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Resumen

Se estudiaron diferentes sustratos, como nutrientes mas econdomicos, que favo-
recen la sintesis de prodigiosin con altos rendimientos, a partir del cultivo con
una cepa nativa de Serratia marcescens. Como fuentes de carbono y nitrogeno
se evaluaron almidon, gelatina, harina de maiz, harina de trigo y licor de maiz.
Adicionalmente, se estudiaron peptona, sulfato, nitrato y citrato de amonio como
fuentes de nitrogeno. Se encontré que con un medio de cultivo complejo, com-
puesto por gelatina y peptona, los niveles obtenidos en la produccién del pig-
mento son similares a los alcanzados cuando se emplea un medio sintético mas
costoso, que involucra glicerol y peptona en su composicién. Mediante el estu-
dio del comportamiento del pH durante el cultivo, se demostr6 que la cepa em-
pleada posee buena capacidad buffer. Finalmente, se desarroll6 un disefio expe-
rimental central compuesto, con el fin de establecer las concentraciones de las
fuentes de carbono y nitrogeno més adecuadas para obtener el mayor rendimien-
to de pigmento; se hizo un estudio cinético del proceso de biosintesis del pro-
ducto a partir de los sustratos seleccionados, para evaluar el comportamiento
del cultivo en el nuevo medio y la produccion de pigmento a partir de éste.

---------- Palabras clave: prodigiosin, Serratia marcescens, pigmento y
medio de cultivo.

Formulation of culture media for pigment
production from Serratia marcescens

Abstract

Different substrates were studied as economical nutrients for supporting
prodigiosin synthesis with high yield from the culture of a wild-type, red strain
of Serratia marcescens. Starch, gelatin, corn flour, wheat flour and com liquor
were evaluated as nitrogen and carbon sources. Furthermore peptone and
ammonium salts (nitrate, citrate and sulfate) also were studied as nitrogen sources.
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It was found that a complex media containing gelatin and peptone produces a
pigment concentration similar as a synthetic media containing glycerol and
peptone which is more expensive. The pH behavior was studied during the culture;
it showed that the stock used has a good buffering capacity. Finally a central
composite design was adopted in order to find the best concentrations of carbon
and nitrogen sources. A kinetic study of prodigiosin biosynthesis was done with
selected substrates in order to evaluate the behavior of the culture into the new

media and the pigment production.

---------- Key words: prodigiosin, Serratia marcescens, pigment and
culture media.
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Introduccion

Los colorantes naturales se presentan como una
alternativa ambiental, con aplicacion en la indus-
tria textil. Asi, se ha venido trabajando en la pro-
ducciéon de prodigiosin, un pigmento rojo
tripirrolico, sintetizado por la bacteria Serratia
marcescens, como un metabolito secundario que
puede ser empleado en el tefiido de fibras sintéti-
cas o naturales. La figura 1 muestra la estructura
del prodigiosin.
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Figura 1 Estructura molecular del prodigiosin

En investigaciones previas se ha estudiado la
biosintesis de prodigiosin en el laboratorio: se han
fijado las condiciones fisicoquimicas y operativas
mas apropiadas, se han examinado diferentes fuen-
tes de carbono y nitrogeno y los efectos de dife-
rentes sales sobre el cultivo [1]; se ha demostra-
do que los factores que mas afectan el crecimien-
to de la bacteria y la produccion del pigmento
son el nivel de oxigeno disuelto, el pH, la tempe-
ratura y la composicion del medio de cultivo [2].

A partir del cultivo de la cepa nativa de Serratia
marcescens estudiada, se han obtenido 900-
1.100 pg prodigiosin/ml empleando un medio de
cultivo rico en glicerol y peptona [2, 3]; dichos sustratos
son costosos, por lo que se restringe su utilizacion en
un proceso fermentativo a gran escala. En este senti-
do, la formulacion de un medio de cultivo compues-
to por nutrientes de menor costo mejora la rentabili-
dad del proceso de produccion del pigmento y hace
mas factible su empleo en la industria. Es asi como,
en esta investigacion, a partir de la evaluacion de
diferentes sustratos como fuentes potenciales de car-
bono y nitrégeno, se encontrd un medio de cultivo
compuesto por gelatina y peptona que favorece la
sintesis de prodigiosin y resulta mas econdmico que
los medios sintéticos usualmente empleados.

Formulacién de un medio de cultive para la preduccion de pigmento...

Materiales y métodos

Microorganismo

Se utiliz6 una cepa nativa pigmentada de Serratia
marcescens, suministrada por el Laboratorio de Cul-
tivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de
Antioquia. Labacteria fue aislada del ambiente e identi-
ficada mediante la evaluacion de su antibiograma
y de pruebas bioquimicas. La cepa se conservo a
—4) °C en tubos eppendorf que contenian caldo nu-
tritivo y medio de conservacion con glicerol; cada
dos meses fue sembrada en agar nutritivo y manteni-
da a 4 °C, haciendo repiques semanales.

Medios de cultivo

Los sustratos estudiados como posibles fuentes
alternativas de carbono y nitrégeno fueron: almi-
don, gelatina, harina de maiz, harina de trigo y
licor de maiz. Como fuentes de nitrégeno se eva-
luaron: peptona, sulfato, nitrato y citrato de amonio;
estos reactivos fueron en grado analitico.

Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en matraces de 100 ml,
por duplicado, en presencia de luz y con una
cinética de 72 horas. Para favorecer la aireacion,
se empleod una relacion volumen de medio a vo-
lumen de reactor: 1:5 y una agitacion de 150 rpm.
El pH inicial de los medios se ajusté en 7,2 y la
temperatura se mantuvo entre 27 y 32 °C.

El in6culo se cultivé manteniendo las mismas con-
diciones operativas empleadas para los cultivos
en matraz y el volumen de in6culo utilizado fue
1% del volumen total del cultivo. La inoculacion
de los cultivos se realiz6 cuando la concentracién
de biomasa fue equivalente a 1 g/1.

La concentracion de prodigiosin reportada corres-
ponde al promedio entre los valores resultantes
para el cultivo y la réplica.

Métodos analiticos

La extraccion del pigmento se realizé empleando
metanol acidificado, y la cuantificacién se hizo
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por espectrofotometria [4]. Las técnicas
instrumentales empleadas para la identificacion
del prodigiosin fueron espectrofotometria visible-
ultravioleta (Espectrofotometro Unicam Helios o)
y espectrometria de infrarrojo (Espectrometro
FTIR Mattson 5000).

Disefo experimental

A partir de los reportes bibliogréficos [1, 2], se
selecciond un medio de cultivo compuesto por
peptona 4 g/l y glicerol 9 ml/l de referencia para
la evaluacion de los diferentes sustratos como
fuentes potenciales de carbono y nitrogeno.

Se desarrollé un disefio de factor Gnico para
evaluar la incidencia de la concentracion de los
nutrientes sobre la sintesis de pigmento, donde
los factores estudiados fueron los sustratos al-
ternativos como fuentes de carbono y la varia-
ble respuesta para cada experimento fue la con-
centracion de prodigiosin obtenida para una
cinética de 72 horas. De la misma forma, se
evalué el efecto de la concentracién de peptona
sobre la produccion del metabolito, empleando
gelatina como la fuente de carbono més ade-
cuada. Buscando maximizar el rendimiento del
pigmento se utilizé un disefio central compues-
to, en el que se estudiaron como factores la
concentracion de la fuente de carbono y nitr6-
geno.

Resultados y discusion

Andlisis quimico del pigmento

El espectro de ultravioleta-visible (véase figura 2)
muestra un pico bien definido de méaxima
absorbancia en 534,59 nm, el cual coincide con
los reportes bibliograficos sobre la banda de
absorcion tipica del prodigiosin en una longi-
tud de onda de 535 nm, cuando el pigmento se
encuentra en solucién acida [2, 5]. En el es-
pectro de infrarrojo, el cual se muestra en la
figura 3, se observan sefiales caracteristicas de
las estructuras resonantes y de los grupos amina,
metilo y metoxi, presentes en la estructura del
prodigiosin.
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Figura 2 Andlisis quimico del prodigiosin. Espectro
de ultravioleta-visible
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Figura 3 Andlisis quimico del prodigiosin. Espectro de
infrarrojo

Estudio de los medios de cultivo

Sustratos alternativos
como fuente de carbono

En la figura 4 se muestran los resultados del dise-
fio experimental de factor Ginico, realizado para
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Figura 4 Influencia de la concentracion de sustrato alternativo sobre la produccion de prodigiosin

Fuente de nitrégeno: peptona 4 g/l, (a) gelatina, (b) almidén, (c) harina de maiz, (d) harina de trigo, (e) licor de

maiz.
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estudiar la incidencia de la concentracion de los
nutrientes alternativos como fuente de carbono
sobre la sintesis del pigmento, empleando
peptona en 4 g/l como fuente de nitrogeno. Los
mejores rendimientos de prodigiosin se obtuvie-
ron utilizando gelatina como fuente de carbono.
En la figura 4a se observa que existe dependen-
cia directa entre las concentraciones de
metabolito producido y gelatina, hasta alcanzar
una concentracion de 50 g/l de sustrato, donde
el rendimiento de pigmento tiende a estabilizarse.
A partir de 100 g/l se presenta disminucion de la
concentracion de prodigiosin, probablemente
ocasionada por inhibicion de la sintesis debida a
altas concentraciones de gelatina. Con 100 g/l
de gelatina se alcanza el mayor rendimiento
(1.098 g prodigiosin/ml), pero dicho valor no
fue reproducible dado que se alcanzo el limite
de solubilidad de la gelatina y la viscosidad del
medio fue muy alta, presentandose problemas
de transporte de oxigeno. La cepa empleada tie-
ne la capacidad de asimilar gelatina, dada la pre-
sencia de exoenzimas hidroliticas producidas por
la bacteria que favorecen el metabolismo de di-
cho sustrato.

Las harinas de maiz y de trigo presentan gran
cantidad de so6lidos insolubles, por tanto se hi-
cieron ensayos para determinar si la presencia
de dichos so6lidos puede o no aumentar la pro-
duccién de prodigiosin. Para la harina de maiz,
los rendimientos de prodigiosin fueron mejores
cuando los soélidos insolubles presentes en el
medio no se retiraron, y en el caso de la harina
de trigo, la produccion de pigmento fue muy
similar cuando se filtraron y cuando no se filtra-
ron los solidos.

Al usar almidén y harina de trigo como fuente
de carbono, hubo pigmentacién pero el rendi-
miento no alcanzo valores apreciables. Como
se observa en las figuras 4b y 4d, se presenta
disminucion en la concentracion de prodigiosin
al finalizar el cultivo a medida que se incrementa
la concentracion de la fuente de carbono, y la
maxima acumulacion de pigmento se logra al
emplear 1,25 g/l de sustratos alternativos en

ambos casos. El crecimiento de biomasa y la
biosintesis no son favorecidos en los medios de
cultivo que contienen almidoén y harina de trigo.
Empleando harina de maiz como fuente de car-
bono se obtuvieron buenos rendimientos en la
produccién del pigmento, pero la concentracion
de prodigiosin fue significativamente menor que
la lograda usando gelatina como sustrato. En la
figura 4c se muestra como la concentracion de
prodigiosin aumenta, hasta alcanzar el maximo
con 5 g/l de harina de maiz, y a partir de dicho
valor decrece.

En la figura 4e, se evidencia que al emplear licor
de maiz se inhibe la pigmentacion, y a partir de
una concentracion de 2 g/l de este sustrato no se
produce pigmento.

Sustratos alternativos
como fuente de nitrégeno

La viabilidad de emplear los sustratos seleccio-
nados como fuente de nitrogeno se evalu6 utili-
zando glicerol en 9 ml/1 como fuente de carbono.
En todos los cultivos se observé poco crecimien-
to de biomasa, y s6lo se aprecié formacion de
producto en el medio compuesto por gelatina y
glicerol, aunque el rendimiento obtenido fue muy
bajo (24 g/ml). Se dedujo, entonces, que la bac-
teria no emplea los nutrientes alternativos como
fuente de nitrégeno.

Fuentes de nitrogeno. Como fuente de carbo-
no se utilizaron los sustratos alternativos en sus
niveles mas apropiados, obtenidos a partir del
disefio experimental de factor unico, y se pro-
baron peptona y sales de amonio (nitrato,
citrato y sulfato) como fuentes de nitrogeno.
En todos los medios de cultivo que contenian
sales de amonio se aprecié6 muy poco creci-
miento de biomasa, y se observo nuevamente
que la presencia de gelatina favorece la sinte-
sis del pigmento, aunque los rendimientos fue-
ron muy bajos (50-100 g/ml) en comparacién
con los obtenidos al emplear peptona como
fuente de nitrégeno (800-950 g/ml). Estos re-
sultados permiten inferir que, de los compues-
tos estudiados como fuente de nitréogeno, solo
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la peptona es efectiva y suple los requerimien-
tos nutricionales de la bacteria para el creci-
miento y biosintesis del prodigiosin. Ademas,
se confirma que la fuente de nitrégeno consti-
tuye un factor importante en el proceso de pro-
duccion del pigmento, como lo reportan algu-
nos investigadores [2, 6].

Finalmente, se emple6 un disefio experimental de
factor tnico para evaluar peptona como fuente

de nitrégeno, usando gelatina como fuente de car-
bono.

En la figura 5a se observa que el aumento en la
concentracion de peptona genera incremento en
la sintesis de pigmento. Este comportamiento se
presenta hasta 4 g/l, y a partir de este punto la
produccion del metabolito permanece aproxima-
damente invariable. Para una concentracion de
gelatina de 100 g/l (véase figura 5b), la concen-
tracion de producto y de peptona son directa-
mente proporcionales hasta 6 g/l de peptona; con-
centraciones mas altas de la fuente de nitrogeno
generan una disminucion de la concentracion fi-
nal de prodigiosin, lo cual indica, posiblemente,
inhibicion por acumulacion de este sustrato. Aun-
que la acumulacion de pigmento es superior cuan-
do se utiliza gelatina en 100 g/l y peptona en 6 g/1,
no es significativamente mayor que al emplear
gelatina en 50 g/l y peptona en 4 g/l, como para
Justificar el incremento de costos que implica el
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uso del medio con mayor concentracion de
sustrato.

Seleccion del medio de cultivo

A partir de un disefio central compuesto, se estu-
diaron las concentraciones de peptona y gelatina
como factores para evaluar la interaccién entre
ellos y buscar la combinacion de sus niveles que
permitan maximizar la variable respuesta (con-
centracion de prodigiosin). En la tabla 1 se es-
pecifican los factores y sus niveles. La tabla 2
muestra los resultados experimentales del disefio
empleado, donde se consideran cuatro puntos ex-
tremos, cuatro puntos axiales y cinco repeticio-
nes del punto central.

Tabla 1 Factores y niveles para el disefio
experimental central compuesto

Factor Nivel bajo Nivel aito
Peptona 34/ 5 g/l
Gelatina 50 g/l 80 g/l

A partir del andlisis del tratamiento estadistico de
los resultados experimentales, se define el mode-
lo cuadratico como el mas adecuado para prede-
cir el comportamiento de la variable respuesta.
En la tabla 3 se presenta el anélisis de varianza
(ANOVA) para dicho modelo.
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Figura 5 Influencia de la concentracién de peptona sobre la produccion de prodigiosin

Fuente de carbano: gelatina. (a) 50 g/, (b) 100 g/I.
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Tabla 2 Resultados experimentales para un disefio central compuesto (fuente de carbono:
gelatina, fuente de nitrégeno: peptona)

Experimento Concentracion Concentracion Concentracion
de gelatina (g/l) de peptona (g/) de prodigiosin (ug/mi)
1 3,00 50,00 818,00
2 5,00 50,00 815,00
3 3,00 80,00 888,00
4 5,00 80,00 970,00
5 2,59 65,00 698,00
6 5,41 65,00 821,00
7 4,00 43,79 797,00
8 4,00 86,21 929,00
9 4,00 65,00 923,00
10 4,00 65,00 934,00
11 4,00 65,00 934,00
12 4,00 65,00 914,00
13 4,00 65,00 919,00

Tabla 3 ANOVA para el modelo cuadratico de superficie de respuesta

Source Sum Degrees Mean Square F Value Prob > F
of freedom of Squares

Model 62795,91 5 12559,18 9,56 0,0049

Residual 9197,79 7 1313,97

Lack of Fit 8874,99 3 2958,33 36,66 0,0023

Pure Error 322,80 4 80,70

Total 71993,69 12

C.V.=4,15

R?=0,8722

Como se observa en el ANOVA, el modelo selec-
cionado es estadisticamente significativo, ya que
la probabilidad de que los factores no tengan efecto
sobre la respuesta es de 0,49%. Los términos que
tienen mayor significancia estadistica son 4
(peptona), B (gelatina) y la interacion 4%, lo cual

se muestra en la tabla 4. Dichos términos son los
que mds influyen sobre la concentracion de
prodigiosin, por consiguiente la ecuacion del mo-
delo queda:

Prodigiosin = 924,80 + 31,624 + 51,468 -
67,274*

Universidad de Antioquia



Tabla 4 Coeficientes para cada témino
del modelo cuadratico

Term Coefficient Standard t-Value Prob > It/
Estimate  Error H,Coeff=0

Intercept 924,80 16,21

A-peptona 31,62 12,82 247 0,0430
B-gelatina 51,46 12,82 4,02 0,0051
A? -67,27 13,74 -4,90 0,0018
& 4552 1374  -113 02950
AB 2125 18,12 1,17 0,2794

El ajuste del modelo a los resultados experimen-
tales es del 87%, como lo indica el valor del co-
eficiente de correlacion multiple R? en la tabla 3,
dicha correlacion es bastante baja para maximizar
la concentracion de prodigiosin.

En la tabla 5, se muestran las nueve soluciones o
combinaciones de las concentraciones de peptona
y gelatina para maximizar la variable respuesta,
que se encontraron mediante la optimizacion. Se
espera obtener la maxima concentracion de pig-
mento con un medio de cultivo cuya composi-
cién involucra peptona en 4,41 g/l y gelatina en
79,98 g/l. Sin embargo, los resultados de la
optimizacién no son confiables dado que el mo-
delo no predice la respuesta adecuadamente.

Los resultados obtenidos al realizar el seguimiento
del crecimiento de biomasa, el pH y la sintesis del
producto para una cinética de 72 horas se mues-
tran en la figura 6. La cinética del crecimiento ce-
lular muestra que la etapa exponencial empieza a
las cuatro horas, rapidamente, y tiene una dura-
cion de 20 horas; a partir de ese momento la con-
centracion de biomasa tiende a estabilizarse y co-
mienza la fase estacionaria. La sintesis de
prodigiosin se inicia a las ocho horas de cultivo, y
durante las primeras 16 horas la cantidad de
metabolito producido es poca. La méxima produc-
cion del pigmento ocurre entre las 16 y 32 horas
de cultivo, periodo en el cual finaliza la fase de
crecimiento y se inicia la etapa estacionaria.

Formulacién de un medio de cultivo para la produccién de pigmento...

Tabla 5 Composicion del medio
de cultivo para maximizar la concentracion
de prodigiosin

Concentracién Concentracion Concentracién
de peptona (g/l) de gelatina (g/l) de prodigiosin

predicha (ug/ml)
4,44 79,75 970,49
40 79,85 970,82
4,37 — 07016
4,46 7975 970,34
4.39 79,50 970,15
431 79,80 970,25
4,37 79,92 970,92
et 79,98 971.07
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Figura 6 Cinética de biomasa, pH y producto para un
medio de cultivo con gelatina (80 g/l) y peptona (5 g/l)
* pH, A Biomasa, ¢ Prodigiosin.

Después de las 32 horas la concentracion de pig-
mento sigue aumentando en forma lenta hasta las
48 horas, momento en el que la cantidad de pig-
mento en la bacteria alcanza su maximo valor.

En la cinética de pH se observa que en las prime-
ras cuatro horas se presenta una leve disminu-
cion, luego incrementa lentamente y permanece
estable durante las Gltimas dieciséis horas de cul-
tivo. El aumento de pH se produce durante la
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fase de crecimiento exponencial y el periodo en
el que se produce el pigmento. El seguimiento de
pH durante el cultivo no muestra grandes varia-
ciones; esto demuestra que la cepa estudiada po-
see buena capacidad buffer, lo cual constituye
una caracteristica propia de algunas especies de
Serratia como se referencia en diversas investi-
gaciones [7, 8]. Otros resultados experimentales
permiten concluir que la presencia de soluciones
tampon en el medio causa efectos adversos so-
bre el cultivo de la cepa nativa utilizada, disminu-
yendo la produccion de prodigiosin [3].

Conclusiones

En los analisis quimicos hechos se identificaron
grupos funcionales que hacen parte de la estruc-
tura del prodigiosin; el espectro de ultravioleta-
visible muestra un pico de maxima absorbancia
en 535 nm tipico del pigmento. Se puede con-
cluir, entonces, que a partir del cultivo con los
sustratos estudiados y la metodologia descrita se
logré obtener el prodigiosin.

A partir de la evaluacion de diferentes fuentes de
carbono y nitrégeno, se encontré un medio de cul-
tivo alternativo que favorece la biosintesis de
prodigiosin y es méas econémico que los medios
empleados habitualmente, dado que se reemplaza
glicerol como fuente de carbono por gelatina co-
mercial, un nutriente de bajo costo que aporta car-
bono y nitrégeno al microorganismo, permitiendo
disminuir la concentracion de peptona como fuen-
te de nitrogeno a la mitad del nivel con el cual se
han obtenido los mas altos rendimientos [3].

La bacteria Serratia marcescens produce exoen-
zimas hidroliticas que oxidan gelatina, pero que
no poseen la capacidad de metabolizar almidon
en cultivos sumergidos. De la misma manera, la
experimentacion realizada mostré que la presen-
cia de licor de maiz en el medio inhibe la biosintesis
del pigmento.

En el tratamiento estadistico de los resultados
experimentales, el modelo matematico empleado
se ajusta parcialmente a los puntos del disefio
central compuesto, ademas no predice en forma
adecuada el comportamiento de la variable res-
puesta (concentracion de prodigiosin). En conse-
cuencia, las concentraciones de peptona y gelati-
na determinadas como las apropiadas para
maximizar la produccion del pigmento pueden
variar sensiblemente, al igual que el rendimiento
del producto.
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