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En este trabajo se estudio el efecto de diferentes fuentes componentes del medio de cultivo, en la
produccion y el peso molecular promedio, del alginato producido por Azotobacter vinelandii. Inicialmente se
llevaron a cabo cultivos de A. vinelandii utilizando diferentes fuentes de carbono (fructuosa, galactosa,
glucosa, lactosa y sacarosa). Ademas, se evalud el suero de leche liquido y en polvo (hidrélisis acida y
enzimatica) y jugo de cana como fuentes alternativas.

También se estudio el efecto de la relacion carbono/nitrégeno, sobre el crecimiento de A. vinelandii y la
produccion de alginato. Para tal fin, se realizaron cultivos con y sin adicion de la fuente de nitrégeno.
Ademas, se determind la mejor relacion carbono/nitrégeno usando diferentes fuentes de nitrégeno
organicas e inorganicas.

Reportes previos han demostrado que algunos componentes del medio de cultivo provenientes de indculos
previos, afectan el crecimiento de A. vinelandii y la produccion de alginato. Con la finalidad de entender
como estos componentes del medio de cultivo afectan el crecimiento de A. vinelandii y la produccion de
alginatos, se realizaron de cultivos con intercambio de medio de cultivo.

El medio Burk-jugo de cafia es la mejor fuente alternativa evaluada para la produccién de alginato,
superando en rendimiento y en concentracién de alginato producido con sacarosa, reportada por otros
autores como la fuente de carbono éptima. La mejor fuente de nitrégeno organica fue la peptona con una
concentracion de alginato de 4.8 g/l. La mejor fuente inorganica fue el acetato de amonio con una
concentracion de alginato de 2.4 g/l. Los cultivos llevados a cabo con in6culos lavados mostraron que el
medio de cultivo agotado no es el responsable de la culminacién de la fase exponencial de crecimiento de
A. vinelandii y que un un alto crecimiento celular no implica una alta produccioén de alginato.
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Introduccién

Los alginatos son polisacaridos empleados como
espesantes, gelificantes y estabilizantes en la
industria textil, farmacéutica y alimentaria. Estos
polimeros son extraidos de algas marinas, y
también pueden ser obtenidos de fuentes
bacterianas como Azotobacter vinelandii vy
Pseudomonas aeruginosa. La importancia de los
alginatos radica en su capacidad para modificar
las propiedades reolégicas de los sistemas
acuosos (1, 2). Las especies Pseudomonas y
Azotobacter son las unicas fuentes procariéticas
que producen este polimero (1).

Un aspecto de gran importancia en la produccién
de polisacaridos microbianos, es la capacidad de
influir sobre su composicién y propiedades,
mediante el control de las condiciones en el
medio de cultivo. Ademas, de la posibilidad de
obtener un material de composicion quimica
uniforme. La enorme diversidad de polimeros que
son sintetizados por microorganismos permite
plantear la posibiidad de encontrar un
polisacarido con propiedades fisicas de interés
para cualquier aplicacion industrial (2). La
obtencién de alginatos por fermentacién es una
opcion técnicamente factible y econdmicamente
atractiva (3). En este contexto, Azotobacter
vinelandii constituye una buena opcién para la
obtencién de este producto, por producir un
alginato de caracteristicas similares al obtenido
de algas (1, 3, 4).

El objetivo de este proyecto fue estudiar el efecto
de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, en
la produccién, peso molecular promedio, indice
de polidispersion del alginato, viscosidad del
medio de cultivo, crecimiento de A. vinelandii y
consumo de las fuentes. Para tal fin, se llevaron a
cabo cultivos utilizando diferentes fuentes de
carbono en medio Burk modificado como:
fructuosa, galactosa, glucosa, lactosa y sacarosa.
Ademas, se evalud el suero de leche liquido y en
polvo (hidrélisis acida y enzimatica) y el jugo de
cafia como fuentes alternativas. También, se
evaluaron diferentes fuentes de nitrdgeno, en
estos cultivos, se mantuvo fija la relacion carbono
/ nitrégeno. Para determinar la mejor relacién
masica carbono / nitrégeno se usaron diferentes
proporciones de dichos componentes en el medio

de cultivo, y se utilizé la mejor fuente organica e
inorganica de nitrogeno. El crecimiento bacteriano
y la produccion de alginatos fueron evaluados al
final de los cultivos (4, 5).

Con el objeto de entender como los componentes
del medio de cultivo provenientes de indculos
previos, afectan el crecimiento de A. vinelandii y
la produccion de alginatos, se realizaron cultivos
con dos estrategias metodolégicas. La primera
consistié, en realizar cultivos con lavado del
inoculo (con el fin de inocular células lavadas),
Unicamente en la hora cero, sacrificando un
matraz cada 12 horas. En la segunda estrategia,
los matraces fueron inoculados con células
lavadas y la biomasa se resuspendié en el medio
nuevo con el fin de determinar la produccion de
alginato después de cada resiembra (6).

Metodologia

Microorganismo, medio de cultivo y condiciones
de crecimiento

La cepa de Azotobacter vinelandii ATCC 9046 se
preservé a 4°C en tubos inclinados con medio
Burk modificado solidificado con agar (18 g/l) (ver
composicién adelante), sin extracto de levadura.
El mantenimiento se realiz6 con resiembras
mensuales como ha sido descrito previamente
(4-8). El microorganismo se crecio en medio Burk
modificado (MBM) con la siguiente composicion
(en g/l): sacarosa (20); extracto de levadura (3);
K2HPO4 (0.66); KH2PO4 (0.16); MOPS (1.42);
CaS04 (0.05); NaCl (0.2); MgS047H20 (0.2);
NaMoO4.2H20 (0.0029); FeSO4 (0.027). Las
sales de potasio, el sulfato de calcio, la sacarosa,
el extracto de levadura y el MOPS se disolvieron
en agua destilada y el pH se ajustdé a 7.2 con
NaOH. Con el objeto de evitar precipitaciones, las
tres fracciones se esterilizaron por separado a
121°C durante 20 min y ya estériles se mezclaron
en campana de flujo laminar (4-8).

Para la obtencion de los indculos, se resembro de
los tubos inclinados a cajas Petri conteniendo
aproximadamente 20 ml de medio sodlido Burk
modificado. Posteriormente, se incubaron (por
duplicado) a 29°C durante 72 horas. Tres asadas
de las células de las cajas fueron usadas para
inocular los matraces (preindculos), los cuales se



incubaron durante 24 horas a una velocidad de
agitacion de 200 rpm y una temperatura de 29°C.
Los cultivos en matraces se llevaron a cabo
usando Erlenmeyer de 250 ml, con un volumen
de trabajo de 50 ml de medio de cultivo. En
condiciones estériles, 5 ml de inoculo fueron
adicionados a 45 ml de MBM en cada matraz. Los
matraces se incubaron durante 120 horas, con
una velocidad de agitaciéon de 280 rpm y 29°C
(agitadora Gufa instruments). Cada doce horas se
extrajeron de la incubadora dos matraces para
realizar los andlisis correspondientes (4-6).

Se realizé una cinética de crecimiento en medio
Burk modificado de sacarosa y una para cada
medio no convencional suero de leche
desproteinizado e hidrolizado (hidrdlisis acida y
enzimatica) y jugo de cafa. Para las demas
fuentes de carbono se realizaron pruebas de
crecimiento a 131 horas por triplicado. Para los
cultivos crecidos con fuentes de nitrégeno
diferentes al extracto de levadura, las células
fueron lavadas antes de ser inoculadas en los
matraces. Los pre-indculos se obtuvieron con el
procedimiento anteriormente descrito. En los
cultivos con resiembras y recambio de in6culo se
sacrificaron matraces cada 12 horas para
posteriores analisis (4-6).

Determinacién de la biomasa y alginato

La determinacién de biomasa se llevo a cabo por
un método gravimétrico de peso seco (en g/l)
segun lo reportado previamente (6,8,10) 'y
modificado segun necesidades. Para el alginato
se realizé la técnica basada en la precipitacion
con isopropanol y cuantificacion gravimétrica del
mismo (9, 10, 6).

Determinacion de la viscosidad

La viscosidad de los medios de cultivo fue medida
en un viscosimetro de cono y plato (Wells-
Brookfield, U.S.A) (6) a una velocidad de rotacion
de 6 rpm, la cual corresponde a una velocidad de
deformacion de 12 s a temperatura ambiente.

Determinacion del peso molecular promedio de
los alginatos

Los pesos moleculares se determinaron por
cromatografia de filtracion en gel (CFG) usando
un par de columnas de Ultrahidrogel (UG 500
Waters y lineal Waters) de 7.8 mm (diametro
interno) por 300 mm, acopladas a un equipo de
HPLC (Waters 625) con un detector de indice de
refraccion (Waters, 410). Como fase movil se usé
NaNO; 0.1M a 35°C a un flujo de 0.9 ml/min. La
calibracion de las columnas se llevé a cabo con
un método estandar de calibracion utilizando
pululanos Aureobsidium pullulans de como

estandares de peso molecular con un intervalo de
5,800 a 1,600,000 Daltones (6)

Hidrélisis acida y enzimatica del suero de leche
de suero de leche

La hidrdlisis acida se llevo a cabo ajustando el pH
del suero a 5.5 (pH isoeléctrico) y se realizd un
calentamiento del mismo a 90°C por 20 minutos,
luego se removid la proteina por centrifugacion
entre 2,000 x g y 5,000 x g. Se ajusté el pH a 1.5
con HCI concentrado y se llevd a 121°C por 30
minutos. (Roukas 1999). Las condiciones para la
hidrélisis enzimatica estuvieron basadas en el
trabajo realizado por Lépez y Zuluaga (15) y la
enzima es Maxilact L2000, 2000 NLU/g siendo un
NLU la masa de enzima comercial que produce
un pumol de ONP [o-nitrofenol] desde una solucion
ONPG [o-nitrofenol p-D-galactopironoside], bajo
condiciones estandar. Enzima facilitada por
InterEnzimas S.A. (Colombia)

Para lograr un grado de hidrdlisis de un 80 %:
pH: 6.6, temperatura 37°C, solucién agitada todo
el tiempo, tiempo: 5.52 horas y concentraciéon de
enzima: 2392 NLU/l. La cantidad de enzima
adicionada fue 0.598 g.

Determinacion de azulcares reductores totales

El método se basa en la hidrdlisis acida de la
sacarosa para la posterior medicién de azucares
reductores libres por medio de la reacciéon del
acido dinitrosalicilico (DNS) (6-10, 16).

Resultados y discusién

Evaluacion de fuentes de carbono

En la figura 1 se presentan las fuentes de
carbono evaluadas, el crecimiento de biomasa, la
produccion de alginato y la concentracion de
azucares reductores. La fuente que presento la
mayor produccion de biomasa y alginato fue la
glucosa con 5.47 g/l de biomasa y 3.08 g/l
alginato, seguida de la galactosa (3.63 g/l y 2.20
g/l) y la fructosa (3.77 g/l y 2.0 g/l). Estos
resultados confirman en hecho de que A.
vinelandii puede utilizar cualquiera de estos tres
mondémeros para producir alginato de acuerdo a
lo reportado previamente por Pindar y Bucke (17)
y Wong (18)

A. vinelandii no presento crecimiento y produccion
de alginato en cultivos llevados en medio de
cultivo Burk-lactosa (figura 1). Esto es debido a
que A. vinelandii no posee p-galactosidasa.
Ademas, Wong et al. (1995) reportd que la
bacteria presenta actividad «o-galactosidasa.
Estos resultados confirmaron la necesidad de
hidrolizar (en forma acida o enzimatica) la lactosa



presente en el medio de cultivo, adicionado como
suero de leche.

Figura 1. Cultivos a tiempo final (131 horas) para
diferentes fuentes de carbono llevados a cabo en
matraces convencionales. Crecimiento de A. vinelandii
(a), produccion de alginato (b) y Azucares reductores
totales ART (c).EI suero (en todos los casos fue
previamente hidrolizado en forma acida, a excepcion de
la hidrdlisis enzimatica)
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En la figura 1 se observa que entre las fuentes de
carbono no convencionales (jugo de cafia y suero
de leche), la mayor concentracion final de
biomasa (9.98 g/l) y de alginato (6.85 g/l) se
obtuvo en medio de cultivo Burk- jugo de caia. El
siguiente medio que presentdé mayor produccion
de biomasa fue el medio de cultivo Burk-suero
liquido con 6.68 g/I, sin embargo, la concentracion
de alginato llego a ser de 1.54 g/I. El medio Burk-
suero en polvo presentd una produccion de 6.25
g/l de biomasa y 4.50 g/l de alginato, esta fue el
segundo medio de cultivo con mayor produccion
de alginato. Es necesario remarcar que, para los
medios de cultivo alternativos, conteniendo
sélidos, los métodos de analisis realizados para
biomasa y alginato, estan siendo afectados por
sélidos precipitados por centrifugacioén, en el caso
de la biomasa, y por precipitacion con
isopropanol, en el caso del alginato. Para el jugo
de cana diluido a 20 g/l, se cuantificé 3.30 + 0.87

g/l de material precipitable por centrifugaciéon. No
se realizd una correccion a los resultados de
biomasa, puesto que es posible que estos solidos
suspendidos pueden estar siendo utilizados por el
microorganismo para su crecimiento.

Con medio Burk-jugo de cafa se obtuvo un medio
con una viscosidad de 130 cps a pesar de no
tener un peso molecular alto en comparacién con
las otras fuentes de carbono (figura 2). Se
observa ademas, que el medio jugo de cana es
mas viscoso que el medio Burk-sacarosa a
pesar de poseer un menor peso molecular
promedio y una menor concentracion de alginato
(figura 1.b), esto indica que no necesariamente a
mayor concentracion de alginato y a mayor peso
molecular se obtiene mayor viscosidad del medio
de cultivo.

Figura 2. Cultivos a tiempo final (131 horas) para
diferentes fuentes de carbono llevados a cabo en
matraces convencionales. Viscosidad del caldo (a),
peso molecular promedio (PMP) (b) e indice de
polidispersiéon (c). EI suero (en todos los casos fue
previamente hidrolizado en forma acida, a excepcion de
la hidrdlisis enzimatica).
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El medio de cultivo de suero hidrolizado presentd
el mayor peso molecular promedio (1232 kDa) de
todas las fuentes de carbono con el menor indice
de polidispersion (I.P.) lo que indicé que se
obtuvo un polimero homogéneo (figura 2.c). Sin



embargo, con este medio de cultivo solamente se
obtuvo una viscosidad del caldo de 4.96 cps
(figura 2 a). Esta baja viscosidad puede ser
explicada por la baja concentracion de alginato
obtenida al final del cultivo (2.4 g/l).

Evaluacion de fuentes de nitrégeno

Como se puede observar en la figura 3, en la
evaluacion bajo condiciones de fijacion de
nitrégeno, A. vinelandii enfoca su metabolismo en
el crecimiento celular, por lo que la produccion del
polimero se ve notablemente reducida con una
concentracion maxima de 1.7g/l. La concentracion
maxima obtenida en el medio enriquecido con
extracto de levadura como fuente de nitrogeno
fue de 4.7 g/l. Bajo esta ultima condicién de
cultivo, se observé que la produccion del polimero
se encuentra asociada al crecimiento de la
bacteria. Mientras que, bajo condiciones
diazotrépicas, la sintesis de alginato estuvo
parcialmente asociada al crecimiento,
observandose también la sintesis en la fase
estacionaria (figura 3).

Figura 3. Cinéticas de crecimiento (a), produccion de
alginato (b) y consumo de sacarosa (c) para cultivos
de A. vinelandii ATCC9046 con adicion de nitrogeno (e)
y sin adicién de nitrogeno (m), en cultivos crecidos en
matraces a 200 rpm y 29°C.
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El rendimiento y la productividad de alginato

basados en la biomasa son mayores para el

cultivo adicionado con una fuente de nitrogeno,

con un rendimiento global de 0.81 gag/gbiom Y UNa
productividad de 0.017 gag/gbiom h. Como era de

esperarse, el rendimiento y la productividad de los
cultivos diazotrépicos fue menor, con valores de
0.31 aig/Ibiom Y 0.006 gaig/Aviom N, respectivamente.

En los cultivos llevados a cabo con extracto de
levadura como fuente de nitrégeno, el I.P.
disminuye (figura 4.c) cuando el PMP aumenta
(figura  4.b) como consecuencia de |la
polimerizaciéon del alginato, a su vez el I.P.
aumenta cuando hay depolimerizacién, causada
por la actividad alginato-liasa (12). Por otra parte,
los cultivos diazotrépicos presentan un aumento
del I.P. debido a la continua depolimerizacién del
alginato.

Figura 4. Cinéticas de viscosidad (a), Peso Molecular
Promedio (b) e indice de polidispersion(c) para cultivos
de A. vinelandii ATCC-9046 con adicion de nitrégeno
(®) y sin adicién de nitrégeno (m), en cultivos crecidos
en matraces a 200 rpm y 29°C.
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Las concentraciones de biomasa al final del
cultivo (120h), indican que el mayor crecimiento
bacteriano se presenta al usar peptona como
fuente nitrogenada en el medio de cultivo, con
una concentracion de 7.2 g/l. Las concentraciones
obtenidas para la caseina, extracto de levadura y
triptona fueron 5.28 g/l, 6.66 g/l y 6.08 g/l
respectivamente. Comparando estos resultados
con los cultivos crecidos bajo condiciones de
fijacion de nitrogeno (figura 5), se encuentra que
con la adicion de una fuente nitrogenada organica
al medio de cultivo, se obtienen mayores
concentraciones de biomasa.



Figura 5. Crecimiento y producciéon de alginato de A.
vinelandii ATCC-9046, en cultivos crecidos en medio
Burk y enriquecidos con diferentes fuentes organicas
de nitrégeno.
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Los cultivos llevados a cabo con las fuentes
organicas de nitrégeno permiten obtener mayores
concentraciones finales de alginato y biomasa,
comparado con las fuentes inorganicas evaluadas
en este trabajo. Estos datos permiten proponer,
que existen otros componentes de las fuentes
organicas de nitrébgeno que pueden estar
influyendo en forma positiva las cinéticas de
crecimiento bacterial y produccion de alginatos.

La maxima viscosidad alcanzada en el medio (91
cps), se obtuvo en los cultivos que contenian
extracto de levadura como fuente de nitrégeno.
Sin embargo, el mayor peso molecular promedio
se presentd para el cultivo con peptona, con un
valor de 1524.5 KDa, para este cultivo la
viscosidad en el medio fue de 78 cps. Estos
valores fueron alcanzados pasadas 120 horas de
cultivo, ya que solo fueron evaluados los puntos
finales de la fermentacion.

Estrategias de cultivo

La figura 6 muestra el crecimiento de A. vinelandii
silvestre y el consumo de fuente de carbono en
los cultivos llevados a cabo con células lavadas.
En esta cinética, se obtiene 4.02 g/l de biomasa a
las 120 h. Sin embargo, los datos muestran que
después de este tiempo se alcanza una etapa
estacionaria.

En el consumo de fuente de carbono se observa
un descenso rapido en las primeras horas de
cultivo y luego constante hasta el consumo casi
total de la sacarosa (figura 6.b). Para esta cinética
la concentracion final de alginato alcanzo 4.2 g/l
de alginato. Los resultados aqui reportados estan
de acuerdo a resultados previos reportados por
Trujillo-Roldan et al. (13), quien alcanzé valores
de concentracion de biomasa maxima, similares a
los de este trabajo en cultivos llevados a cabo en
fermentador (usando células lavadas) con la cepa
silvestre. Sin embargo, en este trabajo se

alcanzaron concentraciones finales de alginato,
mayores a las reportadas previamente (13).

Figura 6. Cinética de crecimiento de A. vinelandii ATTC
9046 con lavados solo al inicio a. Biomasa (g/l) b.
Sacarosa (g/l). Cultivos llevados a cabo a 200 rpm y
29°C.
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La cinética que se presenta en la figura 7 fue
llevada a cabo con la cepa silvestre, en ella se
realizaron lavados en las horas 48, 96 y 160 de
cultivo, de esta manera se pueden destacar 3
recrecimientos consecutivos. Se observa que la
biomasa aumenta 0.5 g/l en las primeras 12 horas
y se detiene hasta las 71 h. Posteriormente,
comienza un crecimiento rapido alcanzando 2.9
g/l. Después del segundo lavado, el crecimiento
es alto, llegando a un valor de 4.0 g/l a las 114 h.
Se puede observar que la pérdida de células es
mayor en cada lavado consecutiva, causado por
la alta viscosidad alcanzada en cada caso.

La produccion de alginato se comporta de manera
similar. Se aprecian caidas luego de los lavados,
sin embargo, no se logra retirar todo el alginato al
centrifugar los cultivos y los aumentos de
concentracién de alginato son analogos al
comportamiento de la biomasa. Las
concentraciones alcanzadas siguen siendo bajas,
con 2.5 g/l como valor maximo de produccion, lo
que significa un 58% menos alginato que para
cultivos convencionales con A. vinelandii silvestre
6 g/l (9).

Figura 7. Cinética de crecimiento de A. vinelandii ATCC
9046 con lavado al inicio y recambios consecutivos de
medio en las horas 48, 95 y 159. a. Biomasa (g/l). b.
Alginato Cultivos llevados a cabo a 200 rpm y 29°C



.

4 T

Biomasa (g}
=

.
)
"
.
|....r'
-

254 . .
_ 20 ! .
E) -
- L
:E 15 LI, . e
Eb |
1.0 4 . .
L4
0.5 4 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (h)

Conclusiones

El medio Burk-jugo de cafia es la mejor fuente
alternativa evaluada para la produccion de
alginato con A. vinelandii, superando en
rendimiento y en concentracion de alginato a la
fuente de carbono utilizada tradicionalmente
(sacarosa). Ademas de ser una fuente potencial
para la produccion de biomasa. Los cultivos
llevados a cabo con medio Burk-suero en polvo
(hidrolisis ~ acida), presentaron la  mayor
concentracion final de alginato, comparado con
los cultivos llevados a cabo con los otros sueros
evaluados. Los cultivos llevados a cabo con el
medio suero de leche liquido obtuvo el alginato
con mayor peso molecular promedio y con menor
indice de polidispersion. La hidrdlisis &acida del
suero de leche proporciona mas altas
concentraciones finales de alginato y biomasa
que la hidrdlisis enzimatica.

En forma diazotropica A. vinelandii enfoca su
metabolismo en el crecimiento celular
evidenciando una velocidad especifica de
crecimiento 1.7 veces mayor que la presentada
en presencia de nitrogeno. Estos resultados
proponen que existe una capacidad respiratoria
mayor en los cultivos llevados a cabo sin
nitrégeno exdgeno en el medio.

La mejor fuente orgéanica fue la peptona con una
concentracion de alginato de 4.8 g/l. La mejor
fuente inorganica fue el acetato de amonio con
una concentracion de alginato de 2.4 g/l.

Esta es la primera vez que se lleva a cabo una
comparacion de fuentes organicas e inorganicas
de nitrogeno, teniendo en cuenta la misma
relacion masica de carbono y nitrégeno. Esta

comparacion, permitié determinar que las fuentes
organicas favorecen la produccién del polimero
con respecto a las fuentes inorganicas y al medio
no nitrogenado.

En los cultivos llevados a cabo con inéculos
lavados, se obtuvo una concentracion de alginato
final similar a otros cultivos convencionales
reportados previamente, en cuanto a la
concentracion de biomasa se encontré que la
bacteria no recrece significativamente,
alcanzando concentraciones finales similares a
las reportadas en cultivos convencionales en lote
y en continuo.

Usando cultivos inoculados con células lavadas y
realizando recambios de medio consecutivos, no
se logr6 un aumento en la produccion de
alginatos por A. vinelandii. Al calcular la cantidad
total de alginato producido en los cultivos lavados
al inicio y con recambios de medio de cultivo
posteriores, se obtuvieron concentraciones finales
de alginato similares a las reportadas. Esto indica
que los componentes del medio de cultivo
agotado (alginato y posiblemente otros
desconocidos) juegan papeles muy importantes
en la determinacion de la concentracion final de
alginato producido.
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