~rgl~. 

t.a fuente de corbona er1ple&da. t.iene un efecto muy 

importante en lt.t oonoentraoión final del produoto. 

adem6e do eote.r rolo.oio11e ... 1t. a otroe fuct.oree come- aon el 

exceso o liiai teo16n de fofifatoa. Este ofieoto oe muestra 

en la tabl3 3. 

Con bll!!>·..:: e·i'.. nlr,unots eBtud.toe como loe que mueott•a lo. 

tebla .1 r~-"' .... 1 voncluicto quo la mejor fuente dP.t Ot\rbono 

2i 



ee la eaoa.tioet1r la concentración qu~ ee recomienda ea de 

20 a/l. Sin embarco ~ob~qte.r. vjnelnndii presenta 

une alte reapiraciOn por lo que muohe de la eaoaroBa ee 

ueada ein control y perdida como CO . (29) 
:a 

TABLA J. 11FECTO DF. LA FUENT1' DE CARBOliO, EN LA 

PRODUCCION DE ALOIMTOS POR fti'!OtoQaotor v1nolandU. BAJO 

CONDICIONES DE EXCESO '{ LIMITACION DE FOSFATO. (21) 

------""~--·~ . ....._ ... .....,_, 

FUE1HE DF. EXCESO DE LIMITACION Dll 
CARBONO FOSFATOll FOSFATOS 

BIOMASA ALOIHATOS BIOMASA ALOINATOS 
20 11/l sil !l/l g/l 1111 

Sacaroea 2.0 2. :a 1. o 5.6 

Olucoea 2.5 2.0 1. 7 3.4 

Fruotoaa 2.J 1. 8 o.o 5.0 

Manoea 0.6 o.o o . .:. o.o 

So1'bitol 2.1 o.o 1.2 ~.1 

Manitol 1. 7 0.9 1.2 J .'l 

Olioerol '.l.5 l.t! 1. ,j .:; . 4 

Oluconoto 2.4 ' ' l l. 4 5.2 

Acetato ---------NO CRllCI 
..... _ .... __________ 

1 



TA9LA 4. MEDIO EMPLEADO PARA LA PRODUCCION DE ALOINATO 

CON Ae.otob1'ctel' Y .. t•:t~J&ru!ll. { MEDIO DE BIJRK ) . 

K MPO O .bu s 
2 4 

M !>O o' 1& s 
2 4 

NaCl 0.20 s 
MgSO .M O 0.20 l'l .. :a 
caso .2M O 63 ms 

4 2 
Na MoO .2 M O 2.3 mi: 

2 4 2 
FeSO . 7H •) 27." mi: ,j 4 2 
SACAROSA 20.0 s 

Aforo.do a 1 litro y ~Juetedo a pH 

1 

FUENTE DE NITílOOENO 

nitrós:eno !)tntut:>fCriL'u, pero ei exi11to una fuento:-: 

orsAnica o inorg~nico en el ~edio de cultivo ee 

utilizndo inhibi~nduse la fijación. 

lnicroorganiomo~, que 1-:J Ul"t,.;~ como ful!"nt.e de nitróg~nu 

de cornrni6i1t0B nitror,•~n~rt0r.;. ;;v.i: ut..! a perte, "e ha 

li.mi tan1: ~ .. t, '!·3 ni t.rOgeno. 



Alguno~ estudios han demo.etrado que la prel!:encia de 

nitrat.o de amonio, s.luta~ato u otro amino4oido en el 

medio de cultivo no .mejora la producción de nls;in~to, ni 

afecta el crecimiento del microoreoniemo.{8) 

FUENTE DE OXIOENO 

oantidl!ld d~ ox!seno dieponible ea un factor 

det.erminonte- ~n l~ pr0duc.ciOn de ~lcinato, ye que 

resula le t1·ensformación d~ ~uetrato ~ biornBea. 

Si ee preeent&n eltae conoentre.oionee de ox1s:eno, el 

microor~onit"lmo 

t.:sil'Jlom.!!I nitrc•senoeo teniC!ndoeie •:-amo ..:vr1eecuencia u11 bajo 

rendimi~nto cel!Jl~r. 

l!ne buena producci011 ~e alginotiJ e~ llev~ ~ co~o en 

i..:.undie:ion~e limit.antel'I de oxl~enc•. L!.'1. efiv.i::!'rlf .. Hl-1 d·~ 

conver~i~r~ J~ o~car0Bo a ~l~innto auments ol diominuir 

lo reepiroclón ~umo 1eepueoca 61 ~uminietr·u d~ uxl~eno 

Si el Muminist1 v d~ 0>1:.tt;eno ee ba.jv, ~l r:iicr•o1.:ir,;t".1niafüo 

~cumula poli~J-l1idro~lbutlrotu en luga1· de produo11· 

ale!neto. 

FUENTE DE ¡;·osf'.~TOS 

So ha damoa:tT'odo qui!; l.B ocintldad de e.l.~lneto p:•oduoido e. 

partir de 

dcpendoe 

inor~mentendooe nl di~minui1• l~ (Oncent1·ecion lnicl~l de 

foefato. 



con ba~e on algunot!I estudive Be he •Jbeervedu ~u-:'.) l!i 

produoci6n de e.lt,inato continúe. deapuee del ~r,eoimiento 

cuando opere. en condioionee limitante~ de fosfatoa. En 

s:eneral 18. conclunión paroce Ber ~ue la menor cantidad 

de biornaoa ee obtiene cuando el contenido de foef atoe ee 

bajo, eiendo reoponeoblee de la producción de alginat•:i. 

FUENTE DE CALCIO 

Le cantidad de ioneo calc1'-" en el medio it1f luye en le. 

relaoiOn H/0 en el alginato1 bajaa concentracionee de 

C8lcio dan lu~ar a un polie~c6rido 1i~o ~n Aci·Jo 

manurónico. 

La actividad d~l .ton en.lelo decrece conforme ee proJu~~ 

alsinato, debido a le. ~finide.d que preeentt:rn. 

Se ha observado que un .incremento ~n la con..:entrociór1 d~ 

calcio en el medio deeput!e de que eie ha producido c.J.erta 

cantidad de al sino to•, un combi0 ~n l~ 

cumpoeioiOn de al~inato. 

Se eu~iere coruo fund"'rnento de lo~ f~nómeno~ -"nterior~I! 

la exi5tenoia de un~ enz1~a que ee oepoz d~ epimerizar 

lo5 reeiduo8 de bcid~ ~c~·1111 ónic..o en 6cld'J ¡;ulul'.!inicv 

en lo protJencis df.Ü ton col1.::io. {37} 

OTROS NU rnrrnrrn 

aloinotc at¡.:-i du:1fU1~etran que cl'Jntidedee aub6tonciale5 de 
2-. 3... 21' 

axopolir.HiC-! .. ~ ~do o~ locran oan MoO PO ~-a y K 
I; '• 

::¡¡¡ 



como eubl!ltratoe limitantee. ~11 lo t.ablo s ae pf'eeenta el 

efecto de divereoe nutriente!! en la produooiOn de 

c~lulae V alsínato. 

TABLA 5. EFECTO DE l<UTRIENTES EN LA PRODUCCION DE 

ALOINATO POR ~~QtQbªQter tlntl!o..!lill. (12) 

-
NUTRIENTE !HOMASA l\LOINATO 
LIHITANTE t}/l !l/ll CELULAS/h 

2-
MoO l. 1 0.34 

4 
J-

PO l.<;¡ 0.29 
4 
2• 

Fe 1. 4 0.25 

c <Sacaroea) 1. 3 0.2& 

N 1.5 0.22 
2 
2• 

Ca 1.2 0.20 . 
K l. 'il 0.1& 

o 1.2 0.06 
2 

1.3.3 ASPECTOS CINETICOS. 

Ln relación ent!'O creoí::lionto y 

exopoliotJ.ol'ill'ido varia eintre 1nicroo1•tanimnoo y ""'n 1.me. 

fermentación portiuulo1· c~mbiD con l~e ccn~i·~i0r1-~ u~: 

prooeeo. 

Durante la oint~aie de olcinnto aon 



producción de p0llmer•o y el crecimiento c0mo puede 

oonstatar8e en la fisura 6. (121 
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FIGURA 6. PRODUCCION DE AGIDO ALGill!CO POR t&.Q..l&_baoter 

vjnelandU. 

La produco10n de ol;i:inato ,~~ inioie. u:oruentoe deapué-6 de la 

fase 103ar1 tmioei. Se obOt''-l'V~ un lnoremento mero ad o en la 

produooión de poliaaoAridn ol terr.iineir el crecimiento 
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FIGURA 7_ CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE ALaINATO DE 

Azotob~oter vinelandii, BAJO CONDICIONES 

LIMITANTES DE FOSFATOS. 

1.4 R~CUPER~CION 

La reou~reoión del exopolieeo&vido en un proceao 

fermentativo ee un punto oritioo para determinar ~1 

oosto y propiedades funcionalea del producto terminado. 

Lan condicloneo c.decuadao do for!ifmtacion Junto oon loe 

de I'eouporaoión definen la vinbilid"d eoonó.,ioa d"l 
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proyecto, ya que t1aiy que tener en ouent~ que el ooeto de 

J'ecuperación es una parte .el.g:nificativ~ del coetu total 

de producción. 

La pre:~enoia de o~lulea en el. Pl'oducta final puede 

~fectar eu eplioación, aei oomo, la d~ alnunae enzim~e 

puede o~uear problemoe en proceooe eubeeouenteo o 

imp~rtir caroot~r!nticae inde~o~blen 

in el c.eeo de poli~aoAr·idoe mi1.;!·obiano3 ll.)tt tratomLentvt't 

poefermontatlvoo 1ncluyon1 

... con0entrar o oxtr•!.)er ~l. •:..oldo '~°' fe1·mcntoci6n a uno 

forma eólid&, rniorobiolót!iC.!>!mentt:'! ~~table y f6cil úc: 

manejar, traneporte.r hlmacennr r::¡ue pu..-.de 

redieolveree pera su a.pli1~0<:; ión. 

""PUJ'ificar plll't!I l edUt.:iI e-1 nivel tJ~ 1.;1.JntaruinanteD 'i 

mejorer oue oarocterls':i<.:oei fun·~ionl'.!.lel! (collJf!, 0lor 

eabor), 

-deeaotivnr enzimars eKtracelul er'!'la r.u de1·H~nbleo, tblee 

como oelulaaeo y peotinanae, 

-modificar o elteret' qu.i1ni•-:omemt"! !"l prvducto con el fin 

de mejorar t.tua- propieir:<l,.._1m futloiont1.let1 d~ manejo de 

eJólidoe o oue corect~rtntit::!'JI'! de erolucló;i Q dieperalóri. 

E:l proceao poaferm"-'ntet; L aieu~. cv~o ee ob~crva. la 

tJ"lntamiento~ ientt'o loo qu~ ~.::r en.~ucintren • 

-tratamionto uoon 1'ltae 



embargo .,.. 

-trntamientoe 

filtr.,oiOn, 

J'~que.rido para la eaterilili!a!~ión 

f1eicoe. Como i!!On centrifUSl!!ioión 

¡., ooagulooión de paPtioulaa por 

cnlentamiento 

ad1oiont>d.,e, 

con aalel!J, adeorúión de p6l'tioulee a un8eJ 

trbtamiento t~rmico uon eloohol, oetona, 

fenal y eurfactantee no iónicoe, 

-trti:temientoo qu1rniVJ0 h..:idu y ol~alino. El pollenión 

alsineto puad~ ~er preuipitado comu §oido alslnioo con 

l!'!idioión de HCl t'I ur1 pk' opr·oxiroodo d~ 4. 

-tratamiento en~i~Aticu. Ee ho pz·opueeto el ueo de 

enzimoCJ paro., entre otroe objetivoo, 

eficientemente l~~ cél~loc d~l p1u1Juoto. 

La Beparoción del polloocárido ee lug1•0 b8Jondo la 

~olubiltd~d del polimero pdra obtener 11n px'~cipitado o 

Aoluolón ocncentrada por ~dioión de B~lea o 

eolvent~e miscible~ on aGua como cetanol, 

ioopropanol o ~c~ton~. 

etonol. 

El ieopropanol e-e ol alcohol méo utilizado, debido 

principalmente e eu f~oilided de reoupereoión, GU ooeto, 

su poti!libil.idad y a que os aceptado pera producto~ s;rado 

alimentioio.(39) 

Se deben de controlaP loa condicionas de- t!Jeoodo yn ··1ue 

ne puedon Qfector laB propiodad~a del produotu c0mo1 

color, eolubilided y propiedodes reoló~ioaa, 

o bien ~rectar el contenido residual de Bolvcntes. Par~ 

oete paeo del p1~oocso o~ utl. l ir!.ttn 

JO 



eecedoree v~i:-1•.1, eir~ fo1,~e:du o ~f\e ln~rte e i 

contiene eolv~nte~ orgAnicoe inflam~blee. 

¡1 polieaoAr•ido eeoo ee molido a un detet•minado tamatlo:..• 

de parttcula paro •;ontroJar dit.tpera~bilidnd y '-.iitJolur...:.iOn 

as! oomu faoilidod de uonejo. 

Loe pol1ceroe aolublee en at;ue non ~eneralmentt!' Becadoe 

e un 10 % de humedad y ~n e!tte el'!'ltado eon hit;I'Oflcópicoe 

por lo que e~ importonte qu~ el eiGpaque ueado aea de 

baja porn::oobilidod el ~~ut'I.. Fln!!llment~ "!:n lb f1Gure t.; oe 

preeenta el diagro1:ia r<:coruendadc pt.,,l'o lo recupertsc.ión L; 

alninato. 

Medio ---- ... --~ .Separaci0n de - ... -- ... ·~----«rc~cl --- ... - ...... --
c~lulao ~ 

... ..gr, Separooión cíel ------------- ... ----·EF- Eepereo.tc1n - .. 
pr·~oi pi teido lavado A e ido 

-> Sal alcinato 
Acido innoluble 

- ... - ......... ,.._,. ___ ,,.,,.,.,,. ________ ~ 'iilt.rado r.i 

·-fl> Eliminación 
de acua 

····ill' ;:rupaquo . 

NaOM ~Olido y car­
borir.:..to parf.': d.!l1~ 

eoluble'! en ~Gua 
nato dt<~ Modio 

. ~LGIN'ATú. t 9) 

'.H 

un pH ¡· .. & 
la eal 
do al~i-



1.5 APLICACIONES 

Debido a l.!r.e propiedades menoionadt1..e anteriot'mente, loe 

alninatoa tienen una amplia aplic~ción induatrial que 

eetá determinada por el peeo ra.oleoular, la conc~ntf'.!loi6n 

y la oompne:loión qu1mioe del producto. Algunae de eeitae 

aplioacion~~ ee pre~ent&n en l~ tabla &. 

En la Induetria d~ ~lim~ntoa BO uBa pa1'a control~1 la~ 

propiedad<>e d .. muchoe µroduotoa. no 

contr1buy~ al v,o\lor nutl'ic.io ye que loo humanot3 rw lv 

metaibol.1.1!.an. adem~" de no illlfUll'til~ e~boP ni olor a loa 

producto~ finele~.(3} 

Pued~ 3C<!' :idicionado porl!I I'et~neP eguo °' inh1bi.r• la 

cri~tali~~Lión del hielo. 

Leie apl i 0~0 ion~" 1n8!'! i.mport~ntl'!O en l!i !J1due tria 

Alimentar16 se roeelten ~n l~ t~blB 7. 

Lot! els:inatoe de 3odlo, potaoio, ceilciv y amonio nnn 

rec.onocidoe por le FDA como auotano1a~ 
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TABLA &. PRINCIPAL~S INDUSTRIAS Y PkO~ESOS DE APLICACION 
DE ALGINATOS. 

;----------------------------------------------------------------\ 
Induetria alimentaria aditivoe 

Induetrie textil material ~til por~ 

veatido y reei6tente1 

producción de fibr~~ 

Induetria f~rmoc~utic~ 

Odontoloi:t1a moldea y wodeluo d~nt~l~a 

Polimerización asente eetnbiliza11te 

Pinturae eopeeante pere pintu1~~~ 

Lito11rafia 

Induetria automotriz Limpiodo?'l'!f'I y pulid1)I'"!e 

Ce ctirroe 

CerAmioe y 1•efr·aotarioe ec~nte e~tebil1z~dor 

A~ricultura fe1·tili~~ntee. inaecticidae 

lndurstria de adheaiv0e 

unir f ibrae en t~Jidoa 

Induetrin azucarera Cl~rificaciór1 de 6oluciones 

oeuc~rodee y ~~u~e minerales 

Coem6ticofJ cremaH, golatinau, bpf'8Y par~: 

~oac~r~) !~e fooial~a y Jab~fi~a.; 

\---------------------------------------- ·-----------------------! 



T/\BL/\ 7. PRINCIP/\LES /\PLICllCIONES DE LOS "LOINA10S EN Lll 

INDUSTRI" /\LIMENTARIA. 

;----------------------------------------------------------\ Eetttbilizador d~ oepu:::iae cerveza 

Eetabilizador de erouleione~ 

Agente ou~~endedor 

Formado1~ de peJ 1culae 

Fo1·m~dor de sel'!s 

A,;ente pera d~r cuerpo 

Adheeivo 

Inhibidor de 
crietali~ación 

A~ente clarlficante 

Ar;ente lic:e.nte 

Agonto cncopoul~nt~ 

Agente floculonte 

embutidoe, ~aloo, odere~oe 
bebidan dieteticoe 

poBteleria, sezolna 
inotant6neaa, puddlng 

i-ecubri1aient0G, cep~a 
protcctorao 

t;~lf'lri1H'1í'."!, pud·Jing, pa"tel! 
pero 1·elleno. natilloe, 
qu~ou ur1t~ble 

~de1e~oo, rellenoe de 
p~etelerla, poBtre~ 

slaeeado par~ paetelee 

h~ledoe, Jbrabee, 
poetreo conceladofi, 
...:onfiter1a 

vino, cerver.a 

Bala:ae, comi.da enlatada 

vinoa 

\-------- -- - -- -- • - • • - • - ···--···- • --- • -- • - -··- - -- ••.. -- --·-- -- • I 

34 



2. HATERIALES Y METODOS 

JE 



3.1 MUTACION i' MMffFNIM!ENTO DI': \~'EPAS 

Material. 

Tuboe de eneayo de l& x 150 y 22 x 175, 
Matraoee aforados de 100 y 1000 ml, 
Probetae de 100 y 1000 ml, 
Matraoee Erlen-Meyer de 100, 250 y 500 ml, 
Pipetae automoticae, 
Aeu~n:, 

Campana de flujo laminar, 
Autoclave. 
Incubl!ldora. 

REACTIVOS 

Saoal'ose 
Foefato de pot6Gio dib~eico, 
Foefti:to de pott1.oio monob6eic1J, 
Sulfato de oaloio dihidratado, 
Cloruro de sodio, 
Sulfato de mar;neeio heptahidl'at~do, 
Molibdato de <>odie• dihidratado, 
Cloruro férrico, 
Ac. JCN-ruorfolino) propon1l eulfOnlco {MGPSJ, 
Hidróxido de eodio y 
A&Ull d""'till'!do. 

METOOOS. 

Lae aepoa ailV~t'!ltI'~P.J y !JUt.ndt.t-:l fuet'on proporclcnadne po1' 

JulietL'I Oon2!áloe. A., uar:.ndo lao ei[:;"lliPJoteo téonio"e 1 

HutaoiOn oon lum uv 

!.lurk 



extendiendo el 1...ult.ivo en t.oda lB eupei•f ic!~ l.-0n 

varillae de vidrio eet6rilee. 

e) Lae cojne ee exponen a la luz UV de lon~itud de onda 

de 260 nm, a uno dl~tancia de 15 cm, \"Oriando el tiemp1J 

de expotJiCi\jn deetle trf!>f'!. hoeta eaB•:mte. o~~undoe. 

f) Deapuée de oeoi· il,r~diode.fl. las c.e.Jae Be pruLe~cn de 

la luz con pnpel aluminio per~ evitar íot0reactiveoiór1. 

~} .Se incuban o :!IO"C durant~ ·¡2 !JrJre.a. 

h) De len cr1l-::)nia~ qu~ f'i~ hay!'lr1 d".!earrolladc. ~"": 

eelecciontH'l. lae quo por au t.turia:N•J y eepeoto viBCOr)·: 

euperen a lo oepa originol y ~obresal~an on l~ plac~. 

iJ Loe co:i.onil':'le ~~lec1.;ionad~A ~e p! .... 1 pa~a:n eu med.ii.:· .___.¡; 

asar Burlt'.. Deepu~e 1je 72 h·;fr a!! ~e litsc~ otee! v~,: ~·~:. 

liofilizada~. 

K> A eeta~ e:i:>luni.ao ~e l~e ~vel~ap1·• .. H..itJ..:. .... lóo d•.:: 

~l~inato por Ul'l. métodci indir~·:to ~iJJ~ndo vi~~·JBidbd. 

Mutación oor. liti.lr-:i.:-!t.ano !'JUlton~to (l';MS) 

ai .Se •.-.uJ.tiV~lr. i.,~ oep~a d<!: ~Q_to~~~c.ter vinel~Ddil_ en 

medio de- 3U¡•k .t,uG'.1-.:.".t(i.Hiv hasta lleeeir a l." faee 

losar.! tlilic.e, 

b: ge t(~s~ 3 ~1 d~ oada c~p~ y oe centri~u~~n a 7 000 

l"'Pli\ durer<·t:...,~ ~:!i min, 
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e) Loe pequetee 1.:elulor•ee ee Peeue:penden en l ml de 

medio de Burk, 

d) Poeteriormente cade r.:epo ee mezcle con 0.04 ml Je EMS. 

e) Se incuben a 30°C de 1 a 2 horae, 

f} Oef!lpu~e d~l tiempo tra~~currido Be diluyen laa cepae 

lilO {HJn t•uffeI' de foefolo de sodio 20 mM, pH 7.2, 

e) se cent1 ifus:en lee wepao a 7000 rpm, 1.5 min. a .::¡ 0c, 

h) Loo paqueteo 0elul~ree oe lavan doe vec~e oon buffer 

de foBf~to de ~oJio 20 mM, pli 7.2, 

i) Oetipue~ d~ i..;edt! la.vedo lee ~)epae f.'h)n cent1•ifugadee 

bajo l&d condicione~ mencionadne, 

J J Loe pa•.:,u~tee i..:elu l a1 ee ee r·eoue¡,•~rden en medio Sur~., 

k) ~or óltimo ae ~oloc9 0.1 rnl de aeda cep~ e11 un~ de 

lae ct1_iaa Fetri 4ue contien~n a~ar Burk niodificbdo, 

extendient.10 en t0<lo la aupe11 fi·.i~n de l~ pl!'lc::.a ·~un 

varillae de vidrio eet~rilea y ee incubn a JOºC du1•an~~ 

72 horae, 

l) T¡·anocur rlcJo el tiempo, ee eolet::•_i0f1en l•" 
oolonio~ ru6a gz·ande~ 

obeerven el 1nicroscopio y a~ ~vallJa la p1 1 0ducLión ~le 

edginato, 

m) Lae (.epfH':. h!perprodu•_ t~Jnrn de olsinl'l to~ l'le con.!!ervt'.!.n 

en freeLo v lir1fiJJ2Add~. 

Le1:1 cepog fu~r•.'n mentenidtH'J ~n m~dlo inc.::linado de Bul'k, 

libre ~e NiLrOseno, BollJlflc~do ~on 2 ~de a~ar, cuya 



cornpoeic!On ee mueetra en le tabla e. 

TABLA B. COMP08ICION DEL MEDIO DE 8URK (LIBRE DE 

NITROOENO> 

!------------------------------------------------------\ Sacaroea 20.00 s 

Foefoto de potl!lnio dibáeioo u.66 s 

Foefato de potaeio nionobAeico 0. l& s 

Sulfato de oe-.loio Jihidrotadv 50.00 ms 

Cloruro de Bodi•J u. 2C !: 

Sulfato de man;ne5io hept,,hidratado 0.20 e: 

Molibdato de soiJio dihidre.tado 2. "3U ms 
Cloruro fer rico 27 . .-:.o mi:; 

MOPS 1. ~.) r 

A~ue. deetilada 1.0C 

pH finol 7.2 aJu.,tado con NaOH 0.5 N 

\------------------------------------------------------¡ 
Preparación del m~dio! t!e dieuelven lea oalee de 

potaeio, la S6COrOEH1. y el MOPS en ~.')f.l m~ de e~u~ 

deetil8da 1 Oil eulf,.to de calcio en 200 mi d" oc u a 

deetil11d11 y la" oeloci "" le~ 200 ml de ll!gUo r!!;:otonte~. 

Eotaa trea frecc:1.onee oc. ~~-J~.erilizon por eeparo.do, para 

evitar preoipiteuio~~~ e¡·, l~ ~utocluve, ~ 121 C (lS lb. 

de pree:iOn) durante 15 mu;. La;:, fJ·occ,¡_one!I ve eut .. ::1'il~a 

ee mezclen b~Jo campnn& de flujo lamlnnr y tte ojueta el 

pH a 7 .2 oon UaOU eat¿Pi! .. 
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2.1 l'ERMENTACION EN MATRAZ 

PRIMERA ETAP~. l~ae fei·mente_ionee ee :lev~z·on ~ ·~abo en 

mlltracee Erlen-Meyer de 500 ml :on 100 ml de medio Burl(, 

inoculadal!!I de tubo6 inclinadoe e im:ubado tree dlae. a 

.30 fli e en una incubadora a lOü rprn 

Durl!!lnte el!Sta etapa ee prvbaron diferentt!'i!I tuentee de 

carbono t:luooea, fructoea. eacaroae ), 

1~on1:.entracii:ineB iniciale!'!I de f·.:-ei fe toe, el ue,o d~ MOPS y 

al~una~ de la~ cepae mutad~~ con lJ2 UV. 

SEOUNDA ETAPA. Se ll~vnr·on o cnbo la~ f~rnt~ntacione~ e~ 

matrooeo Erlen-Meyer d~ ~00 rnl 5 30°C, pero en ~ete ca~u 

ee pro~enteJ•on variacionea er1 lud v0:urnene5 de meJi0 

empleado 50 a 350 inl, a~itocióri 50 a 200 z·~m 

concentrac10n iniLi~l de e·J~:1at0 S a ;0 sil. 

TERCERA ETAPA. En b~Be o lo~ re~ultedco er1teri0re~ e~ 

trobojO en ~etrace~ Erlen~Meyue~ de &00 rul cun 350 ml de 

medio BurY. ~ 200 rpm. Dure:nte e~t.o et epa ee probaron l.:o1.e 

cepee obt~nldea de la~ mutBcionee qu!m1caa. 

Z.3 FERMENTACI•)f; Et~ EQUIPO LM .<Qü:O SERIE l 

F-1 i nt1ct1 l.n e.e obt i..t':'Ji~ en 1J!ltrL.ice-a i;:z·len-MeyeT' de .500 ml 

oon 3SO P.l d~ medlo, .tnoculé-.do d~ tubo in.olinodo e 

inoubedo e···~~ die.e 1, 3(1ºc y 200 rpo. 

Ee:toB cul t~ivoo Be Uel'tn p~lra inocular &'.. 11 t roo de medio 

oonten:i.dof'! ~n el f~rrucnt~tJdor, ~n el cual ce eotudió el 

<!Jfeoto ;;t~:. Vút'ino.í.onoe on los c:,ndioion'!la d1:~l proceso 



cagitaoión y aireación). 

2.~ DETERMINACIONES 

Determinación de pM• El pH ae determinó en un 

potenciómetro Beokman ~l. 

Dcterminac1ón d~ de11aided óptioet Del caldo de 

ferm~ntaciOn ae ~fectua una dilución 1130 ~n asuo 

dMtilade y ee lee contt'a un blt\noo de a~ua deetilado 

510 nm en el eepectofotóm~tro Shimedru UV-1200~. 

Determinocil'°Jn de bloruo.oa: Se pipetiea.n S 011 del L.Oldo de 

fermentación eobre ur1 filtro de fibra de vidrio 

;>reviarnente tar6do y colocaido on el cqulpo millip•:ire. Se 

aplica vac1o y ~e lava con düB porcionee de S ~l de 

etiu~ deetilttda. Se aoca o. peeo conetante l'!. lOOºC. 

Determinación de eaot.1r•o1H1 r Pe.rr.i. <e:" te método n~ eniplen lfl 

técnica de DNS para medición de azllc~•:·efl reductür~s. Se 

dit1uelvo lo. enzimo C!n buffer de e: i trotoei O. 32 M, ptl 

~.6 o un~ concentrac!On de 2.S mg/ml. L~ ~0luci0n 

obtenida ea tranl!poront~ y eot.oble por una eerotinl"I 

alwbce11ada o 4 ~c. 

curvo eet6.ndar. tl'!! preptira un.o. e;oluoiOri p~t;:"ón d~ 

r.ooarosa 1 m~/ ml en un m.~tT'ae ~for.~do do 100 rnl. S-e, 



toman alicuot~• de 1.0, 4.0, B.O, 12.0, 1&.0 y 20.0 ml y 

ee afora a 100 ml pora tener oonoentraoionea de 0.1, 0.4, 

O.B, 1.2, l.~. y 2.0 mg/ml. De eetao, ae toman 0.9 ml y 

oe ooloo~n on tuboe de oneaye, eo edioionon 0.1 rnl de lo 

eoluoión enzim~tica y una vo2. mez.cle.du ~a deJ~ repoaar 

16 minuto~ o 25- 30•C1 Me adiciona 1 ml de DNS y ee 

colocDn ~n un be\ fío en ~bulli•.: ión. Tz•onocurridoa 5 

minutofl oe "!nfrit!l inroodirJt.omonteo, r;,e ~dicionan 10 rol de 

ogiu~ dc~mtilode. Fin~lmente se le,t'l o. 540 nm contra un 

blanco de"J retioti vol!! y .!'Cue deatilrl'l&. 

Preparacion de lh mue~~re. 1.o ~ue~l1·0 ee conlrifug~ a 

10 000 rpm po1" 10 minutoo D uno temper3turt1 de '~ • C 1 el 

eobronadantc ae diluye con oguo de~tilnda y de la~ 

diluoionoo ee toman ol!cuotne de O.~ ml y ae procede 

ig:ue.l qu~ para la. curva eatAndar. Lot!I (Ja toe e~ proaf!:S~n 

por regre~lón linet.11, y el reeultado el'!:' aor1~i!ie por la 

dilución re~li~ada. 

Determint1oión de alginatoai oobren~dante '"" 
oentrifu~eido pa:rs eliminar loa o~lulo.e y ae tome una 

al{ cuota de 2S ml ~ le qun ee le anaden 3 volóruenea de 

2•propanol. 6~ a~iton y ee dejan ropoBar 10 minuten. 

I..aa fibral'!I precipitrl.'.ldao aon filtrad~a c;:,n papel Whatmsn 

No. previamente t.:-.rado y colof:!odo .~n <"d. -equipo 

millipor-e. Se opl.ioo vaclo y oe lllva con doc vol~menen 

de 2• prop~nol 1 ao .eeoa al VL~c1o ~. 45" e por 24 hora.et 
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"º peee y por diier~noie. ee cal1.)ulo ol 0onten.i.dc.: de 

alsinato en l~ muootrn. 

OeterminaoiOn de vieaoeidad! .9e empleó un vlecuelmetro 

Cannon N02CAS79. DoUido a loe inoonvenientee que ~e 

preeentaron par~ lo eepare.ción de lee c6lulae j~i 

olsinato Be dotel'minó le. viecoeidad de loe caldee úe 

fermentación como una medido indirectn de la 

oonoentr~clón de alGinetu µr·eei::íH-'= en el t!l·.:·di1_· 1 Se 

relooionó uon lr.i V.lacc,,id."-d ,je l <'!g113 medida en l.•,e. 

miemae condiciont!'B}. Cabe J"eOt'l.lnnr que '.!!a!.s mt':><lida 

llnioaa1ente noe oirve oomo r.1t.':Lodo ú~ c0.uptJ.rl'-1oión p."lr" 

inferir la produotividac..I de las Ot'!pae r...ut.'."3.datl. He· e~ ur. 

eo tiefe.c. to.r lL.f!. 

Se procede Je la ~ir;ui~nt~ forrne: oe 1olue el tiemp,_• de 

flujo del a~u~ a JOQC y poeleriorm~nte el 

flujo de lo~ ualdoB r!~ fe1·~ent~ció1·¡ 

t.iecipo de 

temperatura en un ,.ricoo~im~tPo, con la ayuda. de un 

cronómet1'0. 



3. RESULTADOS Y DJECUSIOR 



PRIMERA ETAPA. 

El trabajo eo dividiO bAeit.:em~nte en lree etapt.u!: 

en la primera ee proberon lae dif eren~ee fuente~ de 

carbono, ~oncentrociOn d~ foefatoe v el uoo J~ MOPS como 

regulador de pH. 

Conviene eoN~lar que el trebeju ae realieó ~rl fo1·rne 

partüela con un proyectv de proc1ucci6n de 

hiperproductora~ poi• mut~cione~ realize~lan con luz ~V 

De .eeto forma e~ fue aivan7-.ondo en l~ optiroizo:i6ri úél 

proceeo y al mieimo tierapc,.. incorporando nueva e cepa e. 

FUENTE3 DE CAR80N0 ANALIZADAS 

Se anali~ó la influ~nci~ de la fuente de ~~rbono,en l~ 

producción de alginato, pr•.1bAnduBe la slu,.:.o!!'la, fru..:.toae, 

eaoarooa v la combinacióG d~ ~luc0aa y fruet0~~-

TABLA 9 OPTIMIZAClON DE LA FUENTE DE CARBONO 

FUENTE DE CONC éNTRAC 1 Oll I CONCENTRAC ION CONCWTHAC ION 1 
CARBONO INICIAL DE flHAL DE DE ALO!NATO 

AZUCAR AZUCAR 1 

t:/l , sil Sfl ~ 
OLUCOSA 19.!ib 1 15. 71 1.>;:i; 

FRUCTOSA 19 31 1 19. 31 o. 00 

IJ~UCOSA . 1Y ')<!'~ 1 ¡ 7. n o. "º FRUCTOSI\ 
1 1 

1 l SACAROSA 30 '·l 1 11 I. i _J 7. (' 1 

1 --·----L 
Cepa ~1:obacta..r_ v.tr·.~10.ndii eilvo~t1't~ ATCC 12519 
Temperaturb. :-aocic ------- Agitación ioo rpm 
Tiempo d= fcr~sn~soion ;o h 
Volumen dol m~dio 100 ml medio/1atttl"a¡¿: de 500 1;ü 



De ecuerdo con la tl)bla '3" ee obeerv" que lo wejul' fuente 

de carbono a ~er empleada e5 l~ eacaroe~, aunque ae 

hubiera per,eado en uno mayor fecilidad pe.T>a metebolizar 

~lucoaa o fruotvee. 

Poe teri orm~n to ret.ilizoron fermentacioneZ'!I con 

diferentea conc~ntre.cionee de fo0íatoC'I, Loo rooaultadoe 

TABLA !O. O?TlM!ZACI01' !.'F. LA CONCENTRAClON 
!N!C'l"L DE FOSFA10 EN l':L MIWlO DE CULTIVO 
DE <L vinelandii µAP.A LA l'RODUCClON DE 
ALJINATOS 

SACAROSA 
FOSFATvS ¡ RESIDUAL lllOMASA ALtlINATO 

mM i:;/l g¡l ~,¡ 

·-
0.25 ¿¿ 2~ 

1 
0 . º"' o ~ .. 

S. DO 1 s. 1 ... 1. 08 o. SJ 

10.00 !S. 21 l. 32 o. 77 

5.00 f 18 ,02 o .90 0.4'6 

l 

Cep~ Azotob~oter ~-L!l.~~911. eilveetr~ ATCC 12516 
Temperatura JO'C A!lttaciOn 100 rµm 
Tiempo de fezimentac.ii:in !50 h 
Volumen del medio 100 ml de mc:dio/matJ"~~ S00 1;ll 

Concentreoión inici~l do GdC8roea 20 sil 
t Volumen del medio 200 ml en matraz de E'•OC r<il 

1 



TABLA 11. USO DE DIFERENTES CONCENTRACl~NES D• 
FüSFATO~ A pH 7 7 

A.L·Jl~ .... 1-
r;il 

..... 

Cepa Azotobaoter vineland.J...1. eilveetl'e ATCC' 12518 
Tewper!'tura 30°C Agi teición 100 1·pm 
Tiempo de fermentación 50 h 
Volumen del medio 100 ml de med io/mat1 !'IZ ~ce :o.:. 
ConoentroQiOn inicial 1e eac~roea 20 sil 

de euma lmp0rtancia para el deearrollo 

1 

microorganiemo y paro la producción de algin~~o la 

presencia de fc1eft)tOf'l 1 en la tablo 11 ee demu~rH.ra que 

una ausencia de deearTollo del mict 00q~e:niernv, ~ut'lnd .... : en 

la fer1nentación no ~~iflten fol!Sfatuft. E:n oow-entr!'lc iooel'! 

de 5 y 10 mM ee pre~ente meJor deearrollo del 

ruioroorganier1h1. Ca~ aetl!'!lrir qut!' ol inicio del p1'<:·ve....:to 

viecoeicleid d.'.!:l medio fH! optó p()r trabtd~r con une 

conoent1'0.:-.:i '"1;-; <l~ S :.1ti4 de fc13fatol'!!. 



En la tabla 12 ee preeenta la comparación de lee doe 

cepae eilveetree adquiridaa de la ATCC. 

TABLA 12 COMPARACIOl'I DE LAS CEPAS SILVESTRES DE 
~oto~~ vinelanJií 

SACAROSA 

1 CEPA HESIDUAL IHúM ... SA r.LOWATO 
i:!l sil 

Sil --1 -
904& 1. 17 2. 09 0.55 

125Hl 1.20 2. 12 

1 
I]. 73 

1 

Temperatur!I. 3o•c "gitaci'~.ira 100 rpm 
Tiempo de fermentación SO h 
Volumen de fet·mcntaciOn 100 ml de medi0/ru~tra~ 500 ml 
ConoentraciOn iniciol de oacaroo~ ~o sil 

~ e~t~ eet.udio ... -o-.;ip.!lrotivo ~~ deci.di0:1 t1abajer •.:.un l.a 

ATCC 12529 que pre9entabo moyor productividad en la" 

condicionee de trabajo empleadae. Eeta cepo eirvi6 

it:;ualmente de bal!!le paro loe trobajoe de mutaci~1n. 

De acuerdo cor1 loe dotoD bibliosr~f leve rooopilodvs ee 

probó el u1rn de MOPS ( '1.cido 3 (l'l•morfolino) prop~nil 

eulfónico) como r 0?!gulo.dor de pH con el r in de mantener 

e!:!te cercano a 7. 2. v1\lor óptico p6ra el deearrollo del 

microor~Bniemo. Eato ee debido 1:1 que '(l)l ueo lle •~í• 

reftul~dor de fosfotoo, adecuado pore la ~ona d~ trobeJo, 

afectarla la produouión uomo !3e 1k:WOC5tró en .leo. table. 10. 



Loe reeul tadoe ee pr"a'dntan en la table 13. 

TABLA 13. EFECTO DE USO DE UN SISTEMA REGULADOR DE pH 
(MOPSI EN LA FERMENTACION EN MATRAZ DE 
ALIJINAT•1!' POR ~~ ~landli 

HOPS SACAROSA IHOMASA ",;;;~ mM 1)/1 !l/l ~11 

25 5.37 1 . º"' 1.53 

:2.1 l 1 so 
1 

•'+. 19 1. 18 

- -

Cepa Azotobecter vinel~ndí.i ~ilveetre r.TCC 1'.lS19 
Tempere. tu-ra 30" C - A,ei tac. i6n 100 I'pm 
Tiempo de fermentación 50 h 
Volumen de fermentación 100 ml de mt0i.o/motraz de SOO rol 
Concentración inioie.1 de "ªc~roeo 20 ~/l 
pH inicial d~ ln fermentcción 7.L 

Como µodemoe obBervor en le t~bl~ 13, se lo~rO una 

mayor produotividod do olc,inato empleondo MOPS por lv 

que ee decidió que "!!n l.:i euoeei.vn ~I'.'~ ~mplao.l'ia come 

conetituyente d~l medio de cultivo. 

Ef"ctc.i dc-1 pU. 

Se realinó .Jn~ oomp•.:ff:\oión de dJ for<..mtt:-.G valoree de pH 

iniciol "nc.mtrar el v~lor Opt. lrav pan::. la 



TABU. l,;. COMPAl<"CION DE DIFERENTES VALORES DF. pH 
INICIAL Erl CRECHIIENTO y PRODUCcror; [;E 

ALGINATOS POR ~ ~nel•n<!l.!. 

...--------.------....-------..... ----~ ·-------. 
pH 

INICIAL FINAL 
8ACM~os ... 
RESIDUAL 

¡j/l 
ALOitlATO 

~tl 

r--~~~--·~1---~----i--------;--------1 
6.2 6.16 Q.93 1. 61 1. §El 

6.7 7.75' 2.04 1. OEl 

1 7 ., 7.10 7.7(1 1 1 ¡;;9 1.92 

[_ __ ~_:_:_:_.i ____ :_:_~_,: __ L:_~~- ___ ._, ____ :_·_:_: ___ 
-:=epa ~oto~acter vinela'l.Qll ñ'ICC 11.51~ 
Temper~tu1·~ 3occ Agitación 100 rpm 
\iolume:n de fermentaciC•n 100 nil tJe u.e'\..iio/moLn!iZ de ~00 ml 
~oncentraoit~ inicial de eecsroBa 20 e1l 

De acuerdo con lo~ reeultodoG moetr&doe le tbbla 14 ~e 

ein embargo en l"- tBbla 13 ae preeentoii 111ejoreo 

v i'"'.: 1 u~u de MOP.S por lo <lUe 

Se realizo t~mbi~n un lute de fe1·~entecionee aJUStondo 

el pH con NaOI~ y r~M OH con ~l fin de obA~rver ~i la 

" preoencil'I de nitr-::°J[J:eno fnvor!!c.in l!} fenuentaci6n, ~'ª 

que nu~.rntro :nedio c:.~tb. libr~· d~ nitr1 ó1J.~no teniendo eri 

presentan en la tobla 15. 

so 



TA~LA 1 S 

CONDICION 

2SmM M NaOH 

50mM M NaOH 

2SmM M NH OH 

EFECTO ['~ LA REOULAClür-.1 [1E: pi-! Cí·i~ i-.IM"lH Y 
NH OH EN LA FERMENTACLON DE ~ vine:•ndi1 

4 

pH 
FINAL 

6.9 

7 l 

5 ~ 

.SACAROSA 
RESIDUAL 

!J/l 

1.1'· 

Li9 

¡¡g 

n 1. 02 

~6 .37 

.5~ 1. 10 

1 

SOmM M rm OH 5.4 2. 20 ] - lt;, o. ;¡7 J 
<::epa Aeu~obac.~~ ~_!._nelandi,l 12!;19 
Tempe1·a.tu1e. J,QºC At;:itl"'ciVn :.:1( r¡..•11• 
Tiempo de fel'fl'ltmtaci~<11 ~O li 
Volum~n d~ f~rnientoción 100 ml de m~Jio1m~tr~~ ~~ S00ml 

En dicha tebl a. a.e ob~erva que no p!·caentfJ nín~une. 

vente.Jo parn ~1 de801•ro!lo y la prod~ictividod del 

microor~anierno l~ pre~enci~ de ni~1c•oeno en el medi~i. 

por lo que la~ fermontecir•no~ ee continu~i-on ~Juetond0 

con l~aOH ein pr~een~~rae inoonvenient~s en 

fermenttH-:ioneo. 

En eeta ct~P~ del p1oy~cto ·~~ ~tiJ.i.~o l !': pr im~l' oerie 

de mutant~e oct·r~prcj1Jc~orao. Lae condlcirn~~ en loa que 

~e obtu•1ieron ¿1~hno rauter1leo ae pre~entan en la table 

l,.,., tabltt i 7 
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TABLA 16. TIEMPO DE l;.¡:.osICIC>N DE LA <..'.Ef'A SlLVESTRI< DE 
b_:_ vin~l ª1"Js!il ATCC A LA LUZ UV µ.:d~A L..a¡ 

OBTENCJOI< DE MUTANTES. 

CEPll MUTADA TIEMPO DE EXPOSICION 

.,046-1 
904&-2 
9046•3 
9046•5 1 
9046-6 

12519-2 

10 min . 
20 
30 
10 
20 
lCJ 
20 

12519•1 J 
~-~~~~~~----.....J.-~~~~~~~~~-' --~~~~ 

TA8LA 17. COMPARAC!ON DE LAS CE~AS DE ~~rnú,_~ndii 
MUTADAS CON LUZ UV. 

90~G-Sil &.:JO 9. 02 2. :n o B&u 1.22 

9046•1 5.:<D U.75 :J.4'· .120 ¿ .9\l 

9046·2 S.23 1C . ·¡.3 3.22 .232 4.35 

90(,6•3 6.0'l 9.02 
1 

2.90 o. 96'· i. z;· 

90 .. ,& .. 5 6. 13 9 .. fM+ 
¡ 

2.22 0.900 1.70 

1 904& .. & s ·"'º 3. 64 :;¡ ·ºº 1.020 J.22 

12s1g-s ~ ~ 'l8 1 1 .1:11 o 7t.O 1. lQ E-2 .... 2 12 1" J 0.89 -~~--~~:_J __ I _..........,._¡_ ___________ . 

La vLscoe:idad t>..:!ete ._¡11c.i!J i;,)r,:;o 1,, rl">l~ciOr1 ont::nJ 
tiempo d~ flujo d~ le mue~tJ'~/tiernpo de flUJO del il~U~ 

Tempbrta tUl'l'l 30 o e ACi tach':in t (JI) rpm 
TieMpo d'! fermentac.ióc~ ·12. horeitt 
Volumen do fermentac!.ón .:..;:J ul d··-~ 11-:·~dio/m~trdz .J~; 50úml 
Conoentrllción de MOPS '.í-. S mM 
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Como puede obeervaree en la tabla 17, hay un tiumentu en 

la conoentr8ción final de alginato aon lile cepee m.utedae 

oon luz UV. Se pre~ente une medido indirect~ de la 

conoentr~oi6n de e:lginato que nos eirve c1....c:io 1Jompar~o ton 

ein preaentar loa m6rgenel'J de ~1,ror de la d~terminoc i<.'m 

vlo preoipit~ción oon A-proponol. Se obtien~ unes 

releioión de tiempo do f luJo del o~ldo de ferr::entoción 

con roa.pecto .!il tiempo de flujo dol ecua a ln mierntt 

temperatura. ae~ón ee df'":l!Of'ibió t.H1 mt"iteriale~ )' l::~todoc.; 

8e encontró qu~ loe moJoree reeultado~ 9e obr.en!ari con 

llll cepa 9011& .. 2 por• lo que eo emplt:<:• en el trabajo 

eubeecuente. 

SEO UN DA ETAPA. 

En eatts otapa ~o reetli~tu•on oll.!unoe pruebas pora 

determinar el voluml!!n de medio y la. o&i toci·~n óptiooe 

{que indirectamente doterminen los requeri~ientoe de 

oxigeno en el medio de culi::.i.vo). f/JBrei. eete ~fectc ~e: 

colooeron matrac~o d~ 600 ~1 oon dif6ronteo volü~enee de 

medio ( 50 y 2EO ml) 'J a ·· ,:~ dife1·~nteB velocidodee do 

onit!loión 

mit~d d"l 

(GO y 100 rp?l' r:ie:traC\?Ci ~n .lo~ que a la 

volumen 

dol cedt•:• '::rti~~~:V-'.'. 1 ·.-~ n::ír:r~.~'J 1 un fil·"lif:.J'.'.·<: de f.r)C o 100 ml 

noson el o&~o. con el fin d~ o~~~r1tnr u di~minuir l~ 

disponib:;..lidad d~ OJti,t .. .::;nc. Lo·:·. renul tadoa fle 1!1Uet1tren on 

1 a tl'\bl'"' i ,, 



!AB'"'A 16. EFE:C'f,) DE CONDJ;,..~l0NE.S DE A.i:HfJ;('.I0!1 EN !..n 
PRODUCCION DE ALOINATO POR ~ Y!P~landi) 
MUTAD/\ 904&-2 EN ~AJA VELOClDAll !JE /\ül lAClOJ; 
EN MATRACES AGITADOS 

VOLUMF.li ~H--r:_/\_C_A_R_O_S_A _____ ~--D-E_r_;_g_Jt_)A-D~-V-I·SC--0-S :-D-A-~-

ml 1 FI~~L .liESIDUAL !lll OPTIC/\ RELATIVA 

50 5. O 4 .15 

250 6.5 

100'500 14. 7b 

soo•100 &. 10. 7•S 

Tempe1•atura :io•c 
Concentración d"' MOPS 25mM 
Agitación lenta 60 rpm 
Tiempo de fermentación 72 h 

-' 

10.50 3. 7'1 

l. 65 l.00 

92 1.0& 

12. 21 1.41 

Vol~ruenee de fermentación v'riabloe, so ml, 250 ml, 
cambio de matraz do 100 o matra~ d~ soo ml y vieceverea, 
aproximademente e l~ mi tl!fd del ti~mpo de f ·"!'!·menta.1..ión. 

TABLA 19 EFECTO DE CONDICIONES DE A!f<EACJOr< El< l..' 
PRODUCCION DE ALOiliATO POR "'-- !,f"nelhnQ.U 
MUTADA 9046-2 EN ALTA VELOCIDAD DF. AQITACIOll 
EN MATRACES AOITAD08 

VOLUMEN p~ 

ml FINAL 
SACAH0.91\ 
R[BIDUAL r,/l 

DEtlSlDAD VISCOSIDAD )

1 
OPTlCA RELATIV~ 

50 4 .9 R. 51,. 

1 
250 4. 9 ;_l. 12 

D.~O 2.29 

11.n 4.04 

10.29 .t..;;<!i J 
... s_º_º_ª_1_º_º ~,-· º-i-..--.~~~-=-----L- l~_:_i_ ._'._2 .. 
1oo•soo '4.íl 1'.l .09 

Tempe~aturo ~o&c 
Conoentrooión de MOPS 2SwM 
A~itaoión r6pide 100 rpm 
Tiempo de fermentación 72 h 
Vol~menee de ferroentnaión va~i&blea. so ~l. 250 ml, 
aambio du matroa d~ 100 a matrhe df.:i EOO r.il y vi<.:evereo, 
aprox!mudm!.1~ntc o. ln .tiL<;.·:.i de"Jl Li.c1:zi¡)0 do fo1 '.4>t:.\nt.n.~iVn. 
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De la tabla 1e y 19 ae deeprenden una e~rie de 

reeultedoa intereeontee1 por una pe rte. loe 

microon:aniemoe que crecieron oon a~it8Ci0n lenta 

preeentein una forma alornodo. al observo.r·a:e en 

microBcopio, mientr~e que loB Ue Blte vclocida~ de 

a~itación une f1Jrma oircular con una aapa Je ~1~1nato 

notoria al microecopio, oo&o 6e obeerva en le fiftJJ'O ~. 

Pvr otro lt!ido, loa valoreG oxtt•emve d~ diep0nibilidad Je 

oxigeno ( .dSO wl ra~io, agitnuión lento y ~o ml d~ :iedio 

asi tac.1611 rApida) no eon °.;.undioi0nel'! !.menas, ea d~olr 

tanto la limitación como el ex:coeo de uxli:;en0 perjudi~.ein 

el deoarrollo del microornaniBmo, mientras que: loe 

puntee intermedioe r~eul ton e~r larii mejor·e~ condici1..'nco 

de trabajo, i.stoa resultodoa oo iluZJtro.n cm la fir;;ur.:!I l.J. 

e) 
10:.0i•l 

FIGURA 9. ,\) Dl!SARROLLO DEL fllCllOOllOl\IHEl~O A) lJAJA 
VELOCIDAD DE AOIT/\CION ¡ Bl o¡,:,;111U<OLLO DEL 
M!CROOROAMI''li""J A ALTAS VELCC1DADES DE "'OITl.CE-N 



' 

1 

:on baee en lo~ reeultedoe obtenidoe en el e~tudiu 

anterior &e realizaron fermentacionee con SO, 100, 150, 

200, 250, 300 y 360 ml de medio l' con una velocidad de 

agiteoiOn de 2.00 L pra. Eeta;B l,)<Jndicionee ~e definie1'on 

con bt1se en nrO.fioet! donde ee repoz•ta la velocidad de 

tranef eronoia de oxigeno en f unoión del volumen del 

medio. 

TABLA 20. EFECTO DE LA AIREACION EN EL CULTIVO DE 

VOLUMEN DE 
HEDIO 

ml 

60 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

fL_ vinelendii MUTADA 9046-2 EN MATRACES 
AOITADOS 

pH SACAROSA DENSIDAD VISCOSIDAD 
FIN'°'L RESIDU'°'L OPTICA RliLATIVA 

11/l 

5.09 9.20 11. 10 2.91 

5.07 12. 12 14. 76 "'· 97 

5. ll 12.31 11. Ge, 5.00 

5.26 12.09 9.0& 0.50 

5.23 ll.02 9. 72 10.43 

5.21 12. 24 6.49 9 33 

5. 17 12.03 9.6& 12 08 

Temperatura Jo•c Agi taclón 200 rp;¡¡ 
Tiempo de fermentación 72 h 
Se probaron diferontee volllmenee de fermcntaoión, desde 
50 hata 350 ml de medio en matra~ do 500 ml. 
Conoentraoión de HOPB 25 mM 



La tabl."1 20 m1Jeetrl'l loe r~"ul tedoe obtenidoB, Jonde el 

tiempo do flujo del :tetro.~ con 350 t:il d~ wedh.> lrnpero. 

note.blemente el de lar,, ferment~oionee hB!llta ahoro 

reali~o.da5. AdiLionelmente, la cantidad de 

form-!>do. no t'!t.1 muy alta, POI' lo que p0demue P·~Ji6!'l.l" que 

bajo eetae LOndicione~ ~e f~vur~Ce l~ pl'Od\JCLÍÓO de 

lol'I finee del proy~cto, cie decidí(> oabaJlH •:un eetDB 

oondicionee. En J~ f1~ur~ lJ ee a0~par~ lo copac1d~~ 

ocupada en tll'!tracel't de SOO ml con 100 velLlrea reportad:...e 

en lo literotur~ par~ lR v~l<"Jcida.d de trcino1ereocio de 

ox!seno 

pr-oceeo correflp..::nd.en ~ ODJ<!!" tron"'ferei.cio.n de vxigeno. 

VCli,\IMFiI nr: !~OLL:G [()N ( :nl: 

FIGURA 10. :H,\.N6iliRENCIA DE OXIOl!f\10 ¡¡fi FUNCION DE L" 
RELACION •m:.1:•-IEN m::. MATRAZ/VOLUMEN DI!: MEDIO ¡;;¡, MAT!<ACES 
AGITADO!;. \ t '· ' 
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TERCERA ETAPA 

A partil" de ~eta fermentación ee inicia une tercerc 

eta;pa en el prooeeo, en la que le.e fermentaoionee eie 

reeilic.u1ron con .350 ml de medio y a zoo l'pm como 

condicione~ ueualee de proceso. Se obDervabo, ein 

embars;-:J, que fle obtenia un valo1· de oaceroea ree id u el 

elto, por lo que t!eo rcialinaron fermentacionet.1 coo 

diferentes ccricentracionea inici~lee de eacaroea1 5, B, 

11, 15, y Jüg/l 1 .0~ reeuJ:~rloe ae ohao1~van bn ls tabla 

21. 

TABLA 21. OPTIMIZACION DE LA co1;cWTR,'\CION INICIAL DE 
SACAROSA EN CULTIVO DE A. vin<>l~ndíi MUTADA 904'5-2 
BAJO CONDICIONES DE BAJA TPANSFERENCIA DEOXIOENO. 

SACllRO::-·T 

INICIAL 
c11 

6 MO?S 

9 MOPS 

11 MOPS 

1S MOPB 

pH ,)ACAROS~r:,=:r=""'° 1 FINAL HF.SIDUAL OPl lCA HEL/\l'IVA 
~/l :·:·¡-: '::1·- :· ::· ~:i 

!!i 1 4 B 1 f.. 04 4. 04 

so 10.39 0.13 3 95 

,._ 1~ l 
3~--_J 

Mor>;I 4. g 

HOPS t..'1 

----------·~·"·-

20 s ¡.,. 50 ~.&O 

20 c 13.()3 8.97 

Temperaturtl. .iú* e ,"-,gi te e! •'m 200 rp:n 
Tiempo de fermentaciór1 7'.J. h 
Volumen de fer•Jllente.::d.ón sso 1111 d!':" m~dio/mtJ.trnz de SOOml 
Conoentroción de MOPB :a; r.:H 
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Como ee puode voeervar, en lue do~ prir:1.e1·oe oo.eoa fle 

ooneumiO prActicarnente toda la 8ocarcBa, mientt·ee qu~ a 

partir de 11 ~/l el ooneumo de oocaro~o ne f~e totol 

Sin embargo, ae preeento una alto producción de el~ine.to 

no oorrelaoions.d~ oon el coneumo. Be puede penoo1' en 

poeiblee errorea del metodo, va que- r"l!." • •bt íen~n 

OB11tidadee altee de eaco1·o~a reBiduel y de alsin~to, que 

no noe darian el balance teórico. Como ao11cluBiOr1 d~ l5 

tabla 21 ae doeoidió eesuit' empleando 20 g/l de r:1001H'OGa 

y MOPS pa~e lo producoión del pollm~ro. 

En eeta ~tapa del pruy~ato 3e utlli~O une r1ueva 

eerio de oeptus rautadaa qu!aii..;amenteo, por lo que ec· 

prooediO a compernrlaB con la cepa de traboJo 904&-1. 

Loe reeul tllidoe Be mue~tran ~"m la tebl1.1 22. 



TABLA ~2. COMFAR¡,CION DE LA c¡¡p¡. MUTAD¡, ~0•&-2 CON CE?Al? 
00TEtHDA6 POR MUTACIONES OUIMICAS. 

CEPA pH SACAROSA DENSIDAD l/!SCOSIDAD 
l'INAL RESIDUAL sil OPTICA REL/\Til/A 
-

90<.&-2 &. s 10.67 7.8& 28.22 

9046-ll "· 2 12.1& 11. Sl E.0.41 

':iO-.iG-C ó.1 12.03 8. 70 3.75 

'l04&-F S.4 11. §7 11 . í10 GS.92 

12s10-1 &.i; l&.OS 3. :l& 1.20 

l2S1B-~ &.& 16. 4'l 3.0'l 1. 12 

1 

Cep~ Azotobeoter vinelandii 9046•2 
Temperatur8 30" e Asi taciOn 200 rpm 
Tiempo de fermentaoión 72 h. 
Volumen de formenteoiOn J&O ml de mediQ/mctrnz de SOOrnl 
Concentración de MOPS 2; ruM 

Despu~e de 1•ettliza1· lae comparc.cionea que ee muel!Stron ~n 

le tablo 22, Ge d~cidló t1•abajaz• la Gi5-f'lO 

que preeentaba el 1:i.~yor tiempo de flujo buenae 

propie<lade~ del ~l~inato pera precipitar con 2•propanol 

y para g"l if icor con Ca Por lo anterior 3e dof inló 

o lo cep.!\ 90'16•¡.~ corno lo mejor do todtHJ la.a ~en~radae 

por v1A mut~genice en cuento ~ productivid~d y c~lidad 

del pol i1!le!'o obt~n ido. 

Se realJzó teimblén uno UUl''/B. de cI'eoimiento del 

mioroorr::i!:lniemo pera ob~ervar en que !aee de BU 

orecl&li:.!Jnto ae precC"ntts.h~, l'!'. rroduoción d~l poli~ef"'J . 

• ;o 



L.e cinétiua del ¡.>z'ocee:o ee mueetr~ en l~ utbltt ¿3. 

'fABLP, 23. ClNET!C'A DF CRECIMIENTO DE l\~otyt~~:!'.. ~trL~.le.ndil 
CEPA 9040ó-2. 

TU:MPO pH SACAIWSA DENSICAD vISCO.S10AD 
HORAS FINA!. RE!i!OUAL sil OPTJCA RELATIVA --

00 7 ll 20 .34 o .24 1 02 

06 7. 10 19. 74 

1 

,) . 27 l.02 

¡¡;¡ 6.G4 17. 28 ! .20 1 (¡¡.j 

1 ! 
25 &.S7 17. B ""·· _¡, 

1 

l '12 

1 

29 G.S2 17 .22 ••. 59 1. lv 

21 &.GS 1.;. :rn s •1 ¡ 1 . J:~ 

49 G. 51 14.84 ¡:¡ Jl i 3.1:< 

1 
52 o; . .:.o 14.SO ll . .,S ¡ 2.9!.t 

55 6.39 12.46 l~ . .&J i 3.\l!i 

n 6.09 9.32 1'4. e;-1 20.0() 

70 5.9ií 'l.43 

l 
¡,,,, 34.41 

1 94 5.7S &. 72 lf:i. 20 ~7 .12 
1 

- - ____¡.. j 

Tempo:ratur<'\ 30 4 C A~i t.eic:i ón 200 .rpro. 
Volumen de- ferment~i:1'.~m 350 rnl de medi01!il.l'ltra:& E.C10 ml 
Conoentrn..-:.ión de MóPf.' ~S :-:~ 

dentJidesd •;1pl.!.c.:'l p1•opo~·i..::'.. 1~;t::.ler.. eir. !!:ruba!·~o el t;umen.to 
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Cinttica d9 crtcirdrnte de A. vínrl.u.clii 

¡----
l /). S:u:1rou. ruidtu.t (~/l) 

1 A Wuid;\J ovtíca 
)51 

1 

~ 
r~~ 1 

I 1 

1 

FIOURA 11. CINETICA DE CR[CllHE!ffO DE 

G2 



Con ol f 111 de co1•robore1· el r~ndlmie11tu de la copa 

seleooioneda ~046 .. F y de poder reoliz.a1 un eetudio 

reolO¡:ioo del L<...•lucel'üfl ._uatro 

fermentaoionee y la mejor íue eoruetida o un entudio en 

un visooeimetro Brookfiel para oompara1 1 l~ aon aoluoionee 

eetAndar de aleinato de elta y baja viBcoBided. 

TAliLA 2~. FERMHITACION CO!l LA MEJOR CEPA PARA RE:ALIZ:\~ 
LAS PRUli:WIS REOLOOICAS CON SOLUCIOllES ESTñl'<DAk. 

Mi:DIO CO~·:EHTR/\CION DE VISCOSIDAD 
! 

9IOM/\il/\ Ml RELATIVA 

1 
1 7.4& S:l.12 1 

2 
1 

9.02 38.lJ 1 

3 13.32 02.'>l 
1 

1 4 11. n. 40.95 

_J 
Cepa 904&-F Te .. peratUr6 JO' C 
1111taoiOn 200 l'P" Tiempo de fermenteoi6n 72 h 
Volumen de fermentación 350 ml medio/m~trae de SOO ~l 
Conoentraoión de MOP~ 25 mM 

il metrn3 l con moyor 0onoentr~oión de producto, 

procent6 en ~l enturlio d~ la 12, un 

alginato oomeroiol de bc5j viocoeidódi tanbi6n ee 

preaento.n "!'.n ~!itn fi(t1Uf't cnnc!'."!ntrocion'?la de '!.O y lS g/1 

00ra.port.t:<;: i-i;,:-¡,o;_ :• ,~inilG:L' ~l d-.!-1 producto ooi!loroieiJ .. 



. ·--·---------~ 
i 

-1··-

Meñfo de cu1tivo • 1 O ;¡/l BAJA VISC. 

li'IOURA 12. ORAFIC/\ DEL ESTUDIO REOLOOICO DE l./\ CEFA 

SIL!i:CCIONADA (9046-V), CON ALOIMhTOS COMJ;:RCIALES Dll ALTA 

Y B~JA VISCOSIDAD 



FERMENTACIONES EN EQUIPO LH 2000 SERIE I 

con el fin de afinar laa condiolonee del pro~eeo ae 

realizaron una eerie de fermentaoionee oon diferente~ 

velooidodeo de e~i to.oiOn y aireación en un Fermentador 

LH 2000 Serie I con una capacidad de S 11 troa, donde "e 

trato de mentener la relación volumen del medio 

volumen del recipiente, que oe ten!~ en el matra2. 

lln la primera: fermentación, \luya evolución ee mueetra 

en la tabla 25 se obeerva un desarrollo lento del 

aioroorganismo con uno baja produooiOn de al~in~to1 

dur&nte la fermentoc!ón ae eueper.dió la aire8ci0n del 

medio, sin emberco, no ee fBvoreoió la produooión 

de al3inato. Se decidió antonae~ diBminuir la egitcoi6n 

y no airear. 

&S 



TAQLA 25. FERMENT11r;Io!< l<o. 1 E<~LJI¡..o l.H1 

AOITACION 400 RPM - AIRIACION 600 ml/min 

TIEMPO (HORAQi DENSIDAD OPTICA VISCOSIDAD 1 
RELl\Tr:A 

00 

03 

16 

21 

27 

42 

49 

so SE f'AOG 

66 

1 

Cepo 09<..;-2 
Volumen d~ medio '• l 

EL 

1.'.<i.l 1 .29 

1 .05 1.2~ 

;: .. ~;. ---
1.02 ---
l 'l 7 

1 

---
l ~6 --- r 

L.6'5 1 ---
1 

SUMI!H.STRO DE,ñlílE 

1 

6.i.O 

1 

t. 21 

TemperbtUl'."e 30 oc 
¡.¡.{ 7. 2 ,.,_juctod1..• con NaC.H o. 5 N 

como put~e obe.e1'Vl!l.r~e en ls tobla 2~ ~e pr~aent~· un 

deearrolla lento d~ denftid~d ó~tica y un ~umento ligera 

ngi t.ació11 

Optioe y u11 c~nMu~o .j" NnOH ~·oneider~blc. por lo que ~e 

puede P'~~!Wt\1' que Be vió l l"lVOreoid.s l.tt µro.Juoción de 



TABLA 26. FERMENJACION No.2 EQUIPO LHr 

AOITACION 400 RPH - SIN AIRE 

TIEMPO (!WRAS) DENSIDAD OPTICA VISCOSIDAD 

ºº 0.02 l. O& 

07 0.06 ---
21 

1 

o.oe ---
27 O.OB ---
31 1 0.10 ---
47 o. 74 ---
51 o. 94 ---
SS 0,9t; ---
&3 l .10 ---
70 1.26 ---
so 1. 20 ---

SE AUMEN O LA /\OITACION .:.... i:?SJ rr·m 

1 

1 

! 
l l. 3 

1 

3.81 1. 2(J 

--
II Cepa 904&•2 Temper~tlJra 304C 
Volumen del medio .:. 1 p~ 7 :.! oJuer.aclo cun i~ttQH 

En el caBo de l::i. ferm~ntzición !'f'~portadn ~n le tablo 27 

ee increm~nto le b~ltcción y le ~iz·~aciún obt~n!~ndo~e 

una denaid.ad ópti.cn. biomtH~ll y conoumrJ de tioOH alt.oo. 

pe11tH1T que las 

favorO'cie.ron ~l de~ut•riollo d0l micro0r~:tanit:J1110, P!JI'o no 

~e1 lo producoión de olgin5to 
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TAQL/\ 27. FERMENTllCION Nú. 3 Et. E(¡Jlh.l LH, 

AOIT/\CION 700 RPM /\IREACION 1000 ml/mi11 

TIEMPO DENSIDAD :nl r~aOH VISCOSIDllD 
(HORAS) Ol'TICA OASTl\DO 

ºº 2. JI 00 1.04 

14 L..64 80 ---
18 .:. . 20 25 ---
21 ;¡. 12 30 

1 ---
29 11.&7 16 

1 
1.LÜ 

39 12.3& 00 

1 
---

42 11. 7& ·)0 1 ---
47 

1 

11.37 ºº 

1 

---
&2 11.29 00 ---

1 
&5 11.76 oc l. l•J 

III Cepa 9046•2 Te~peratura 3o•c 
Volumen del medio 4 1 pM ajuntado con NaOH o.S N 

En lb tabla 20, ee pr~oente otre fe~mentacciOn er1 la que 

ee mantuvo alta la aeitaci~n a una muy b~Ja airee,:iOn. 

dee?)rrollú ~iol 1.:icr.:rn:-,-.:i.n.!::!:'o '! 1-i. f'1'1"'ld1Jcc.ión de 

alsinato favorableo d11 c~~~arcciOn con 1~~ anterio1·eo. 

ein obte~1etr V;.":lnt.llJtJo paro lr. ;:n"u:JucciOn de !)..leineto. 



TABLA :;rn. FERMENTACIOf~ No. 4 rn E•~UIPO LH. 

ArJITACION 900 Rl'M A!REAC!ON 120 ml/m1n 

TIEMl'O CHORAS) DENSIDAD OPT!CA NaOH VISCOSIDAD 
ml 

ºº 1. :20 00 l. 20 

30 28 .47 !&O 2. 91 

.:.2 

"1 
32. ""' 00 2. 95 

45 :27.49 co ~-g3 

SE EL SUMINISTRO DE A R~ 

1 
" &'.l l .. 

IV Cepa ~0~6-2 Temperatura Jo•c 
Volumen del medio 4 1 pH eju~tado ~on r~a0H 1 ri 

En l~ tabla 29 ee preeente otro intento con una meyor 

Se observa un li¡¡er0 deer.irrollo del 

microor~aniemo, orobablf"Jm'-'ntl!I ocupando el poco •:oxig~n0 

dieponioble en el medio. A lae S2 horae de ferm~ntaoión 

ee proporcionó aire al medio y ~e preeentó ün aumento en 

la deneidad óptioa. per•o no aoi en la vieco~idad del 

medio. De eeta pruebe Y la anterior cabe dciot.,r.;or qu~ en 

baee 

ox1s~no dinponi.ble ere pr1kticement~ •.)ero, pc1~0 ClJr.:o ne 

obeerva ee neceeari.o tinn cantideisj m1niDll'!.. i-•Ol'~ ~l 

deearrollo del microc·.rgl'-nierao. 



TABLA 2<;. FERMEIH,..Clüi>i lle . ._ S EN !'.'QUIPO LM. 

AOITACION ~vO R~M 

TIEMPO DENSIDAD ml NaOM VI.9COS1DAD 
(HORAS) OPTICA GASTADOS 

-· l ------·- -------fo--·----
00 l.:.! 00 l. l& 1 

14 i. 71 "º -- .. -
lS '.;i. 22 00 ----
Z3 2. 31, 00 l. 2() 

ZQ 2.07 00 ----
43 2.04 00 l. 20 

SE A RIO EL SUMHilSTR J DE i<IRE . 
52 1 

¿,. 97 ºº 1. 3S 

00 "l.'ilO 12.0 1.41 

75 10.17 10 l. 41 

' El 9uministro de air~ era d~ 100 al/ min. 
V Cep6 904G-2 Tomperatura JO" C 
Volumen d·~l roadio 4 1 pH ~Juetado con NaOH 1 N 
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TABLA 30. FERMENTACIONES&, 7, 8 Y SEN EQUIPO LH 

TIEMPO l\OIT¡.,CJON IAIRUClON VISCOSIDAD DEllS!C1'l-'i 
YEi!MENT OPT IC'A ! 
(HOP!IS) RPM 1 ¡¡,l/min 1 

I 56 450 600 l. 2!> 1 ,65 

¡ II 31 "'ºº 2000 1.2S 5. l'!' 

III 111 200 2000 1.41 &. 7.'> 

1 
IV 140 200 100 1.10 11. 10 

Cepa 9046-2 Temperatura 30 C 

Volumen de medio 41 

Concentración de MOPS 25 mM 

Toda e lae condicionee antcrioree rsaumida.e ~n l~ 

tabla 30, n0 gener"ron reeultado~ eati~fectorí0e. a 

peeo.r de prot>ar diferente relacic·n~f.'I o~r~/ag.J...t.~cjUn; 

diferonte~ conoentrocionea do NaOH poro ajuoter el pH 

"eneendo 6n que probablement.l!J e.!ec·to.ro lEi fermentación). 

Posteriormente B<!l penec. ,:¡ue ~l tipo de a~itac:ór1 ~;oJit> 

afeota1~ 1~ 

obtuvieron buer,os reL'.Ult.t:i0.;s po1' lo q1.!C ee ;iien:!io. que 

no el!> h~J_ lucrado enoorir.Pt:i., ... ~1 punto óptis:io de ;·e icv_,ión 

onaon:redo ~~ loe matI5CC~ d" 

formc:intaoión. 
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Con beiee en loPJ r~aul tedoe <Je exper.imcntoa 

realizadoe se puede concluir lo einuienter 

- la mejor fuonte do c-arbono parf'l la fermentación ee la 

eacarosa. o una concentroción de 20 ~/l con ~l u~o d~ 

MOPS, 

- ee indiepan~abl~ le preaenoio de foefatoe par~ el buen 

deearr-ollo del mic:roorgl'liniBD10 ~, producción de e:l.t_:::inato, 

-el UAo de MOPS paro regul6r pM favorec~ el rendimiento 

del produc·to, ya que mantiene el medi•J en el pH óptinu:.­

del microorsaniomo ~era producir "l~in~to, 

- la pteC!encia de nitróc~mu en ~l r.1t.~io no p11eo~nto 

nin~una ventaJn para le producción de ~l~inato, ;ya que 

el microorg~nicmo ee cap~z de fijnrlo del ~m~ie1lte}. 

~ tanto lae mutacionen quim~cae ~orno laa r·e~liza~!~~ ~~n 

lu2. UV meJOl'M1 lo pruduc.:c.i~ .. ,\ d~ ~lgin!!.t0, que ¡, :1j,'!•" la. 

e:epe: ~ilvootrE::.i, ademd" de m~Jortu' lo •--olidaLl del 

polímero obtenido. D~ laii anee •.;ep~is mutont=!:"t'\ ¡.irübodoo, 

la mejor fue la 9046-F que produc~ ~proHim~d~mente ao 

veces le Vifjcocd.d.!l;d de l~e cep.'11' eilveet.reo y que o: 

comperorlt1e con eolucionet1 d~ alr;lntitoo comer·o 1 ó lr.la, 

pre!!ent~ un comportf.<::1~,.-:r.>,L· ·-.¡· .. >!l.no l!':Í. de conr:.entracio11t:11 

de 10 y 15 t:ll 

la cantidtld a~ oxi~~no, deterrnJ.nodn ~or 12 re1~ciOn 

agitació-i /0.11·1.:!-"rtción tlen,~ ~,1 ofeot0 muy impo1•té1nte en 

la produ 1 :0.1<.~·nd·~ slginetc, :.·~¡ (]'m tar:c..•.:,. ".~l oxceao (:.uruo la 

limiteoiAn de oxigeno 

producción tl~ ~lcinato, 



- en cuanto a la relación volumen del mediu / volumeli 

del matraz, ee preeentan condicionee de traneferencia de 

oxir;;eno t:oe1~cenae a cero, y 

- la relación asitación-ai1eaci6n ee el µarAmet1·0 m!e 

importante pe.re favorecer el deearrollu del 

microor~aniemo y por lo tanto l~ p1·oduL0iOn d~ alcinat0. 

El ueo de cepa~ mutada~ no~ lleve e tener un !ote Je 

c:epae hiperpru~11Jc; tvrois q1...'!! pro{.-J•)ro ionen ·.:;once11trac.icn~e 

relotivomente oltae de product0 Y 4ue ade1nbe mejoran eue 

propiedade~. por lo que ee pued~ ponear ~n que eon un~ 

buena fuente de obtenci0n de f'll~inato, ~l!ernative muy 

interesante pera la Induatr10 Ali:::?;Httrie. lo cubl t.a1.:~ 

uso vari~do d~ l~~ difer~ntea tlOroa5 exietenten. 

Para c.:omplementf'lr ol Pi'eeento'!! tl'abejo eB ne·:-eaar it..• 

realizar eetudioo eob:·e el eGoalernlento del proceau 

que inoluy~n la ~en~ibllidod d~ l~ c~pa al ox!g~no 

Y la o~itaciOn mecénica, aa! como lo eot~bilidad de le 

cepa, oaueae por lti5 qu~ loo reeul tadoa obtenidon; a 

eacala leboratorio no tu~ron reproducido" en e!!-oolan 

de S litroe. 

FinalmenLc sc~olar~~o~ qu~ lo~ objo~ivoo ~1lenteedoe ee 

lograron O.!\tit1fe.cer, Y6 que 0e enoont~~ron loo 

condicione6 Optimne de ferment~ción y ee obt•JVO 'JOS 

goma 001. L:..: C""Y','"l.Cte-r-ietir:Cl19 dm:i.>&dde. 
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