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Resumen 

La importancia industrial del alginato radica en sus características reológicas y 

gelilicantcs que dependen en gran medida del peso molecular. En Azotobacter vi11ela11dii la 

polimerización y la dcpolimerización (pasos implicados en la determinación del peso 

molecular) han sido poco estudiados y aún son poco entendidos. Se cree que en la 

polimerización del alginato cstún involucradas al menos cuatro proteínas (formando un 

complejo "polimerasa"), mientras que una sola proteína, la alginasa, es la responsable de la 

depolimerización. Este último fenómeno (la depolimerización) es una situación indeseable 

en términos de los usos potenciales del alginato. 

El objetivo principal de este trabajo consistió en entender. los papeles del complejo 

polimerasa y la ulginato-1 iasa en la biosíntesis y principalmente en la .. determinación del 

peso molecular del alginato por A. vi11e/andii. Se utilizó una cépa 111utante que lleva una 

mutución no polur (SML2) dentro de a/gL (el gen que codifica pat;a la alginasa), lo cual 

inuctiva la producción de alginasas pero que produce del alginato¡ s~: caracterizó la cepa 
' . . . . 

mutt111te Sl'vl L2 y se comparó con la cepa parental en cultivos en nrntraces y en fermentador. 

Los rcsultudos indicaron que en los cultivos con · la mutante no se. presentó 

dcpolimerizución del ulginato y que la actividad. dé AlgL no es necesaria para la 

producción de ulginutos. 

Disminuir el mayor nt'.1mcro de variables posibles con el fin de estudiar el fenómeno 

de lu polimerizución implicaba la realización de cultivos bajo condiciones controladas. Sin 

embargo, la manera como se estuban inoculando los cultivos en fermentador involucraba la 

udición del medio ugotado del cultivo semilla al fermentador, incluyendo el alginato y la 

alginuto-liasa prcsintetizados. Se llevaron a cabo cultivos inoculados con células lavadas y 

cultivos inoculados convencionalmente usando las cepas SML2 y ATCC 9046. El alginato 

con mús alto peso moleculur promedio (PMP) se obtuvo en los cultivos llevados a cabo con 

cél uh1s lavudas ( 1250 y 1050 kDu, para la cepa silvestre -ATCC 9046- y la mutante SML2, 

respectivamente) que los PMP obtenidos en los cultivos inoculados convencionalmente 
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Resumen 

(350 y 625 kDa para ATCC 9046 y SML2). En los cultivos inoculados con células !uvadas 

de la cepa silvestre, la concentración final del polímero fue 27 '% menor que con los 

cultivos inoculados convencionalmente y se encontró el máximo de actividad de la alginasa 

al lin de la fase exponencial de crecimiento, mientras que para los cultivos inoculados 

convencionalmente ese máximo se presentó a la mitad de la fase exponencial. Estos datos 

indican que los componentes en el caldo agotado del inóculo desempciian papeles 

reguladores importantes en la biosíntesis del alginato. 

Los resultados de los cultivos inoculados con células lavadas indicaron que la 

actividad polimerizante de A. vine/andii era constante, es decir, se encontró la producción 

de una familia bien definida (de baja policlispcrsión) de alginatos con un alto PMP. La 

producción de estas familias de alginatos está estrechamente controlada por la tensión de 

oxigeno disuelto (TOD). Por ejemplo, usando Ju cepa mutante SML2 se obtuvieron 

familias bien clelinidas con PMP de 150, 985 y 388 kDa a 1, 3 y 5 %1 de TOD, 

respectivamente. Los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre presentaron un 

comportamiento similar: una producción de familias bien definidas de alginatos con PMP 

de 370, J 250 y 350 kDu a 1, 3 y 5 %1 de TOD, respectivamente. Sin embargo, en los 

cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre, al final de la fase exponencial ele 

crecimiento, el alginato fue depolimerizaelo por la acción ele la alginato"liasa. Los 

resultados indicaron que la polimerasa fabrica familias bien definidas de polímeros y que, a 

su vez, este proceso está estrechamente relacionado con la TOD. Por su parte, el papel de la 

alginasa (presente en la cepa silvestre) tiene una función de modificación del PMP del 

polímero. pero restringida a la post-polimerización del alginato. 

2 
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tlhstract 

Abstract 

The industrial importance of the ulginutc involvcs its rheologicul uncl gel forming 

charactcristics, which mainly clcpend on the molecular weight of this polymer. In 

A:::otohacter vi11e/a11dii cultures the polymerization and the depolymerization steps 

( involvecl in thc determination of thc molecülaF- \veiglii) -are still unknown. Thc 

polymcrization o(" the aiginatc involves U( (east four proteins (forming the "polymerase" 

complex), whcrcas a single protein, alginate-Iyase, is in· cl1-~rge ofthe depolymerization 

process. Th is phenomcnon (depolymerization) is, tmd~~i1;~-bl~ i.;·ter;ns of the potential uses 

or the ulginate. 

The main objective of this work wus to t~nclerÚand the roles of the polymerase 

complex and thc ulginate-lyase in the alginatc biosynthesis and how thesc two steps 

determine the molecular weight or the ulginate produced by A. vinelandii. A mutant struin 

was used (SML2) lrnving u non-polar mutation within algL (the gene which codities for the 

alginutc-lyase), which inactivutes the production of ulginute-lyase, but it is uble to produce 

alginutc. The mutant strain SML2 was churacterized ancl compured with cultures coclucted 

with thc parental strain using shuke flasks ancl formenters. For the cultures using the mutant 

strnin thc clepolymerizntion of the alginate did not occur. Fu11hermore, it was demonstrated 

thut the uctivity or AlgL is not essential for alginate production. 

In orcler to reduce the number of variables, and hence to be able to study the 

phcnomcnon or the polymerization, it was neccssary to carry out cultures under very 

control lcd conditions. As the inoculation procedure involved the addition of exhuusted 

culture mcclium (l'rom the inoculum's culture), which included the presynthesized alginute 

ami alginute-lyusc, cultures inoculuted with wushed cells were curried out using the strains 

S l'vl L2 une! A TCC 9046. Cultures can·ied out with the conventional inoculation procedure 

wcrc conducted as well for comparison. Alginate with higher mean molecular weight 

(MM\\I) was obtuined in the cultures conducted with washed cells (1250 and 1050 kDa, for 

the wild strain - ATCC 9046- and mutant SML2, respectively) than that obtained in the 



Ah.l·n·act 

conventionully-inoculuted cultures (350 and 625 kDa for ATCC 9046 and SML2, 

rcspectively). ~ The linuLconcentration of alginate in thc cultures inoculated with wushcd 

cclls (using the wild type strain) was 27 '% lower than thát observed in the convcntionully

inoculuted culture. The maximum alginate-lyase activity was found ut the end of the 

cxponcntial growth phase, whcreus for the conventionally inoculated cultures, the 

muximum uctivity uppcured during the exponcntial growth phusc. This suggesls thal brolh 

components prcscnt in thc cxhaustcd inoculum broth play importanl regulatory roles in 

alginalc biosynthcsis and nccds to be taken inlo accounl in (or avoidcd) in polymcr 

biosynthcsis. 

Dala from thc cultures inoculatcd using washed cells indicated that the 

polymcrizing activity or A. l'i11e/a11dii was constant, i.e. it produces a delinee! fomily of 

alginatcs with u high MMW. The production or thcse alginate fomilies is controlled by thc 

dissolved oxygcn tcnsion (DOT). Using thc SML2 strain, defincd fumilics of alginatcs 

huving MMW of 150, 985 une! 388 kDu werc obtained at l, 3 and 5 'X, of DOT, 

rcspectivcly. A similar behavior wus observcd using thc wild type: a production of wcll 

dclincd fomilics or ulginutcs of MMW of 370, 1250 and 350 kDa al l, 3 and TOD 5 %, 

rcspcclivcly. At thc cnd of thc ATCC9046 fermenlations, algin~le \.vas depolymerized by 

thc aclion of lyascs. 

Ovcrall, thc cvidcnce indicated that thc polymerization process leading to the production or 

alginalc produce fomilics ortl1e polysuccharide in a narrow MM\V range, which in turn is 

highly dcpcndent on DOT. Thc role of alginate-lyase (present in the wild type) is restrictcd 

to a post-polymcrization step. 
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1. Introducción y justificación 

Los alginatos son constituyentes importantes de las paredes celulares de las algas 

cales (leo litas) y están constituidos por cadenas lineales de los residuos de ácidos f3-D-

manurónico y u-L-gulurónico. Este producto es usado, comercialmente. en muchas 

aplicaciones, en las industrias f'armacéutica, alimentaria, textil y de papel (Rehm y Valla 

1997). Además de Jas algas y ciertas Pse11do111011as, Azotobacter vi11ela11dii constituye una 
•"i.L 

. .. . ... ·-_ 

buena opción p~ra la o[)ten(:ión del alginato, por producir un alginato de caractcrísticus 

similares al obtc11Ído ~e !ligas (Ertcsvag et al. 1996). 

En Ju actualidad, se producen entre 35,000 y 40,000 toneladas de alginato con fines 

comerciales (Boswell 2002). La importancia del alginato radica en su capacidad para 

madi licar las propiedades reo lógicas de los sistemas acuosos (Sutherland 1990). El precio 

en el mercado del nlginato oscila entre los 4 y 1 O dólares por kilograri10 {Boswell 2002). 

Sin embargo, los alginatos de alta calidad y pureza usados por Ia industria farmacéutica 
- ~ . 

alcanzan precios de husta 4,000 dólares por kilogramo (Pszczola J?98; Boswell 2002). 

- - ' - : -::\.::, _'.:~~; --: -- <-

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobrela fJi'ocJ~tÚi~nde algi1iato por A. 

1·i11e/wulii y sobre Ja influencia de muchos parámetros á1i'1bientÜ:1ei~rdi· ejemjJ!o, se han 

reportado el'cctos de nutrimentos, del tipo y Ja cantidadd~~Ia tuef1te• ele carbono, de la 
•' .. -~ -

temperatura de cultivo y del efecto de Ja tensión de oxígeno disudto {Kllrz y LaRue 1975; 

.larmun et al. J 978; l-loran et al. 1981, 1983; Chen et al. 19S5; Anninsón y Couperwhite 

1986: Kuhla y Oclzc 1988; Brivonese y Sutherland 1989; Salvagi y Salvagi 1992; Sabry et 

5 
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al. 1992; Clcmcnti et al. 1995; Peña et al. 1997; Vermani et al. 1997; Parentc et al. 1998; 

Peña et al. 2000; Trujillo-Roldári eta/. 2001; Seáiicz et {ti. 2001). be toda I~ gama de 

!'actores estudiados en el cultivo de A, vinelandii, se ha observado que uno de los 

parámetros claves en la producción de alginatos en cultivo es la tensión de oxígeno disuelto 
- ~ --~ _- --- -_- ~ 

(TOD), tanto en matraces con1o en fermentador por lo que se handesarroJlado al respecto 

un importante número de estudios (Horan et al. 1983; Chen et al. 1985; Brivonese y 

Sutherland 1989; Clementi et al. 1995; Peiia et al. 1997; P¡ire11te ,et al. 1998; Sabra et al. 

1999; Peiia et al. 2000; Trujillo-Roldán et al. 2001 ). Se ha dete1111i11ado que a bajos niveles 

de TOD se produce preferencialmente el : io]i111e;~ de.. reserva intracelular 

poi ihidroxibutirnto (PHB), limitando la síntesisd~ aÍgin~toi~Horan ~I al. 1981, 1983; Peiia 

et al. 2000). A valores superiores a 5 %1 de TOD, se hu eí1co;itrudo que el crecimiento de la 

bacteria se favorece (Horan el al. 1981; Peña et al. 2000) y cuando se requiere obtener 

cantidades apreciables de alginato, es necesario un control de TOD entre 2 y 5 ty., (Peña et 

al. 2000). Por otru parte, también se ha demostrado la importancia de la TOO en las 

características moleculares (peso molecular y distribución del peso molecular) de los 

¡iJginutos producidos en fermentador (Peñaet al. 2000;TrujilfocRoldán et al. 2001 ). 

En A. vi11e/a11dii, los pasos biosintéticos que cóndLtcen a lufom1ación de una unidad 

monomérica activuda (GDP-malluronato) háí1,}icfo Gien··· c~racterizados. Estos pasos 
''",'"·· o .·--:1<' 

, ·'. ~·,, 

·<:·; ·-·, 

J 996; Núñez et al. 2000a). Reciente1n'ente; los úllÚnb~ pasos que están involucrados en las 

modilicaciones t'ost~polin1erización; tales conio ·· la epimerización, acetilación y 

depolimerización, están comenzando a ser entendidos. Estos pasos implican la 

6 I TE~~1l.S CON 
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particip¡ición de los productos de los genes algE/-7, algG, algF y algL (Ertesvag et al. 

1996; Llorel el al. 1996; Rehm et al. 1996; Ertesvag et al. 1998; Svanem et al. 1999; 

Vúzquez et al. 1999; Svanem et al. 2001 ). Sin embargo, el proceso inte1111edio en la 

biosíntesis del alginato, en el cual los intermediarios (monómeros u oligómeros) tienen que 

cruzur la membrana interna y ser polimerizados a ácido polimanurónieo, sigue siendo 

desconocido. Los productos de los genes alg8, alg44, algX y algK(J'Vtcjíp-Ruíz et ál. 

t 997a, l 997b; Sabra et al. 2001) son candidatos a ser las subunidades del complejo 

polimerasa. 

Entender cmíles son las funciones del coniplejopolimerasa y de la alginasa en la 

determinación del peso molecular del alginato por A, vhíelandii y su relación con ciertas 
' .-

condiciones de cultivo (en especial la T()D) liJel·Ól1. lo~ objetivos principales de este 

proyecto. Para ello se Lltilizaron dos eépas de A. ;;,;,~landii: una cepa silvestre (ATCC 

9046) y una mutante incapaz de prodticir alginasus (SML2). 
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2. Antecedentes 

2.1. Gcncraliclaclcs 

Una grnn variedad ele bacterias. han siclo reportadas como productoras ele 

cxopol isucúriclos. Este fcnotipe>, sc:cnia~1i Qestacomo colonias mucoides en placa y también 

como cultivos de comportamicntb reológico complejo. Los géneros más estudiados hasta 

ahora hun siclo: Xa111'10111onas,. Erwi11ia, Pse11do111011as, Rhizobium y Azoto/)(fcfer. Aunque 

uún no se hu dcliniclo totalmente la función ele los exopolisacáriclos en bacterias, se han 

propuesto algunas. entre las cuales están: la protección de .sistemas e1ízi111áticos sensibles a 

condiciones extremas del ambiente, la 'protección.: al ataque 'ele .rágos o desecación, la 
- - -- - - '' ;~_.. . ' . - -' ' ·. \' - . '. ---

purt icipación en el atrapamiento de imles ;.l11et,~1icbs ); la, pill'ticipación · como agentes 
•ji ~·'.:;';e' >:' 

adhesivos a supcrlicies difíciles (S(1t1Ú;!r1~1íd:l990; Erte~vag et al. 1996; Clcmenti 1997; 
- ' ,·· ,., ---:·- '"} -_·> . 

Rchm y Valla 1997: Gucesa 1998; Wó;1g .et al. 2000; EsíJín2002). TESlS CON 
FALLA. DE ORIGEiN 

El químico británico E.C.C. Stanford fue quien inicialmente describió la 

procedencia del alginato ("la preparación del ácido algínico de algas cales") en una patente 

otorgada en 1SS1 (Dragct el al. 2001 ). Sin embargo, Stanford creía que el alginuto contenía 

nitrógeno. En 1926. algunos grupos trabajando en forma aislada, encontraron que el ácido 

algínico sólo cm constituido por ácidos urónicos. Sin embargo, no fue hasta 19.55 cuando 

se descubrió que el alginato estú constituido por dos tipos de ácidos urÓnicos: el áCiclo 
- - . . 

munurónico y su cpímero, eI .ácido gulurónicÓ (Draget el al. 2001 ). Hasta 19.81 sfhabían 

reportado 265 géneros de algas qlie pi'Oducían alginato (Clementi 1997; Miranda 1998). El 

algimllo producido por el géí1ero Macrocytis es el más usado en Estados Unidos (Boswell 

2002). En el norte de Europa, los géneros mús usados son laminaria y Ascophy/111111 

s 
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(Pszczola 1998). Lus otras especies (Durvil/ea, Sargass11111 y Laminaría japo11ica) se han 

usado en menor escala en Australia, Chile; Il1diu-, Filipin-as y Japói1 (Clementi 1997; 

Mirnnda 1998; Peña 1998). 

Bacterias de los géneros Pse11do111011as y Azotobacter son las únicas fuentes 

procuriotas que producen este polímero. La baéteria Pseudo111011as aerugi110sa (un 

patógeno humano oportunista, causante· de, la fibrosis qtiística) -fue la primera en ser 

rcportadu como productora de· ulginato (Cohen- J 963);}<1 qtie este: polisacárido es esencial 
- - ~•---. o • ••• - - .- • • <- . , __ ... - •. . ' ' ' . .- . --

pum la virulencia _de . la: bacteria_· en -·-lós 1)ülmones. · Algunas especies del•· género de 
• ': ::. ,_: ' • ~'C-. :::~;: :· .: ·., : --:;;~,:: • 1" : - ,:,_:·_ :· •• • • - • 

Pse11<10111011as (F'. 1ii~11rl~d11a .y P. syriÍig_ae) también tienen la capacidad de producir 

ulginato (Conti et <11. 1994). El primer 1;e¡forfo de la producción de ácido algínico por A. 

1•i11elmulii fue publicado por Gorin y Spencer ( 1966). 

2.2. Alginatos 

2.2.t. Estructura y pro1>icdadcs físicas 

El ulginuto obtenido de las algas marinas es un copolímero no ramificado de ácidos 

11-D-munurónico ( M) y su epi mero u-L-gulurónico (G), .utíidos, siempre por enluces 

glucosídicos [31-4, como se presenta en Ja figura' 2.1 (Rel1tú. y Valla 1997; Gacesa 1998). 

Análisis previos hun demostrado que este polímero está constituido por bloques M, bloques 

G y bloques M-G. La composiciór1 de estos bloques pl.lede variar dependiendo de la especie 

y de las condiciones de cultivo, tal como Jo describe la tabla 2.1 (Sutherland 1990; Gacesa 

1998). 
rrw:~¡s CON -'·..í .. 1. .. ' 
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(a) 

-
(b) 

Figura 2.1. Estructuras secundarias del ácido algínico. a .. Ácido polimanurónico (M). b. 

Ácido poligulurónico(G). c. Ácido algínico. 

Las propiedades físié:as del aÍgim1to .sC>n la basé de su uso industrial. Por ejemplo, 

los ulginatos, dependiendo de .su co'1~1posiciói1, .tienen alta afülidad ¡;~ra unirse a ciertos 

cationes polivalentes (Moe.et al. 1995; R~hh{ y.\falJa 1997). Pbr otra parte, la solubilidad 

del ulginato en uguu está determiriadd.Jb/~í p1:1.y·;Ja 'r.:ferza iónica. La acidificación del 
'-= ; · ... :~;-·::: ,,,:..,,__;, 1.: -: ,~ ' '· ·. 

medio conduce u una precipitapi~1j.delalgH{~T6,dep~11cllendo de su peso molecular, por lo 

que se puede precipitar y fracci()1i~r ú~ar1dó ,altas' concentraciones de sales como el cloruro 
'-:· .. ,:: ' ·<- -

de potasio (Moe et al. 1995). En~e~eral, el tipo de gel que se presenta en soluciones de 

alginuto depende del númei-o y de la fuerza de las uniones entre sus moléculas, como de la 

composición del polímero. En contraste, cuando en el polímero predominan los bloques de 

úcidos gulurónicos (0), el gel formado se vuelve completamente rígido y mucho más aún 

con la presencia de iones de calcio. Cuando el polímero está compuesto en su mayoría por 

10 
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úcidos manurónicos, la rigidez del gel es menor (Sutherland 1990; Rehm y Valla 1997; 

Clcmcnti 1997; Gacesa 1998). 

Tabla 2. J. Composición de los alginatos de diversas especies (Sutherland J 990). 

Especie 

Algal 

A. 11i11ela11dii 

P. aer11gi11osa 

P. ¡mt ida 

P. j111oresce11s 

P. ¡Jlwseolicola 

P. fJÍSÍ 

ND: No determinado. 

2.2.2. Alghrntos algalcs 

Relación M:G 

Variable 

Variable 

1:0 

0.6:0.4 

0.6:0.4 

0.94:0.06 

0.83:0.17 

Grupos Acctil ('%) Bloques Gulurónicos 

o + 

21-50 + 

37-57 

3-4 

3-4 

4.5 

ND 

ND 

Los alginatos son los constituyentes de la pared celular de las algas cafés 

(Plweopllycoeae), lt1 composición de sus bloques depende de la especie y de la pmte del tallo 

de la cual el alginato es extraído. Además, el método de extracción, las condiciones 

umbicntalcs y de cultivo del alga in!luyen en la variabilidad de la composicióndél alginato 

(Moc et al. 1995; Draget et al. 2001). El alginato está presente eri c!lsitÓdris:las'especies de 

las algas cafés, siendo rentable ·la .extracción del polímero· e~ aqL1~11lfSe~JJe~ies .donde el 

porcentaje del alginato sea mayor a. un 40% en peso (~ehri1 y ~all~ l?.~7/Gacesa 1998). 

Los principales países productores de alginato son los Estados Unidos ( 10,000 a 

12,000 ton/aiio), China (8;000 a 10,000 ton/at'io), Inglaterra (6,000 a 8,000 ton/aiio), 

11 



_.. _,._._ ... _.,. ~·-··" 

A111ecede111es 

Noruega (5,000 ton/mio), Francia (2,000 ton/año) y Japón ( 1,500 ton/mio) (Boswell 2002). 

Se esti1m1 además qlie paru el año 2005 el mercado de los alginatos crecerá al menos un 4.5 

•v.,. En México la explotación comercial de algas se practica desde hace aproximadamente 

medio siglo. Las especies explotadas se distribuyen en el pacífico mexicano y son: el alga 

i'v/acrocystis pyrifera, cosechada y exportada en fresco a Estados Unidos para la extracción 

de alginato, y otras como Gigartina ca11ic11/ata fuente . de carragenatos, y Ge/idi11111 
.-" ---- ··,: . 

roh11st11111 única especie que se cosecha y se industrializa en.México );ara la producción de 

agur (Miranda 1998; Peña 1998; He111ández-Caní1ona 1999a, 1999b). 

2.2.3. Alginatos lrnctc1.·ianos 

Los alginatos de fuente bacteria! tienen la misma base estructural que los alginatos 

obtenidos de algas, pero difieren en que estos poseen un grupo acetil en el carbono dos o 

tres, en vez de un hidroxilo. El grado de acctilación de los polímeros bacteriales es 

variable, donde el ulginato producido por A. vi11e/a11dii presenta, por cada 5.2 residuos de 

:.'leidos úronicos, uno acetilado (Gorin y Spcncer 1966). Estas acetilac.iones están siempre 

asociadas a Jos bloques manurónicos (Davidson et al. 1977). Mientras. que el alginato 

producido por A. vi11ela11dii está compuesto de ácido · manurónic~ y gulurónico, el 

producido por P. aerugi11osa no tiene bloques gulurÓnicC!~· lo cj~1e detei111illa en gran 

medida las propiedades del producto·(Sutl1eriahd 1990; G~~.cs{199s}.Una aproximación 

de las proporciones de los ácidos ur6nicÓs en cada ~s~~cie bacte;ial, comparando con los 

alginatos algalcs, se presenia en la tabla 2.1. 

12 
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Aunque hastu ahora los alginatos comerciales han sido extraídos de ulgas marinas, 

es muy foctible que el alginato producido por bacterias deje ele ser sólo url ºmodelo de 

esllldio del mecanismo de biosíntesis y polimerizueión y se convierta en un exopolisaeárido 

comercialmente importante (Ertesvag et al. 1996; Gacesa 1998); Una de las grandes 

ventajus de Jos ulginutos bacterianos es su diversidaf] .~s;tructurnl con respecto a su 

composición química, yu que se pueden obtener dce~de 1 polímerós puros de ácido 

manurónico (con grundes expectativas en la incl~stria•~~ l~s i11111u11oestimulantes), hasta . ~ ·' - ' .~ - ·, . . ., ., ' --- . ·._ 

polímeros que contienen SO '% de residuos gulu1:ónic'bs (R~hn1 y V,alla 1997)~ El posible 

manejo de lus enzimas involucradas en labiosínt~sis d~I pb1i111~ro. (p1·inCipahne11te en la ··, '"-· . ·, ·'·:- ·,.• ·-' ·. ,, ·'· , ... 
,:.::-

polimerización y modificación de la molécula) itbi·e Ja ~?sÍ\)ilidiid d~ n1~;1ipular las 
~ . . , f: :: . : ' . 

características del alginato con usos potenciales :aún no· explorados (Anninson y 

Couperwhite 1986: Ertesvag et al. 1996; RehmyValla 1997). 

2.2.4. Función hiológica del alginato bacteria! 

Se ha sugerido que los exopolisacáridos microbianos pueden proteger a las 

buctcrius contra la. desecación, ataque de fagos y .fagocitosis. Además, pueden crear 

Jnirreras di rusiom1Jes u altas concentraciones de oxígeno, participar en el ~!rapamiento de 

iones metálicos, participar como agentc::scadhesivos a supc;:rficies .dificil es y, en algmios 
·_, ... · ' -· .. 

casos, intervenir como age11tes de .consumo. dcL ex~eso de ~nergía én ·fonna de ATP 

(Sutherlund 1990; Clementi 1997; Ertesvag eta/; 1996; Gacesa 1998; Wong et al. 2000; 

Espín 2002). 
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A. vinelandii sufre un proceso de cnquistamiento que es caracterizado por la 

formación cfo varias capas de alginatos alrededor de la célula, protegiéndola de la 

desecación y el estrés mecánico. Bajo condiciones favorables (incluyendo la presencia de 

agua y nutrimentos), la película de alginato se humedece, el quiste gen'nina; se divide y 
- - -

regenera nuevamente células vegetativas~ Por su -parte, la acetilaeión que_ pi·esenta _el 
- . . . . ·. . . . . 

alginato cumple la función de i11c1«~n1:ntarJa~S,0 li.1~~rza:s-deunión al agua, aumentando así las 

posibi 1 ic1ac1cs de sup~rvive11'~ia en con<liCiones c1esecaí1tes ene1 qúiste c8rtésvag et al. 1996; 
' . , . .·,:. '· ~i: . :, ·'' . )''.·~· .... .»··:-' ... ·,, · .. "·.y·, : '.' \. ; ;·,-:·: . ·._ ·.::. ,, __ · -:." ,._: '"· . ·: 

Vázquez et a/.- 1999). Se ha pr~¡n1°"sto'~u¿ el:~j~¡fratkcu/1ipl_~\11~8' ftÍi1ciótÍ estructural en los 
:.·. . . -- '-. :~.~-~ . .. ,,, .. _. ~ - ;.-·- .. . ·:·:·' ,_,._._ ' .. <·'~: "' .. -- .. 

'n 

microquistes. que ._.fon~íil ~Í/;. -i1ÍJúila11dii; Si¡1, eÍ~1b~l·go/ e'fo:i: no explicá la abundante 
' :. ·.· ".. :>,>', ·,¡,-~:.7; > J'..: ;:·.o:-·.~~.,._· .. ·:.'.-.. · '·:.,;; . .', >.>::.: · .. ';::' .::=-:O:-·.'.. "-=J'.~,'. · :['e,.~;: . ·-> · .. ·,. '-' 

producción de ~lgin~i't(exfrric¿ltÍlÜ1: dura1ite eicrecin1ient6 ~~get!ltivo de la bacteria. Así, el 
-•• ~. ¡ •.• ,-_:-' - . . · .• - ·- • - • • •·· . ' 

alginato no iicin:~>{11'1ri' Ji.111ción única y como otros tantos pol_isacáridos, debe contribuir con 

una amplia gama_ ele funciories que dependen del ambiente (Sutherland 1990). Las 

evidencias han sugerido que en A. vi11ela11dii el alginato no sirve como un metabolito de 

reserva de energíu (Kennedy y Toukdarian 1987). Alternativamente, se ha propuesto que el 

polímero f'uncionu como una barrera protectora contra la toxicidad de metales pesados, 

como u1rn burren1 difusional de oxígeno y como, un sistema de intercambio de iones (con 

alttt selectividad por iones calcio), paiiicula1111ente cuando el alginato está en estado de gel 

( Ertervüg et al. 1.996; Clementi _ 1997); 

2.2.5. Aplic11cioncs de los alginátos 

Los alginutos son usados comercialmente como agentes gelifieantes, formadores de 

película para protección de alimentos, estabilizantes y espesantes (Tinaco 1993; Gacesa 

1998). Un resumen de las aplicaciones más representativas puede verse en la tabla 2.2. 

1 DA i· !~S}:~J c(qR~~ Yl N ¡ 
_________________________ _. _ _..!!.~-'""'--'--''-'-'! ._._ü'-'-'L~-" h J ( rli, 
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Tabla 2.2. Propiedades flmcionules y usos industÍ'iales-de los ~Jgfnutos (Lópcz-Mung~tía et al. 
1993; Gaccsa 1998). 

INDUSTRIA 

Alimentos 

Farmacéutica 

Agriculturu 
Papel 
Textil 

Otrns 
industrias 

uso 
Estubilizudor de emulsiones 
Agente gclificantc 

Espesante 

Estabilizador de espuma 
Emulsificantc y espesante 
Agente dcsintcgrudor 
Gel absorbente 
Agente de suspensión 
Agente de retención de agua 
Agente de suspensión 
Espesante y gel i ficanlc 

Agente gclificuntc 

PRODUCTOS 
Helados 
Gelatinas, rellenos para panificación 
S ubstitulo de frutas 
Cubierta de embutidos 
Salsas y aderezos 
Productos enlutados 
Congelados y dcshidrutudos 
Cerveza y vinos 
Jubones y lociones 
Tabletas 
Vcn<lajcs quirúrgicos 
Ungüentos y antibióticos 
Acondicionador de sucios 
Corte y di111cnsionamicnlo de pupe) 
l111prcsión de géneros 
Explosivos (geles de alginuto de 
boruto) 
Odontología (impresiones dentales) 
Juguetería (moldes) 
Fotogrulia (endurecimiento de geles) 
Trutu111icnto de uguus (agente 
floculanle) 
Biocutalizadores (inmovilización de 
células y enzi111as) 

La producción mundial de alginalo está centrada en un número pequeño de 

compuliíus, entre las que se destacan: Danisco en Dinamarca, Ki111ils11 y Kib1111 Cemifa en 

.lapón, Pro11ova Biopolymers '/ne. en Noruega, Systems /Jio-/11d11stries en Francia y 711e 

N111m S1Feet Kelco Co. en Estados Unidos. Los precios de venta están en el intervalo de 5 a 

20 dólares por kilogra1110, para la mayoría de las aplicaciones. Con este precio, los 

alginatos de origen bacteria) dificil111ente podrían compelir. Sin embargo, los alginatos 

usados en Ju industria fannacéutica pueden alcanzar precios de hasta 40,000 dólares por 
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kilogramo y por lo tanto, esta área puede convertirse en un mercado potencial paru los 

biopolímeros generados por A. vinelandii (Reh;,, y Valla 1997; Pszczola 1998; Boswell 

2002). 

En los últimos años se han reportado nuevas aplicaciones biotecnológicas de los 

alginatos. El atrapumiento de célulasdentrod~ esferas de geles de alginuto de calcio se ha 
'. ••• • •.; ,.-· -···· _,__ _.- .- ·-·- o • _, ' • 

con vertido .. en una •técnica •. e~tensament~ u~~du tJara inmo~i 1 izar bacterias: ~!gas,• hongos, 

levaduras y cé!l.das végetales y aiiit~fales, Lo~\istémris'de células Jnl11d~ili~~das en geles 

ele alginato s911 .uÍilizaclos ~n 'Jarits Gro~~~~s~· in~ustriales·que sÚcxti~n~en ••• desde la 
·::~· -_ ·,: .. · -~::-.;~· ·.":'!.: :-:-··:<..- :· . .-·-·t 

producción de etanol a la p1'oducción ele anticuerpos monoclonales usando hibriclomas 

(Clcmenti 1997; Pszczola 1998). 

2.3. Generalidades de Azotobllcter vi11elmulii 

Las buctcrias del género Azotobacter son microorganismos mucoides naturales del 

sucio. Grum-negativos y aerobios estrictos, móviles a través de llagefos pérítricos. Son 

capuces de lijar nitrógeno y pueden incoqmrar ADN a su·cr9111osónia por recombinación 

( Kcnncdy y Toukdurian 1987). A. vi11ela11dii pc1ienecé a lafrin1iIÍa d~los Azotobactereaceae . 

. :: •, 

Los productos' ele irnporlancia comer~iaLe;l la bio~íntesis de A. vinelandii son el. 

ulginuto y el polihidroxibutirat: (PHB); un polímero derese~va intracelular. La.s condiciones 

óptimas para la producción de PHB. usualmente incluyen un exceso de ~~~ntc qe .carbono, 

ugotamiento de un nutriente y bajo valor de oxígeno disuelto. Bajo estas condiciones se puede 

obtener hasta un 70 %, de PHB en peso seco de las células (Brivonese y Sutherland 1989). Se 
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han diseiiado procesos multi-etapas donde, en un primer tiempo, se promueve el crecimiento 

bacteriano y en el segundo se prcfrimeve la f~rmacTó11 de P-HB ~on adición de otra fuente de 

carbono, um1 f'uente de nitrógeno adicional y baja aireación (Chen y Page 1997). También se 

ha descrito que los procesos de síntesis de alginato y de PHB están asociados al proceso de 

cnquistamiento, el cual genera células esféricas y latentes, resistentes a la desecación 

(Kcnncdy y Toukdarian 1987). 

2.3.1. Biosíntcsis ele alginato por A. vi11e/mulii 

La ruta biosint~tica de ~lginato en A. vi11elc111dii f'ue inicialment~ propuesta porPindar 

y Buckc ( 1975) basát~~C>se en la presencia de algunas enzimas que previamente habían sido 

dcscritus como parUci¡~~nt~s eK1i~ínt~sis de alginato en algas (Liny Hassid 1966). A su vez, 

los pasos biosintétiéos en lá producción de alginato en A. vi11e/a11dii y F'. aemginosa son muy 

similares (Lyn11 y Sokatch 1984; Lloret et al. 1996). Como se presenta en la figura 2.2, la 

sacarosa es transportada al interior de la célula y una vez dentro, una invertasa la hid1'oliza 

liberando glucosa y fructosa. Luego de fonnarse las 2 hcxosas-6cfosfato corresporidientes 

tiene lugar la formación de manosa-1'."fosfhtoporta<acciém de: la enzima Tosfomanosa 

isomcrasa. Luego, la manosa-1-fosofato es esterificada 'con,GJP'.poraécipn de la enzima 

GDP munosa pirofosforilasa, para obtene1' GD~~maho~~.' ~~r Ia aGCiókcÍeÚriGDP-manosa 
. : ;. "; . , .. <; ·:~· ,- ; ·.)o: . ·, -'. ';_ .. · . ·.·:_· : ; , .. ·1. •. • 

< ··~· 

dcshidrogenasa se obtiene GDP-ácido m,amn:~;1i,dci~ ,~(1~'..~s kri11Óho1~ierb. ¡:lrecufaor del ácido . , . : ' .:·. " ; .:'· .... · :;~· . .-.>~/<.:;":;.~:~~: "·',;;~ ·_ -·.; .~ ... " ,·,:, - . 
polimanurónico, obtenido por la acción<del'1,coífüJlejo¿eniili~ático "polimerasa" (Pindar y 

"' . ,> ~ .. -, ''~->--· ~--.;; ; " - ., 

Buckc 1975; Espín 2002). Hasta lq prbdub~i~l1'.c1~J'{j~jj-Íddo manurónico, el proceso sucede 

en el citoplasma de A. 11i11e/a11dii. La polin~eri~ación del alginato se lleva a cabo en la 

membrana citoplasmática de la célula. 
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A111ecede111es 

Figura 2.2. Ruta de biosíntesis de alginato y PHB en A. vinelandii (Sabra et al. 2001) 

tanrni'io 

l!spacio 

Las enzimas encargadas de modificar el ácido polimanurón,i~<\y darle la estructura y 

linal al alginato se encúentriÍn. en'. ei ~spácio •.pe(·Ísp1ái:mf~~.,;1iiem!Jrana ex.terna y 

extracelu lar. ·Hasta .. eJ .. 11~01~1~nÚ.~e··· ¡.¡c~11dce<·<tn~c~:,~jtli~1ó)de .si et~ , epimerasas 
-.--c=--o-·•·'=----~·;.;:_=- c-;;o: -.:,·o.-;~--~--~·::::~:·.---·---··- . • 

dependientes de éalcio (E11esvag eral. 1996; Svaile1~ el)tl.~·1999; i~anistad' et al. 2001; 
_,;-.· 

Svanem et al. 2001) y una sola epimerasa no dependiente'de calcio (Rehm et al. 1996). 
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Además, se da la dcpolimerización del alginato por una alginato-liasa o alginasa (Ertesvag et 

- -

al. 1998) y una ucetilación en CI carbono 2 ele los residu-os de ácido mamirónico por una 

acctilasa (Vázqucz et al. 1999), 

En Ju actuulidud, no sólo se conoce lu ruta biosintéti.ca deI ulginato, sino que tumbién 

SC conocen Jos genes responsubles, SU localización Cll cJ; Crüll10Soillaj nrnchos ele Jos 

mecunismos de regulación y control de la expresión de:~esios genes: 'Todo~ los genes 

estructurulcs se cncuentrun agrupados en el cron1o~om~; y·se franscribe~ a parti1: dci varios 
~ - ···- ' . . '. ·. - ' ' . - . . . ' 

promotores, con la excepción de algCque coditiQl l;ijra la enzima f'osfoma1~omutasa. La 

liguru 2.3 presenta un esquema general del grup~ ·je ~enes biosintéticos dealg~nato en A. 

l'i11ela11dii. 

~.laJg,\'"laJgL UaJgl lalgVW'diihAJ 

Figura 2.3. Esquema general del grupo ele genes biosintético de alginato en A. vi11ela11dii 

(tomauo de Espín 2002). 

El gen algD codifica para la enzima GDP-manosa deshidrogenasa y se transcribe a 

partir de tres promotores Cc:;ampcis etal. J 996; Núñez et al. 2000a). Por otro lado, los genes 

alg8, alg44, algK y algJ .están organi~ados eil una L1nidad frm1.s~ri~cional con un solo 
··,-.; _>i. 

promotor (Mcjía-Ruíz et al. 1997a, 1997b), cuyos p~()cíúcto~ (Ílsbóia_gbs.á111embrana interna) 
:•:' ,·· ;,;;;:.- -·-," 

-.,..·-',.· 

posiblemente estén involucrados en la polimerización'ysecreciÓn cÍél alginato (figura 2.4). El 
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producto de alg8 es una glicosil trunsferusa membrana! que se ha propuesto con actividad de 

poi imerasu; alg44 codi ficu para otra proteína de 111cl11bran~il1terna, la cual se propone formu 

parte del complejo de polimerización o que tiene que ver con el transporte del polímero al 

periplusma (Mcj ia-Ruíz et al. 1997a). El producto de algK es una proteína periplásmica que 

pudicru ser parle del complej~ poi imeru~a (Sabra et al.2001) y ta-mbié11 en I~ inc~qJoru~ión 

del producto de algJ en la membrana externa (Mejía-Ruíz .et al. 1997b), C:o11"10 una proteína 

de membrana externa (figura 2.4) con actividad ele canal iónico; esencialparu la secreción del 

alginato (Rehm 1996)'. Déspués d.el operón conteni~ndo los ge'nes alg8, a/g44, étfgK y algJ se 

cncucnlru el opcrón alg(;~\ÚVFA (Vázquez e(al. 1999), donde algG codifica pura una 

cpimerusu (Rehm el (;?1;~6) quen~ depende de calcio y algl codifica paru la alginato-liasa 

(Llorct et al. 1996; · Erlesvag et al. 1998). Los productos de algX, algV, algl y algF son los 

responsables de la acclilación de los residuos manurónicos en el periplasma (Vúzqucz el al. 

1999), aunque otros autores (Sabru et al. 2001) han propuesto que algX codifica para una 

enzima involucruda con el complejo polimerasa. Finalmente y precedido de un promotor 

dcbil, algA codifica para la enzima bifuncional (fosfomanosa isomerusa, DGP manosa 

pirofosforilasa) que cataliza el primer y tercer pasos de la vía (Llore! et al. 1996; Yázquez et 

al. 1999). 

La expresión o transcripción de .l9s genes eslructlirales de la vía de síntesis del 

ulginato está bajo el control de una serie de proteínas reguladorus que incluyen factores sigma 

ultcrnativos y sus rcgufadore~ n~gntivos o atllisigmas, así como la participación de proteínas 
- - _-- •. --, e 

reguladoras de la familia d~ .dos cómponentes (Mmtínez-Salazar et al. 1996; Moreno et al. 

1998; Núi\ez et al. 2000a, 2000b; Castai\eda et al. 2000, 2001 ). 



Anteceden es 

...,, .. ,. 

Espndo t'Xlract'luhu 

Figura 2.4 Modelo de las enzimas involucradas en la producción de alginato por A. 

vinelandii. 

2.4. Factores que influyen en la biosíntesis y el peso molecular del 

alginato por A. vinelandii 

Se han realizado estudios a fin de investigar el efecto de muchos de los factores que 

afectan la biosíntesis del alginato (nutrimentos, fuente de carbono, temperatura, pH y TOD, 

entre otros). El efecto de cada uno de estos factores ha sido cuantificado en términos 

cinéticos, tales como velocidades de crecimiento, velocidades de producción de alginato y 

consumo de fuente de carbono, rendimientos y productividades (Jarman et al. 1978; Horan 

et al. 1981, 1983; Chen et al. 1985; Brivonese y Sutherland 1989; Clementi et al. 1995; 

Peña et al. 1997; Parente et al. 1998; Peña 1998; Clementi et al. 1999; Trujillo 1999; Peña 

et al. 2000; Trujillo-Roldán et al. 2001; Seáñez et al. 2001). 
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En nuestro gi·Lipode i1westigación'se ha ge1;;rado inforn1aciÓn sobr<:! 61 ~recto de la 

aireación y de la TOD en los cultivos. de A. yinelmidii, sobre .la producción y peso 

molecular de los alginatos. Peña el al. (1997) llevaron ncabi cultivos de A. vi11elcmdii en 

matraces con dcllectores, donde. las !Jacte1;i~~~i·éci61:~,~.:ea,si:al;doble-y prodlljerciil tres 
- ' - . ,:• .. • . ,,,,- ,-.. "· . ' ; 

veces menos alginato que aquellos culÚvos Iie~aciói.'~ c~ho en¡ matrnces convencionales . 
• ;-_ '" ' ,.. .--·' .... -~ . ' ' : • ·--"..~·~··· --'-' •• . L. --· • -- ' - , - ... _ - • - - • 

:·~,- ~::, .. ~:-"·''-.;' -::\ :·.~ 'ü•" 

Las viscosidades mús altas rlieron aqúeÚas:C!c 19'~ cllltÍVos6íi '111ºafraces convencionales (520. ''.;)_;· '..,/:> }.::,;\ .·.;-~.-,",.\}): ·=.;':·¡','. _;t ·-:< ' . 

cps) con respecto a ·Ios matraeescorí''d6í]éC:l~1:~·~c¿jfr;c:,~s) .. Este último ·fenóm.cno rue .' • -:• -.;: ·, :·:~n-~ '~<:_,: .. - -~· «"• • - _•; - -_-. ,-- • - .,. 

relacionado con un cambio en ias."cai:~dt~Í;ísti'~as ;~1C>ÍecÜiai·es del pollmero (Peña e1 al. 

1997). El peso molecular del 'alginato aLtme1~1ó cci1~ réspecto al 'tiempo de cultivo y 
":_.- ,- . "! ' ·•. . . ,· 

posteriormente ruc dcpolimerizado. Alfirial de los cultivos, el peso molecular promedio 

(PMP) del alginato de los matraces convencionales fue cinco veces mayor que el PMP del 

alginato de los matraces con dcílcctores. Posteriormente, en cultivos en fc1111entador, Peña 

el al. (2000) reportaron como la TOO (en el intervalo de 0.5 a 5 '%) y la hidrodinámica 

(velocidades de agitación en el intervalo de 300 a 700 rpm) afectaban la producción de 

alginato así como el peso molecular del polímero. En condiciones de baja velocidad de 

agitación (300 rpm) y una alta TOO (5 %), el cLÍltivo ¡)rodujo'.mús alginato(4.5 gil) qüe lo 

obtenido a la misma agitación pero a·_Lma·TOD:;de'•Q.5·%, (J :O::g/l)f, Por qtrarpai·te, los 
1. . '~(- .:¡" -:~ .. ;--: :1 .. _ - ):~--

valores más al tos de .. PM P clel. ~jg(p~~9, s'~i;o~'.t~1~{~·;:~11f~·~.~~/~s ,~ci1~f..id~des de agitación. 

'· .- ... ó·'· .1-:1;· ... -._:- .. _ -~~'.~~>":~:~_.~.·--<':.'·_" .. ·-.:.,-.:"'' .. /·~_<·-7i .. ::.-.,.··<·:~º.""~·-.,.-._. ·_-: . 
Adcmús, el PM P del algii1ató óbte'íiido;fue fúl1Cióí1 del Óxígeno~disuelfo e1i el medio de 

cultivo (Peña el al. 2000).:'PÓr oda párté, eri los tie1'1lpos ffi1ales de los cultivos, la 

dcpolimerización del alginato era causada por la actividad alginato-liasa extracelular (Peña 

el al, 2000). Anterior al trabajo de Peña el al. (2000) se reportaron otros trabajos que 
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demostraron el efecto de la TOD sobre la producción de alginatos por A. l'i11elmulii. Por 

ejemplo, en cultivos con y si11 colítrol de TOO. Paren te et al. ( 1998) observaron que la 

mayor concentración linal de alginato {3.8 g/I) es obtenida en los cultivos llevados a cabo 

sin control de TOO. Sin embm;go, este cultivo sin control estuvo entre 2 y 4 %. de TOO. El 

control de la TOO r(;!portado p~r Parente er al. (1998) fue realizado mediante la 

manipulación de lu velocidad de.a~i,ta9iÓn,,lo quc,n~i'pen);¡_itió,s~parar lo~ efoct()S c.ausados 
-- ,-.. -

por cambios en l.a hidrodi11ámica, de aquellós debÍd()s f!xclusiy~n1enteá .la 'TOO: 
- . ' ' . . . ' . - - -· : . -- - _. ~- ' -.. _ .. ,.- ~ - ,·· '" .,. ' ... - ... ··~ ' \.,. ' .. 

En un trubajOpostcrior de riuestro grupo, T1~ujill~~Rólclán ~{al. (2001)reportaron el 

electo de oscilaciones de TOD sobre el metabolismo de las bactei'ias y el alginato 

producido. Las oscilaciones sinusoidales de la TOD se llevaron a cabo con la manipulación 

de las presiones parciales del oxígeno y del nitrógeno en la entrada de un biorreactor de 1.0 

l. Se evaluaron los efectos del período de oscilación (tiempo en que dura una oscilación) y 

de la amplitud de la onda (valor sobre el que oscila la TOD),, c011 un eje de la oscilación 
"._- ·-··e-_ 

lijo en 3 •x, de TOO. Se pudo observar que la anípliflld de Iti.,os~ilación tenía un efecto 
' . 

importante en el PMP del alginato.Sin embargo,:ntmea 'ij{~~tuy\'e1'bn alginatos de mayor 
-'--~ -- ' -:., 

PMP que el obtenido bajo una TOO. eo11stal1t~.d~J ~' (3~~~kD~);Los resultados de este 

estudio hicieron evidente la compÍej:re~t1laciÓ1~'q:t¡eti~¡ie\~,yi11ela11dii sobre cambios muy 

pequeños en la TOD; prin~¡'p:lmentJc. et1 Jtis caúiCt~·;.¡Jticll,§ ínoleculares del alginato. 

También se reportó (Tritj ¡j 1diR:6tcián. e( ál. ·2001) qlle: la ciJ~Ólimerización del alginato. era 
:~>-, ·.-·' - .. ;·~> 

evidente hacia el lií'i~l,dcl cu!Úvo y, a su vez, la liuig~ittici' deJri calda en el PMP parecía ser 

función de la TOD. Otro de los gases que ha sido est{1diado en nuestro grupo ha sido el 

bióxido de carbono en la cotTiente de entrada de los gases (O - 25 % v/v) y su efecto sobre 
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la producción y el PMP del alginato producido por A. vi11ela11dii (Seáñez et al. 2001 ). El 

crecimiento de la biomasa y la producción del alginato f'ueron inhibidos a baj~s niveles de 

CO~ (4 - 8 'X1), pero estimulados a niveles altos (13 %). Uno ele los resultados más 

dramáticos f'uc que para los niveles de C02 de 8%1 y 13'% no se observó depolimcrización 

del alginato (Scúñcz et al. 2001). 

2.4.1. Efecto ele las condiciones ele cultivo sobre la polimerización y clepolimerización ele 

nlginato por A .. vi11elmulii. 

En algun()s trabajos se ha mostrado cómo ciertas condiciones de cultivo (agitación, 

oxígeno disuclto,C02 y nutrimentos, entre otras) afectan el PMP y la distribución del peso 

molecúlar del ulginuto producido por A. vi11ela11dii (Kennedy et al. 1992; Ertesvilg et al. 

1998; Pcñl.1 et al. 2000; Truj i llo-Roldán et al. 2001; Seáñez et al. 2001 ). Además, también 

se ha intentado relacionur estas condiciones de cultivo con la posterior depolimerización 

del alginato (Trujillo 1999; Paren te 1998). Paren te et al. ( 1998) proponen una. relación 

similar entre el alimento del PMP y la velocidad específica de crecimiento, n1iel1~ras que 

Clcmenti ( 1997) presenta como la depolimerización. del alginato_~ coin~ide, .con ~l 
- ' _- . . . . '. .. - - ' -- ' .. ; .... -' .-~ ,' 

agotamiento de nutrimentos como la f'uente de nitrógeno. Sabra et al. (199?):1)1i~pÓiien que 

la f'uente de fosfatos es el factor nutricional relacionado con la caídridCI"PMP.del alginato 

en cultivo. Estudios previos a estos, han propuesto que la causa p_rinc;ipalde la degradación 

del polímero es la expulsión de la alginasa del espacio periplásn1ico de la célula al espacio 

cxtracclular por una lisis celular al final del cultivo (Horari el al. 1983). 
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Los reportes de Kcnnedy et al. (1992) y Ertesvag et al. (1998) son los únicos que 

han tratado de cntericler el mecanismo ele accfón ele la alginato liasa en A. vine/andii. De los 

dos reportes se puede concluir que la alginasa es normalmente periplásmica (951% en 

cultivos en matraz) y con pl-1 óptimos cercanos•a la neútralidad (Kennecly et al. 1992). El . ·. .· .·.-. ;··· ... , .... 

precursor pesa .41.4 kDa donde l_a en~iilla '¡)esa·~J9jk[)a~/ m1;pépticlo setial de 2.4 kDa 
"·". · .. ·.·.' -, , .. ,·,:. ·.' .... , .. 

(Ertesviig et al. 1998). La ~lginatb~I irika/Úe1~·~\1i:ri 1'fin·i~~J:cl;º;.;~os.enlaces de residuos ele 

ácidos manurónicos y 111uy po~~ s~~re\as:~ac1i~1~~d~~~~-¡'JJ~Li~'·ácidos gulurónicos. 
... . - ·. ,_~ . ; . ' '"> ' . . / - '. . . '··' - ., ·.·· .·· ·· ... ·· .......... •·· .. •.· . . J . 

Otros estudios se'·hai1 lle'l~cio a cabOusancib' nií.Ítm1tesdeA. vi11ela11dii (normalmente 
:. \ '' . . .. . ''.- . : . . ' ' . 

' ':·:-..• - ;· ..... - ··.'. -. ·:·:: .. . · 

la mutación se encucnfra dentrodel gi·~1po de genes biosintéticos del alginato). Un ejemplo, 

es el trabajo en el que se reportan tres cepas mutantes con alteraciones en la transcripción 

de uno de los genes importantes de la producción de alginato (algD), en la síntesis de PHB 

y una doble mutante con las dos mutaciones anteriores. En ninguno de los casos, la 

producción de ulginutos f'ue mejorada con respecto a la cepa silvestre (Petia et al. 2002). 

Sin embargo, la doble mutante produjo un PMP casi tres veces más alto que el mayor 

reportado pura la cepa silvestre, aunque se desconoce. el mecanismo por lo que esto sucede 

( Pciiu eral. 2002). 

Además, existen reportes sobre alginato · Iiasas de otros moclel_os biológicos. La 

recopilación más reciente de esta inf'onnación fue realizada por Wong el al. (2000). La 

mayor parte ele los estudios se han realizado en las especies ele Pse11do111011as (Hatch y 

Schiller 1998; Rehm 1998; Prestan et. al. 2000; Prestan et al .. 2001,; Otto et al. 2001) y en 

ulgunas bacterias marinas (Brown y Prestan 1991; Iwamoto el al. 2002). 
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Ninguno de los trabajos= p1:evios ha dei11ostrado él~i·amente cómo ~se lleva11 u cabo 

los fenómenos ele polimerización y depolimerización. Entender ctiáles son las funciones del 

complejo polimerasa y de la. alginasa en la determinación del peso molecular del alginato 

por A: vin~la;;dii f'uc el objetivo principal de este proyecto. Para cumplir tal fin se utilizaron 

dos cepas de A. vi11e/a11dii: una cepa silvestre (ATCC 90~6) y una mutante;jncapa~ de 

producir alginasas (SML2). Además, se propuso el us.o de una 'nueva 111etodología de 

inoculación td fermentador (Í11oct1la.~ · C:éüi!!l( luYad~~).'.~¡j;; estu ,nue~u .11~~todÓlogía se 

propuso analizar el; efecto. de. (a, ttbr:t sbbre lÓs :rei1Ói11énósié(je. polimerización y 
_·. ·-···:·."··' !·.~;.:,>-i··· ~·,.·.~!.~'. ·,,"'_-:~_ .. ·.:',_,, ·~-•-·-'>" ·.-·-

depolimerización cómo ~1110 de los factÓres n{~s iÍ1~p51rtanfos en6J cultivo de A. vinelmulii, 

la producción y c!PMP del alginato, 
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3. Ob.ietivos 

3.1. General 

• Entender y curacterizur el papel de la ulginato liasa y del complejo polimerasa (bajo 

di f'erentcs condiciones de oxígeno disuelto) en la determinución del peso molecular 

del ulginuto producido por Azotohacter vi11ela11dii. 

3.2. Específicos 

• Obtener y curucterizur (en mu traces y en fcrmentudor) una mutunte de A. vi11e/a11dii 

no productorn de ulginasus, pero que sí pueda producir alginuto. 

• Reulizur cultivos de A. vinelandii en l'ermentador donde sea posible evitar los 

componentes provenientes del inóeulo, con el fin de lograr ununálisis apropiado del 

ulginato y su peso molecular bajo condiciones coí1troladas. 

• Analizar el el'ecto de la TOD sobre los fenómenos de polimerización y 

depolimerización del alginato. 
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4. Materiales y métodos 

4.1 Microorganismo, medio de cultivo y condiciones de crecimiento 

Lu ccpu de A::o/Ohacter vi11e/a11dii ATCC 9046 se preservó a 4°C en tubos inclinados 

con medio Burk modificado solidificado con agur ( 18 gil) (ver composición adelante), sin 

extracto de lcvadurn. El mantenimi.ento se realizó con resiembras mensuales como ha sido 

descrito prcviumentc (Peiia et al.· 1997). 

El microorganismo se creció en medio Burk modificado (MBM) con la siguiente 

composición (en gil): sacarosa (20); extracto de levadura (3); K2HPQ4 (0.66); KH2P04 

(0.16); MOPS - úcido 3 (N-morfolino) propanesulfonico - (1.42); CaS04 (0.05); NaCI (0.2); 

MgS04•7H20 (0.2); NaMo04•2H 20 (0.0029); FeS04 (0.027). Las sales de potasio, la 

sucarosu, el extracto de levadura y el MOPS se disolvieron en 900 mi de agua destil~da y se 

ajustó el pH a 7.2 con NuOH (2N). A su vez, el sulfato de calcio se disoivió eÍ1 .56.í111y las . - - ·- - _,"\• ' ',).·\_.,- ·:--·,_ . . -,-·: ., .. , 

sales restantes eí1 el mismo volumen de agüa destila:aa: Con; e'1?ol>jétd d~ 6vitrii'. 
""";':o''. '' ~C.'- ~ ~·-

precipitaciones, las tres fracciones se esterilizaron por separado a '121 ºC dtu;allfe 20 t11in y ya 

cstéri les se mezclaron en la campuna de flujo laíninar(Pcña ét al. 1997; Peña 1 ~98; Tn!iillo 

11)99). 

l'aru lu obtención de los inóculos, se resembró, de los tubos inclinados a medio sólido (cajas 

Pctri) y se incubó (por duplicado) a 29°C durante 72 horas. Tres asadas de las células de las 

placus fueron usudus para inocular los matruces, los cuales se incubaron (por triplicado) 

durnnte 24 horas a 29°C y una velocidad de agitución de 200 rpm. El matraz seleccionado 
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(cuya densidad óptictt inicial era cercana a 0.15 en dilución 1 :50 y que representaba 0.3 gil de 

biomasa en el rermentador al comenzar el cultivo)fue usado corno inóculo de l~s culti~os en 

f'crmentador y en mutraces. Los cultivos en matraces se llevaron a cabo usando matraces 

Erlenmcyer de 500 mi con 100 mi de medio de cultivo. En condiciones estériles, 1 O 1111 de 

inóculo se adicionttron a 90 mi de)vlBM en_ cada matraz. Se. inc~1baron;24 n1atraces, 

sttcri licando dos mtllraces cada 12 h para posteriores análisis. Se utiJiió w;á,ye1'6~idad de 

ttgitación de 200 rpm y 29';C (agitadora New Brunswick Sci, seri6'2s).'· r!l1:a ~ada· c~pa de 

trabajo, los resultados que se presentan son el promediO del análisis por duplicado de dos 

matraces. 

Pura los cultivos en formentador se usó un hiorreactor de 1.5 1 con un volumen inicial 

de trabajo de 1.0 1 (Virtis, Gardincr NY). El biorreactor está equipado con dos turbinas 

Rushton (relución de diánietrosd_e iinpulsora tanque de 0.5), de 6 paletas planas y un difusor 

de 5 orificios para efectuar la aireación por burbujeo. El pl-1 fue controlado a 7.2 de forma 011-

<!U; mediante Ja adición automática de NaOH (2 N), por un amplificador-controlador de pl-1 

( lngold 2300, Columbus OH) ayudado de una bomba peristáltica. La tensión de oxígeno 

disuelto (TOD) se midió mediante un electrodo polarográfico de oxígeno (Mettler-Toledo, 

Columbus OH). su señal fue transmitida a un amplificador de oxígeno (Ingolcl; Columbus 
- -· . -

OH) y ttdquiridtt por una computado1'a Pf Coq1paq Pi:<;:sario. Lat()I:)Jt1C,.c0Íl_tr~Í¡¡d.~enlínea 
• <~, ~·.:-: .-.·. :· • - • •. ,e·"',·~:~ .)•_./: .. ~.·-:::: >:<::"<··.-":·.:.:: ).:-:";-'.•.:;:<· .. <~<}> ~:¡;•:<·::~:.:; :.~'- 0' : O 

usttndo un programa- escrito·en' LabVi~\'' ctJ:rujiIJ6;"~ºi~áW~e:;a1{200}).'~?I§1\1~i~os. a TOD 

constttnte se mantuvieron ~: 1, 3y:"5 '~ n~~~i~i1~eJ~~~Hal_~}p¿'{~~i~h~~~i~?~t~si~n- p~rcial de 

nitrógeno y oxigeno e1i Ja aliméntación, a tmiés '~~-~()ntro!Üdai·~~ d~ ryl.Üo'111ásico (Brooks 

lnstruments O l 54E) y usando un algoritmo de control proporcional-integral-derivativo 
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(Trujillo-Roldún e1 al. 2001 ). Las fermentaciones se llevaron a cabo a un flujo constante de la 

mezcla de gases de 800 ccpm, a 29"C y velocidad de agitación de 300 y 700 rpm. Con el 

sistema descrito se pudo controlar satis!Uctoriamcnte la TOD en valores cercanos al set poi111. 

4.2 Métodos analíticos 

4.2. I Determinación ele la bionmsa 

La determinación de biomasa se llevó a cabo por un método gravimétrico de peso seco 

(en gil) previamente descrito (Pei'ia et al. 1997; Pei'ia 1998; Trujillo-Roldán et al. 2001 ): se 

mezclaron 1 O mi de caldo de cultivo con 1.0 mi de Na2EDTA (0.1 M) y 1.0 mi de NaCI ( 1.0 

M). Se ccntri fugó a 15,500 x g por 20 minutos (centrífuga Eppendorf 5804). Se separó el 

sobrcnadante y posteriormente el centrifugado (paquete celular), se. lavó con una mezcla de 

0.1 M EDTA : 1 M NaCI ( 1: 1 v/v). El paquete celular fue filtrado al vacío a través de 
- -~ 

membranas Nucleopore de 0.45 ~m1 de tamai'io de poro, previariie11t~ tar~das. La membrana 

fue secada por 24 horas a 70°C en estufa (Felisa), para finalmente pesarse· y obtener (por 

diferencia de peso) la cantidad de biomasa. 

4.2.2 Determinacióncle biomasa por turbidimetría 

Se tomó una alícuota de 1.0 mi del caldo de fermentación y se diluyó 1150 con agua 

dcstiluda. Posteriormente, se leyó la absorbancia de la muestra a 540 nm en un 

cspcctrofotómetro Beckman modelo DU 650. Los valores se usaron como una manera rápida 

de determinar el crecimiento bacteriano en el medio (Miranda 1998; Pei'ia 1998; Trqjillo 

1999). 
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4.2.3. Determi11ació1Í de sacarosa por el método de f3~fructofuranosidas.a ~ DNS 

Este método se t1asa en la f1Tdróffsis de la sÓcarosa LÍsando una invertasu. (para producir 
. .. . . -

una molécula de glucosa y una de fructo~a) y lapOsterior. medicióú d~ lqs uiúcares reductores 

libres por medio de la reduccióndel· ácido diniir~sulieÚi~;(DNS) .. Se f01~11a un compuesto 

nitro-aminado amurillo, cuya densidad óptica es proporcional a Ju concentración de grupos 

reductores (Miller 1959). 

Lu solución de DNS se preparó pesando 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y 1 O 

g de DNS y se mezclaron en este orden en LO 1 de agua destilada, calentando para una 

disolución total, con udición lenta del DNS 1)arn evitar precipitación. La solución enzimática 

se preparó mezclando 2.5 mg de la enzima f3-fructofuranosidasa (Gist-Brocudes con una 

actividad de 243 U/mg a 40ºC) con J .O mi de amortiguador de citratos (0.32 M, pl-1 4.6). El 

procedimiento es como sigue: se tomó una alícuota de 1.0 mi del caldo de fermentación y se 

diluyó 1/25 con agua destilada y se sirvieron 0.9 mi en tubos de ensayo yse mezclaron con 

O. I mi de la solución enzimática. La mezclase inc~1b6 a te111perattii·a ambiente duru1ite 1 O 

minutos y posteriormente se adicionó J .,0 n1l d~~P1'-Í~;~(áci~~/3;5;.dinitrosalicíiico) a cada 
<-·~-,,.-_,._ Ll.~-'.;·:-~ic'."·>:i '.-~;;.;_·::,.:;.~~--

muestra. Los tubos se calentaron a ebulliéióii/ dt1i'.¡¡,;l~ s'.'mii1 e imí1ediata111ente después .se 

enfriaron en baño de hielo. A cada tubo se· le acÍicicfou\§1úiO ni! de agua destilada y se leyó la 

absorbancia a 540 nm ( espectrofotómetro Bebkm~Ú1 pu 650) contra Un b.lai~co de reactivos. 

Los valores se extrapolaron en la curva patrón, la cual se elaboró utilizando soluciones de 

sacarosa en concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 gil (Trujillo 1999). La ecuación de la 

curva estándur de sacarosa es la siguiente (r2=0.997): 

Sacarosa [gil]= 2.031 x Abss40 + 0.045 
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4.2.4. Extracción y cuantificación de alginato 
- - =-·'-~--· 

Lu técnicu se biisa en la precipitación del alginuto con isopropanol y ~uanti !icución 

gruvimétrica del mismo (.lannun et al, 1978; Pella et al. 1997; Tí·ujillo 1999), El 

procedimiento es como sigue: se mezclaron 1 O mi de caldo de ct1ltivo'co~~ • ¡ mfNa2EDTA 

(0. 1 M) y 1 mi de NuCI (1.0 M) y posteriormente se centrifugó.a 15,500 x g (éenfrífuga 
'• .. :·. 

Eppendorr 5804) por 20 min. Se separó el sobrenadante y s~in1~~cló ~();, 30 mi de 
___ , ---'-.'- ' ~-,,_ " ' 

isopropanol, dejundo reposar 10 minutos, para la preclpittlcióll del producto; centrifugándose 

nuevamente a 15,500 x g por 20 min. El prodt1cto se' !iltró enn1en1brahas Nud~opore de 0.2 

pm, los cuulcs se secaron m70ºQ l?,Or21h.(hasta peso constante).'Fin
1

almcnte, se pesó el filtro 
:;: .. :~:.'.,/-/i_º- ... ,,, ___ ~" 

· .. 
y se calculó (por difercÍ1Cia.pe¡icso) h{concentración de polisacárido en el medio. 

4.2.5. Dctermi11nciói1
1

dc 1ri.vi~co~idad 
:- /,-·· -,-:>:· ;_~-:'- -_ : .. _:;,;::.:· :-·:::" ' 

Lu viscosidad del caklo ele cultivo se midió en un viscosímetro ele cono y piulo (Wells-

Brookfield L VT, Series 82198). Toclus las determinaciones se hicieron a temperatura 

ambiente (25"C) a 6 qm1 y usando el cono CP-52, lo cual con'esponde (de acuerdo al 

l'abricantc) a um1 velocidad de deformación de 12 s·1. Las medidas fueron realizadas ele 

acuerdo a Peña el al. ( 1997), Peña ( 1998) y Miranda ( 1998). 

4.2.6. Distribución de pesos moleculares 

Lu distribución de pesos moleculares se detenninó por cromatografia ele filtración en 

gel (CFG) usando un par de columnas de Ullrahidrogel (UG 500 Waters y lineal Waters) de 

7.8 mm (diámetro interno) por 300 mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters 625) con un 

detector de índice de refracción (Waters, 41 O). Como fase móvil se usó NaN03 0.1 M a 35ºC 

·1~t~lS CON ! 
F'l\l 1 /· ;·'.'~ r '¡·n·!;l\T \ 
,:_fiWi..l- l. ¡_, ' •· ·· _,;,_¡;{ 

....---------------------""""""'=----··· ---
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a un flujo de 0.9 1111/111in. La setial del detector fue procesada con un programa PC co111patible 

(Maxi111a GPC, Wuters, Mildford MA; USA). La calibración de las colu111~1as se llevó a cabo 

con un 111étodo estándar de calibración utilizando pululanos de A11reobasidi11111 p11//11/a11s 

como estándares de peso molecular con un intervalo de 5,800 a 1,600,000 Daltones (Petia et 

al. 1997). Para el análisis se inyectaron 50 ~ti de muestra (0.01 g de alginato disuelto en 1 O mi 

de solución de nitrato de sodio 0.1 M y filtrada en membrana N11c/eopore de 0.22 ~lm). 

4.2. 7. Cuantificación ele la actividad alginato~liasa (alginasa) cxtracclular 

Se desarrollaron tres técnicas para la· dete!Tí1ina~ión de la actividad liasa: a) 

seguimiento de actividad en cujas Petri (mediosólido), b) 111étodo espectrofoto111étrico a 

235 n111 y c) 111étodo cromatográfico. 

4.2. 7. l. Método en medio sólido 

Este 111étodo es una madi ficación de la técnica previamente reportada por Gacesa y 

Wusteman ( 1990). La presencia de la actividad alginato-liasa se detectó mediante la 

inundación de cujas Petri con una soluci.ón al I O 'Xi de cloruro de cetilpiridino (C21 l-13sNCl). 

l~stas fueron previumente~prcp~radas con la adición de .tma solución de agur (6 g/l) y 

alginato de alta viscosidad de:kla(:í·obystfs pyrifei·a -Sigma Cliemicals Co.l(J g/I). En estas 
1' ~~- ,~ . 

cajas se perfornron delp a,.12•J1oyó~-.co1~t11í. diÓíi1efro promedio de 2 mm y ccí11 una 
< •••• ··, '.',·;· ·, - • -' _,. ., -· • ·-· - •• - ' 

. '·,;~ 

profundidad de 3 ni111. E11:estÓ~ 11·Óy~~ (con capácidad rtpr6xin1adiide ro ~ti), se adiciona el 
-'· .: ' •, ;- ,,. ;7.,, - ~-,.·:-· ': ·. ,_. . - . - - ' ' . : '.-.. ·.- : ·.· .. -._ . •, 

sobrenadan te del cuÍti~~. ·g .. e,;i~n1¿nte t'etirada la biomasa por ~entrifugación ( 15,500 x g) y 

retirado el alginato con una solución al 10 '!lo de CaCb (4ºC por 4 h, y posterior 

centrifugación a 15,500 x g) y diálisis en solución de Tris-HCl (pH=7.2, 4"C, 12 h) para 

retirar el exceso de sales. Como blanco, se adicionó el sobrenudunte del cultivo inactivudo 
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por ebullición. Por otru purte, este método f'uc modificado con Ju intención de conocer lu 

uctividud de dif'cre11tcs cepús ae A. vi1/ci/(í1/(/¡¡;-~se ~olocÓ en las cajas medio Burk 

modificado solidilicudo conagar(l 8 gil) yalginato{l.O g/I). En los pozos se inocularon las 

bucterius y se les pern1itió crecer por 72 -¡1 j~ ~9"C Pos;erior al crecimiento, los 
- ~~~' 

microorganismos. sol~ lavados co11 ~gua estéril i·~~_ prosigue a la. tinción -con' Óloruro dé 
' - -- --.· . ' - , ' 

cetilpiriclino. Cuando se presenta la fon~1ación -~e h~los blancuzcos, son fotografiados ... ' . ' ·, .· . . .· -

utilizando i.111 foncio negro. 

4. 2. 7. 2. Método espec1rofo10111é1rico 

Los ácidos urónicos que son generudos por la acción de las alginasas absorben 

fuertemente a 235 nm .. Esta propiedad es utilizada para medir la actividad liasu (Ertesviíg et 

al. 1998). Se tomó una mue_stra ae 1 O mi del caldo de cultivo y se le adicionó 1 mi de 

EDTA (0.1 M) y 2 mi de NaCI (1.0 M) y se centrifugó a 15,500 x g durante 20 min. Al 

sobrcnadante se le adicionaron 3 mi del cloruro de calcio ( 1 O %1) a 4ºC por 3 h, el 

precipitado resultante f'ue eliminado por centrifugación (15,500 x g, 20 min). El 

sobrenadunte f'ue diulizado en Tris-H.CI 0.02M (pH 7.2) .. 1.5 mFclel cal~o de cl.1lti~o(sin 

células y alginuto) obtenido como se presentó previamente, fúe adiéio~1acIÜ.a.l .S mi ele una 

solución de alginuto comercial de alíaviscosiclud de A1.::py;·ifei'(t c2ib:gJl):L.b1!ffer (50 

mM) de Tris-1-ICI u un pH ele 7.2. Enuna cel~a.Ji.1e segLtidj-la :b~orbái1ci·~:a 235 nm por 1 O 
· - .i'···' ·,_, :• :r .. ;:.. : .. -.:· ,· .. ·--· · ,_, .. _ ··'' .. . 

min. La actividad específica se ~xpresu c011~6 ~{c~í1;~¡~ ;;1 ~bsorbancia a 235 nm (L\Ern) 

por minuto y por miligí·amo ele prC>t~ína ~xtracclular. 
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4.2. 7.2. Método cro111atográflco 

El método cromutográfico se basá en fo l.1iifizació1l"d~ laÍiltració;; en gel, purn la 

determinación del peso molecular de Ull· polímero. Se cnfrenturoll Cfúltidádés iguales ( 1.5 

1111) de extracto proteico extracelular con algiiuúo de altaVi~Co~idad(Nf.-pyrijera, Sigma, 
.• ··. :' . "" 

1 gil). Al linal de 20 h de inc-ubación a temperatura controÍada; se deten11iná la caída en el 

peso molecular. Una unidad de actividad Jue definida ~omo la. cantidad de enzima que 

degrada el peso molecular en 1.0 Dalton por hora-' Este niétod~ ;de ;~11álisis se utilizó 

únicamente como método confirmativo de la caída del PMP del alginato, 

4.2.8. Determinación ele proteína cxtracclular 

Se.utilizó el método de Brudford usando el kit de Bio-Rad (California, USA). El azul 

de Coomussie se une primordiálmentc a aminoácidos básicos y aromáticos de una proteína 
;.. ·-·-- . -- . ,, .-: .. · ·,_ 

especialmente ~Í las'arginirius y Iisinas. Este es un procedimiento simple y exacto para 

determinar la concc11tración de la proteína soluble. Implica la adición de un colorante ácido a 

la solución de J¡1 proteína y la medida a 595nm en un espcctrofotómetro. La comparación en 

una curva patrón proporciona una medida relativa de la concentración de la proteína. 

lnicialrnentc se reconstituyó el patrón liofilizado de albúmina bovina (siguiendo las 

instrucciones del proveedor), agregundo2Q mi de agua ~esioniiada ala. proteína que viene en 

el Kii (solución linal de 1.0 mg/mfr. ·.Eirea~tiv~ se preparó dilüyendo una parte del 

concentrado (Bio-Rud) con cuatro ¡1artes de agua destifada. En este trabajo se desarrollaron 

dos curvas patrón pura diferentes niveles de concentración: 

lmnrr· ('Q°H ' ;·1: .··. \ , , 1\¡ ~1 •. 1 .... , ... . • 

FALLA UC OHil~N-
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En la primera cLirva pafrón se prepararon cinco diluciones de la proteína estándar (0.2, 

0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 n1gl.1111): Se fomafoill O<f~tl :deéadú·1,úirón o muestra, por triplicado y se le 
' ,: ' . 

adicionaron 5.0. 111! de la solución diluida .. Se,. inc.ubaron por 30 minutos y se leyó Ju 
' '··: ··::·:;~ .. • .. -:::: ·J:_' i'' ··<,;·:: .· ~· -

absorbancia u 595 nm. La ecuacióri de la óürvapatrón es la siguiente (r2 = 0.995): 

Proteína [n1ghú1J= ]; l 97.xAbs235 -: 0.034 
. . ':...~- -.- -- -- -· ·. '. - - -· 

cinco diluciones (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y LO ~tg/1111). Se tomaron 800 ~ti de cuela patrón o muestra 

por triplicado y se le adicionaron .200 ~ti d.~ la solución diluida. Se incubaron por 30 minutos 

y se leyó la ubsorbancia a 595 1i111. La.ecuación de la curva patrón es la siguiente (r2 = 0.992): 

Proteína [pg/ml] = 28.90 x Absrn - 0.31 

TESIS CON 
F111 l T r .. r··;i r'kIGE"N .tLJ.w .. :) ·.!.11, u .. \ 1 r 
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5. Estrategia experimental 

La principal iniciativa que impulsó este proyecto se basó en que toda la literaturn 

reportaba la cinética del PMP en cultivos a condiciones controladas bajo dos tendencias 

principales; un incremento del PMP _durante toda la fase exponencial de crecimiento, 

obviamente causado por un fenómeno de polimerización del alginato y_ una caída hasta 

valores similares a JÓs iniciales, ,qlle 11ormal111ente se presentaba al final de la fose 
," ". • <" .' • • .• • •":" • •O• •_ • 

exponencial de crecimÍentÓ (P~t1~ ~(,<)¡, 2000; Trujillo-Róldán ~t á/. 2001 ). Se había 
•• ,_. .·-, ' .•. ·- .·-· •.• . '.. -' .- ! 

reportado que la enzima responsabl~ d~est~ c~ícla en el· PMP era lá al~i1-láto-liasa. 
,""'' .-' . ' ' .' .. • ·'- ..... ·.·· .. ' '•'.. ' . 

. • • ' ·_ .. _· .. · ····_·.-.. < > ( ·-._··-···· ... ·. 

En consecuencia, el proyecto ~staba dirigido a respqnder preguntas tales como: ¿El 

aumento del PMP del alginato en cultivo se debe a un fenómeno de polimerización?, 

¿,Cuando aumenta el PMP del alginato en cultivo, existe clcpolimerización?, ¿Existe relación 

de Ju cinética ele actividad alginato liasa con los cambios en el PMP del alginato?, ¿Cuál es el 

papel de la polimcrasa y la alginato liasa en la determinación del PMP?, ¿Existe un fenómeno 

de "dilución" del alginato en cultivo con el alginato pre-sintetizado en el inóculo?. 

' .. ~ 

Para entender el fenómeno ele la 1;olimerizaciÓ}1 y dep~·li111eriz~ci6n, se realizó la 
- -,-· --, -'!J' ~-. . . ' 

eliminación ele_ tmo _ele'. los • ?~s ;Pr~~.es~~; (·)aikcl6j~i>.t_j14fa1_;/'.~ª~f,ón; Es~e _ proceso (la 
> J~r '•; 

depolimcrización) _e~tá ,reg!do JJ()t~~unri•eti:Zf;í1tl·(f\tgL)/ ~6Í1~Ih·hpt~q()t·ación0 def gl'upo éte la 
·~,-~::,» ···~ ~:.~~.",::-.: :: .. ~-:. : ~ '. 

Biotecnología_ cie·.1a.UNÁM)·se g~;1e1'ó:ull'a 1úuta1ite iÍ1capaz~e•produci1:alginato liasas; pero 
-• • e• •" ' - • • • • • ,·. • • • _. ; •V • ¡ • • 

capaz de pí·odu~ir alginatos. Esta cep~ presentó cinéti~-as de ereci111iento y producción de 

1 

1 
1 
: 

-~ 
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ulginuto muy similares u lu cepa parental, pero incapaz de producir ulginasas. Esta cepa 

mutante en a/gL se convirtió en Ja prirlci¡)al herramienta ele este trabajo con el fin ele entender 

el fenómeno ele la polimerización. 

Para Cli1i1inur el fenóme1~0 -ele ''dilución~· del alginato en cultivo con el alginato pre-
. ' . . 

sintetizado en el inóculo, .se p1:opuso inocular únicamente las células. Esto se logró 111.ecliante 

la implementación de una sencilla ~straiegia n1et()d~lógka::in~~ul,~I~: aLl~¡;mentador las. 

células previamente centrifugadas y 1·esusp~ndidus en nueV:o n1cdio de cultivo, asegurando 

que en el proceso de "limpiezu"del inóculo no existiera lisis celular. 

Con las herramientas previas (mutante incapaz de producir alginasa e inóculos 

lavados) ya era posible determinar el papel del complejo "polimerasa" en cultivo. Paru esto se 

llevaron u cubo cultivos bajo condiciones controladas de oxígeno disuelfo u 1, 3 y 5 '% de 

TOD. Adicionalmente, se pudo comprender cómo la TOD regula los fenómenos de 

polimerización y dcpolimerización del alginuto en cultivo. 
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6. Resultados y discusión 

Para poder determinar los papeles ele la alginato liasa y el complejo polimerasa en la 

determinación del peso molecular del alginato por Azotobacter vi11e/a11dii y su relación con 

la tensión de ox ígcno disuelto (TOD), es necesario entender cada proceso por separado. 

El fenómeno de la polimerizaCiónclef algináto por A. Fine/andii, se presentaba en los 
·' ·~· 

cultivos como un µu111e1~to delPMP dél alginato (Parente et al. 1998; Peña et al. 2000; 

Trujillo-Roldán et a(2bÓ 1 ), que finalizaba en la fase pre-estacionaria ele crecimiento. En 

este procéso ·están involucradas (al menos) cuatro proteínas asociadas a la membrana 

interna de. la bacteria (AlgS, Alg44, AlgX y AlgK) formando un complejo enzimático 

( Mej íu-Ruíz et al. l 997a, 1997b; Sabra et al. 2001 ). Previo al proceso de polimerización 

está el proceso previo de síntesis del monómero activado (GDP-ácido manuróníco), en el 

que están asociadas otras tres proteínas (AlgA. AlgC y AlgD) (Pinclar y Bucke 1975; 

Campos et al. 1996, Espín 2002). 

El l'enómeno de la depolimerización del alginato, que se presenta al final de los 

cultivos (fose estacionaria) ocasionando la caída del PMP del alginato hasta valores 

cercanos a los del cultivo;aLmicio, cistá ásociad~ a una única actividad e1~zimática (AlgL). 

Por otra parte, existiá)a ~b8cibif¡dad'de que al menos dos epimerasas presenten actividad 

alginasa residual en ctiltivo;; pues ya se había reportado esta actividad in vitro (Gacesa 

1987: Svanem·et al, 2001). Así, el generar una cepa mutante de A. vinelwulii incapaz de 
\ 

producir alginasas se convirtió en la mejor posibilidad para comenzar a entender el 
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fenómeno de 1:1 poi imerización / depolimerización, Trabajos previos en P. aer11gi11osa 

(Muy y Chukrnbrirty 1994), habían reportado que ce1Jas mutantes que fbll~ran e;~ la 

producción de ulginasas (AlgL), siempre fructificaban en cepas. no productOras de:rilginato 

(no mucoides). Los autores proponían que al menos para P. aer11gi11osa, la producción de 

ulginatos cstubu directumente relacionada con fo actividadalginasa y su pupel _estaba 
' ' ' ' ~ ' -_ ~ - - • 1 , 

estrechumente relacionado a la polimerización (MayyChakrabarty 1994). 

En colaboruCión co11 el <grupo de la 'ora. G~iadalupe Espín (Departamento de 

Microbiologíu Moleéular'.del-lnstiMo de'Bioteci1ologíade la UNAM) se generaron dos 

cepas mutantes de A. ;;'f!1ela11dii il1c~paces de producir alginasas. Estas cepas fueron 

curacterizadas y se demostro que al menos una producía alginatos y serviría como una 

herramienta idcul puí·a estudiar el fenómeno de la polimerización del alginato. 

6.1. Caracterización de mutantes incapaces de producir alginasa 

En A~ vi11e/a11dii, el gen algL es el que codifica para la actividad alginato liasa y 

forma purte del operón algGXL!VFA (Vázquez et al. 1999). Estudios preliminares 

rcalizudos en el grupo de la Dra. Espín habían demostrado que inserciones de casetes nen 

la misma orientación que la dirección de la transcripción produce mutaciones no-polares 

que permiten lu transcripción de los genes .qlle se encuentran cascada abajo del mismo 

opcrón (l'vlejíu-Ruíz et al. l 997a; Yázquez et al. 1999). Se utilizaron los plásmidos pSML 1 

y pSML2 que tenían las mutaciones de carácter polar y no-polar a/gL::OGm y que no se 

replican en A. vi11e/a11dii (ver las construcciones en el anexo 1 ). Al realizarse la 

transformación en la cepa silvestre con estos plásmidos se obtuvieron 2 mutantes 
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resistentes a gentrnnicina: SML 1 y SML2. La mutante SML 1 no produjo alginato, 

observándose coloniús no mucoides el'l creCimientü eíi medio sólido (figura-6.1 ;a): pues su 

mutación con carácter polar no permitía la transcripción de los genes cOrrie1ite abajo del 

operón. La mutante SML2 sí permitió la producción del polímero, gracias a la mutación 
,~:_•_:;_- __ 

no-polar. ~on lap1·~duc~iÓn de colonias mucoides similares a lasdeJa cepa 1~a1:enta)ATCC 
. ·.. ·. . ·:· 

9046 (figura 6. l .a) .. Mediante el método de detección de la adividad. alginasa en medio 

sólido (ver Materiales y Métodos, sección 4.7.2.1 ), se pudo corroborar la existencia de la 

actividad en la cepa silvestre, pero no en las cepas mutantes . 

a~ 1 
;/,-:/ 

2 

.. 

. ~ _,,_f/9 

' ' 
2 3 

Figura 6.1. (a) Crecimiento en cajas Petri de la mutante 110 mucoidc SML 1 ( 1) y la mucoidc SM L2 

(2) y de la cepa silvestre mucoide ATCC 9046 (3). (b) Determinación de la actividad 

alginato-liasa en medio sólido, después de lavado de las bacterias con agua destilada y 

tinción con cloruro de cetilpiridinio. ATCC 9046 (1), SML2 (2) y SMLI (3). 

Ambas cepas mutantes y la silvestre fueron caracterizadas por fenotipo en 

crecimiento en medio sólido. Como se había observado anteriormente (figura 6.La), la 

mutante SM L 1 no producía. alginato mientras que la mutanie~~1-~d~~(1k\11~cia·clabla 6.1 ). 
'' · ). 

l'or otra parte, el PM P del alginato producido en medio .sÓlld¿ _¡{,e ;~~~~r ~~ra> la mutante 
:· ' .•. - ·\;:~'.'. ):,:,:~ ', / ~'-\ .- y; 

SM L.2 ( 1263 kDa) que para I~ cepa silvestre (905 kDa). Aíñbos Ólginato~ obtenidos tienen 

índices de polidispersióíi (IP) bajos (3.2 y 3.9; tabla 6.1), valores muy similares a los 
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reportados paru alginatos comerciales provenientes de algas (con índices de polidispersión 

de 2.0 a 6.0, Peiia el al. 1997). 

Tublu 6.1. Producción de ulginato en cultivos sólidos de las cepas de A. vinelandii. 

Cepa 
Alginato 

PMP (kDa) IP 
(mg/mg de proteína) 

ATCC 9046 2.35 ± 0.32 905 3.2 

SMLI 0.021 ± 0.001 N.D. N.D. 

SML2 1.16 ± 0.32 1263 3.9 

Estos resultados demostraron que la alginasa (AlgL) ria está rdacionada con la 

producción de ulginatos de alto peso moleculai;. P61°' ótráparté, y col1 el.método en medio 
',;' '. -. . -· - '... .. ' . . . ~- . 

sólido, no se pudo cuantificur actividad alginas~ire~id~al:;Aunqúé se.Jrnnreportudo dos 
'." :\: >:_, '.':(-. ::\;t~2~ }'.~~('~ ~~}?;:::;'.:/-:' ::/,:'. . ><- . , 

epi mcrasas con actividad alginasa residua,1¡11;yiti;Ó <§~~~1effí :et al, ÍOO Ji Raí'ristad et al. 

2001 ). Estos resultados nós perniiUerg11 p~r~1)~ni1· ~i.~;:Ia 'l'.111,iCa . actividad alginasa 

importante en cultivos de A. ¡,/ne!wuliies lácriüsudii por AlgL 

Como se quería estudiar el fenómeno de la polimerización del alginuto en A. 

1·i11c:la11clii se seleccionó Ju cepa mutante SML2. Esta presentaba producción de alginato de 

alto peso molecular, sin la producción de la actividad alginasa. Una primera caracterización 

se realizó en fermentador, con el fin de evaluar los posibles efectos de. la mutación en el 

crecimiento bacteriano y/o en la producción del polímero. 
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6.1.1. Caracterización de la mutante SML2 en matraces convencion~Íes 

L:.a caracterización cinética (en matraces Erlenmeyel·~onvencionales){Í~ Trirm~tant~ 

de A. 1•i11ela11dii SML2 y su comparaCión conia cepa silvestre se presé11ta en'la figura 6;2; 

El crecimiento bacteriano en los cultivos de la mutante SML2 fu~ ~1uy~i·n~i{aral observado 
. . ::~·, .. ; -·~L~~ ~~,;-~~=2~~~-_'. 

para la cepa silvestre, obteniéndo;~-L;t~~.;l()~¡°clci~~6~cr;ci111lel1to'de p:1gh~~paraambas 
~·. ~:~:· 

cepas y conccntrnciones finales d~ blcH~~~sa '.de 3;.(glL pat;a la:sNífa:y de·.3.G gil para la 

ATCC 9046 (ligura 6.2.a)'.Por'.ot;i:l~g~;'.'.1~··~roáÚc~i¿n;~e:¡lgi11~t~:no'~e~-·~ió~fectada por 
. ' ' - ;··.;.:;-:: ,- ;:.~t . . ; ··. 1'>:< ,, ' ':::,.;.,: __ :·,·, ·.- "·'' - ·. 

la mutación en SM L2 (figÚra 6,2;1)), ,gbn c'once1~Í1;abl9t16~-fi~~alé~ Ü(: 6,6 y 6.4 gil para las 
- .. ·'""'-- - ·,, __ .. , ; .:-•. - . .,: ' --«:_ .. •, .. ,_,,.. "· , -- -··; ---·. - '::~" - 7.>:.· . ·:;,,- - ',.'"·· .. ~ - - _, 

de producción de alginato, indicaban que la n;i~ta&¡óh'en ~tgl aparentemente no afectaba el 

metabolismo de síntesis ele alginato por la bacteria. Sin embargo, el consumo de la fuente 

de carbono rue más rápido en los cultivos realizados con la cepa mutante (figura 6.2.c). 

La viscosidad del medio de cultivo fue mayor en los cultivos realizados con la cepa 

silvestre (figura 6.2.d) que en aquellos llevados a cabo con la cepa mutante SML2. Al final 

de los cultivos con la cepa silvestre se observó una caída en la viscosidad (desde 550 cps 

hasta 430 cps) alcanzando valores finales similares a los cultivos con la cepa mutante (410 

cps). 
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Figura 6.2. Cinéticas de crecimiento de biomusu (a), producción de alginato (b), consumo 

de sucarosa (e), viscosidad del caldo (d), peso molecular promedio (PMP) (e) e 

índice de polidispersíón (IP) (f) de cultivos llevados a cabo con la cepu silvestre 

(•)y la mutante SML2 (•)en matraces convencionales. 200 rpm y sin control 

de TOO. 
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Al iguul que el comportamiento presentudo por la viscosidud, el PMP de los 

cultivos lle\1ados u cabo· con la cepa silvestre, siempre fue mayor que el PMP de los 

cultivos llevados a cubo con Ju cepa 111utante. Lu cepa silvestre alcanza un PMP'111áximo de 

1600 kDa; sin c111bargo, el alginato es depolimerizado, alcanzando valores al final del 
- oo__- -_ -_ • " 

cultivo de 1200 kDu. Estos valores son nrny símil.ares al PMP obtenido con la cepa nrntante 

SM L2 ( 1150 kDu), pero con la difc;:renciude que éste alginato nunca rue depoli111erizado, 
,. ;.,-,-.- "'. . -- - .. ' 

grucias a la naturuleza de la mutaci?n e'1{c¡/g¿'; El índice de polidispersión (IP)de las 
~.'. . . . . ._- ', '· . . .. . ' . 

moléculas de alginato producj#o 1)fH\:~1·1~~ris~;berms, disminuye al aumentar el tiempo de 

cultivo, co1110 un reflejo de lit producci~n de alginatos de alto PMP. Sin e111bargo, al final 

de los cultivos llevados a c~b~:onld ~epa silvestre, el IP aumenta como resultado de la 

depol i111erización del alginato. 

Los resultados de la evaluación de )a cepa mutante SML2 en cultivos en matraces, 

permitieron proponer que la )nutación' en a/gL no .estaba afectando CI crecimiento 

buctcriano, ni Ju prCJdi.l~ció1i deL.polím~r~, al compararse con la cepa silvestre .. Sin 

cm burgo, se encontraron diferencias significativas en el consumo d.e fue1ite de carbono 
- :_, ·· .. ·. -_,_· _- , 

(A TCC 9046). Además se prci~eniaron. di ferencÍas . ~n . la viscosidad de los caldos de 

cultivo, como consecuencia de las diferencias en PMP de los alginatos producidos por cada 

cepa. 

Posterior111ente, se propuso llevar a cabo la caracterización de la mutante en 

l'crmcntudor donde la TOO disuelto puede controlarse con precisión. Estos cultivos, se 

dcsurrollaron con el propósito de observar el fenó111eno de aumento del PMP durunte un 
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cultivo a condiciones controladas, usando la cepa mutante y compararla con la cepa 

silvestre para poder ·c1etem1ií1ar qué otros factores podrían estar impactando la 

determinación del peso rilolecular del alginato. 

6.1.2. Caracterización de la mutante SML2 en cultivo en fermentador 

Peña el (ti. (2000) y Trujillo-Rolclán et al. (2001) demostraron que pequeñas 

variaciones de la TOO (en el intervalo de l. a 5 %) tenían efectos significativos en la 

producción del alginato y en su ·PfV!'J)i,'f\"cle~füísÍPeña .et al. (2000) demostraron que los 
?_~'· 

mayores pesos molccula1;es pr~1'ne~io:~e obteÍ1íat~ a t;1ia veló~id~d baja de agitación (v.g. a 
.,-.:~.~,- :;'.-.-""}>-:'--; .-'·-·. '.'~:i· 

300 rpm, en un h1tervalb c16 300 a 700 ''P!~1). Así, la primera caracterización de las cepas 

SML2 y el ATCC 9046 fúe llevada a cabo a una TOD de 3 'Yii y a una velocidad de 

agitación de 300 rpm. 

La tiguru 6.3.a presenta la cinética ele crecimiento de biomasa. Se alcanzó una 

mayor concentración final de biomasa (7.0 g/I) en los cultivos llevados a cabo con.Ja cepa 

mutante SM L2 que con la cepa silvestre (3.8 gil). Además, la cepa silvestre presentó una 
. -- " ,. ',' 

\"CJocidad específica de crecimiento Ül) de 0.08 h'1 mientnis que Ja C~panrntante Creció más 
: > \. - • • ; ,_- • ·;,. ·, : 

rúpido, a una ~1 ele OJO 'k1 .. :Se óbtuvó una corice11iración finalcÍe algináio dé 2.6 gil con la 

mutante SML2, una concentración más b~ja que I~ prod1Jcida p()r I~ cepa silvestre de 4.0 

g/I (figura 6.3.b ). Además, la velocidad específica de producción de alginaio (SAPR, por 

sus siglas en inglés) para SM L2 (O.O 11 ga1glgbium h) fue más baja que la observaq¡¡ con la 

cepa silvestre (0.026 g"1g/gbium h). La figura 6.3.c presenta el consumo d~ la füente de 

carbono (sacarosa). En ambos cultivos, la sacarosa fue consumida totalmente. Para la cepa 
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silvestre, Ja velocidad específica ele consumo ele Ja fuente ele carbono (0.15 g,.,cfgbiom h) f'ue 

casi dos veces mayor que Ju encontrada para Ja cepa mutante SML2 (0.08 g511c/gbiom h). Sin 

embargo, Jos rendimientos globales de alginato en base a la fuente de carbono (Yp1s) fueron 

menores para los cultivos llevados a cabo con la cepa mutante (0.14 g0 1glgsuc), que pum 
-- - - . -

aquellos llevados con la cepa silvestreJ0.17 g01glgsaé). Estos datos. permiten pi·oponer que la 

mutación en algL está afectando el. metabolismo global de A. vi11elaí1,/ii, principalmente en 
-- - . - _ .... 

la biosíntesis del ulginato. Además, se pudo cc>11~Iuir·que la c~pa SML2 es una buena 

opción para riroducir alginato~ de alto P~P,y bajp~fü tt1guras 6.3 .. e y 6.3. f). Sin embargo, 
<·'·> :::<-.·. "<:.;" '.;~r: ,,. 

las menores coí1centraciones cÍe alginató.ÍndiCafí·qÜc lámutación en algL está jugando un 

papel importani~ en su;Jrodúcció11. E~ta ¿ff~ct[~ió1~se.(levará a cabo posteriormente. 

En la liguru 6.3.d se pres~ntá.Ia evolución de la viscosidad del medio de cÚltivo 
- ... 

- ,. 

durante la f'crmentuclón. Se alcanzó una mayor viscosidad en lós experim6ntos Hev;1dos.a 

cabo con lu cepa SML2 (60 cps) comparado eón la cepa silyes'.tre CJ5 cpsf Conio 
.:_ .. "..'~ 

previamente se ha reportado, la viscosidad del· 1i1~clio ~e;·¿ultivci':estÍI 'dii·edtaiífonte 

rclucionucla con el peso molecular del alginato (Cleií~enti/1~~7};' ¿,1;,(~.in~&urar6.3.e se 

presentan los resultados ele cultiv.os llevados.a cabg co1r~1~{n1~;iallte s'r\ltLá. Se obtuvo un 
f --~ .' ' -:, 

PM P máximo ele 1240 kDa (IP =;o 3.1 ); sii1 6b~ef~a1's~dejJolin1é'~ización'del alginato alJinal 
• • - '. ~. 1 • • ' '. • .- • - - • • ! ·' ;."-_ "-: ,. ; . '_., ~: ' - -' . ' . ' - ,. -

del cultivo. Por su parte, en IOs cultivosilevaclosg dahci con la cepa silvestré se. obiuvieron 

PMP máximos de 680 kDa (IP = 3.5). Sinembargo, se observó una caída del PMP del 

ulginato en la etapa estacionaria de cultivo. La clepolimerización del alginato va desde un 

PMP de 680 kDa (IP = 3.5) hasta 500 kDa (con un IP de 5.2). 
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Figura 6.3. Cinéticas de crecimiento de biomasa (a), producción de alginato (b), consumo 

de sacarosa (c), viscosidad del caldo (el), peso molecular promedio (PMP) (e) e 

índice de polidispersión (IP) (1) de cultivos llevados a cabo a 3 'Xi de TOD y 300 

rpm usando la cepa silvestre(•) y la mutante SML2 (•). 
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Los perfiles de polimerización y depolimerización del alginato producido por la cepa 

silvestre (!igúru 6.3.c) han sido previamente reportados por Clementi el al. (1999}y Peña el 

al. (2000). Clemcnti et al. ( 1999) reportan que la polimerización del alginato, producido en 

fennentudor, cstit asociada ul crecimiento de la bacteria y Ju depolimerización del alginato se 

hace evidente cuando se detiene el crecimiento de I~ 111isma. ~ste fenómeno ta111~¡~nht~sido 
reportado en nuestro grupo para el caso de cultivos llevados a cabo ,con.Ja 'c¡::pa~silyestrc 

- - ' . ,·: ,.··-·;"" ,·.:.·-

ATCC 9046 (Pc1iu el al. 2000; Trujillo-Roldán el al. 2001 ;seañez etÚI. 2001). Hasta este 
- . -·_, /.'· - _-_:'' ,_·... . 

momento, se hubíu de1liostrudo que no existe depolimerización delalgi11ai~ éuando se usa la 
. . . 

mutante SML2 (liw1ras 6:2.e y'6.3.e), por lo que; se producen alginatos de alto PMP. Esta 

característica. es interesante desde el punto de vista biotecnológico, ya que alginatos de alto 

peso molcculur (con baja pólidispersión) pueden llegar a ser de alto valor agregado (Ci el al. 

1999; Wong et al. 2000). También se pudo demostrar que la alginasa (AlgL) no es esencial 

para la producción y polimerización del alginato. Por otro lado, May y Chakrabarty ( 1994) 

proponen que AlgL es esencial en la producción de alginato, al menos en P. aer11gi110sa. Los 

autores proponen u AlgL como una enzima "editora" del tamaño de la molécula y, sin la 

presencia de esta enzima, no podría ini.ciarse la polimerización de la molécula de alginato; 

La mayor parte de. los resultados de. esta etapa del proyecto se publicaron en el 

artículo "Alginate production by an Azolobact~r vfnelandii n.iut~nt una ble to prÓduce 
.. . ._.. . . -. .,. ~~, 

alginate lyase", M; A. Tn.1jill~~Roldá11, s~ Moreno, D. Segura, E. Galindo. y G. Espín, 

App/iecl Microhiology and Biotech11ology 60:733 -737 (2003). En ese artículo (incluido en 

el anexo) se presenta la construcción de las mutantes SMLI y SML2 y el erecto de la 

mutación de algL en la actividad alginasa. Se repm1a que para ambas mutantes no se 
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encontró actividud enzimática de AlgL. Adicionalmente, se presentan las cinéticas de 

crecimiento, producción de alginuto, viscosidad y PMP de Jos cultivos llevados a cabo u 

um1 TOO controludu de J %1 y una velocidad de. agitación de 300 rpm con lus cepas SML2 

(productora de ulginuto) y Ju parental (ATCC9046). Se realizaron algunos estudios sobre el 

electo de Ju gcrminución de los quistes de¡l:vi11~la11dii, ya quetrabajos previos como los 

de Kcnncdy et al. ( 1 992) habían s.úgerido quf:AJ~U tenía un, papel importante en la ruptura 
:_1 ~ _;': - ------- - - ' -·_: : :·· - .-:;_-~'-º.. . . 

de lu cúpsula del quiste (conipuesta P!~·inclpalmente el~ al~ináto) durante Ju germinación. Sin 

embargo, en este trubajo demostra111osqt;e·Ja mut,anteSML2 y la cepa silvestre enquistaban 
•.. - ··- .. ·.-••• ,, ,! 

y germinaban de mu11cra múy sinÜlai:, den-io~frut~do que una nrntación no polar en algL no 

ufectubu estos procesos celulares. 

Posteriormente, se realizaron· análisis del perfil de distribución de los pesos 

moleculares (cronmtogramas) en Jos cultivos de Ja éCpa,mutant~ SML2 (a 3 %1 de TOO y 

300 rpm), observándose que desde el momento de ino.ct1Jaé:ió;1>clc;:Jeultivo (O h), existía 

primordialmente unu familia de bajo pes() 111~lec~lar,có1i.u;\v~Jo1;pro111edio de 200 - 250 

kOa. A medida que truSCUITÍa el tiempo de culti\io se'é6}~1~.~~aBaióhservar el increniento 
"~,.- .f~S -:~;,_~::_:< -~;:;,~-. _;___- _: ¡ -

( 16 h) de unu segundu familia de altos pesosmolcculiires'cohúiiPM¡:> de uproxiff1adumente 
• •• •<' • ¡ '.··:> :,:;,,-.:"'.-·.,>\ :.'.~7;·.- .1:.:.·_ ,:- ,!/·'. ;_ ... • .. · . .. -.:. ··, 

1200 kDa ( ligura 6.4 ). Al final del cultiyo {48 Íi)iici·()lj!L1yé). tína fan1ilia C:Ó!l' altos pesos 
.:·'-'< .\'~ .. '; . .:;·~- ,:\: -

de los ulginatos de bajo PMP (~roducldos en el i11ócul~) scibre Jos de alto peso molecular 

producidos en el· fetinentaclor; 
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Los dutos de los cromutograíllas-de.tOse~uliivas·col1 Ta cepáSMLT{flg~i1;ti6.4), flOS 

demostraron que para entender ~lJe11ómen~d~·lapoli111e1·izadióndel·.•~lgináto·-encultivos 
·~ ~- ' . -

en f'ermentador bajo condieióiles• co11trÓi~dt!~·;cl{ Óxigeno·.clisÚelto, era ne~esario evitar el 
-~;":,_<_)~-i-.=--':: --- ,.--,.,_-_-_ 

alginuto que era sillleÚ~ad~~1:el-Ll1~9l1l.~ (rlu1t~az convencional). Siestocno se hacía; sería 

muy dificil poder di f'erenciar, de fás distribúcio11es de peso molecular, cuái era el polímero 
. "· ' -•, ·. -. . . ' . 

que eru sintetiza¡lo y cuá1.habi~ sÍ~oinocltlado al fermentador. 
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3 

Figuru 6.4. Distribuciones de peso molecular a diferentes tiempos de cultivo: O h (-); 16 h 

( • .. ) y 48 h (- -); de. los éullivos llevados u cabo a 3 % de TOD y 300 rpm 

usando la cepu SML2 de A. vine/mu/ii. 

El proceso típico de inoculación en cultivos de A. vi11e/a11dil consiste en la 

propagación de célúlas en un pre-cultivo en un matraz convencional. Este volumen es 

equivalente al 1 O 'X. del volumen de trabajo del fennentador. Este inóculo se agrega en su 
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totalidad al nuevo medio de cLiltivo del biorreactor. Sin embargo, para entender la 

polimeri~ación- en cultivo, era ilecesarió 'evitai~ la presencia de -ciertos con1poríentes 'del -

medio de cultivo agotado con10 el alginat(lyalginasas en el caso de la cepa silvcsfre (figura 

6.4 ). y por ello se planteóuna nuev; metod~logía de inoculación que implicaba 'el uso de 

células lavadas. 

6.2. El proceso ele inoculación determina la cinética ele los cultivos 

El proceso convencional se llevó u cubo con la incubación de 100 mi de medio de 

cultivo con tres usadas de A. l'i11ela11dii por 24 h u 29ºC en un matraz Erlenmeyer de 500 mi 

(Materiales y Métodos, sección 4.1 ). Este procedimiento ha sido rutinario en los trabajos de 

nuestro grupo (Peña el al. 1997; Peña el al. 2000; Trujillo-Roldán et al. 2001; Seáñez el al. 

2001 ). El caldo completo, incluyendo las células, son inoculados en el biorreactor que 

contiene 900 mi de medio ele cultivo fresco. 

El nuevo procedimiento de inoculación consistió en .la incubación de un matraz 
. . 

convencional de. 500 mi con 1 00 ríÚ de medio· por·24 h. a 29ºC ·.(Materiales y Métodos; 
., ' ·.; ' • ' - . '- o • • ' • ,' :., . --- ,~· '. ' ' . • " 

sección 4.1 ). Posieriori;1~nte~ lás b~cú:f,Ías fueror~ e en tri fügadas ~n forma estéril cl5500 x g, 

- .- . 

suspensión fue inoculada en elbiórrcactorqlle contenía 900 mi de medio de cultivo fresco. 

6.2. I Comparación del ¡>roccso de inocufación utilizando la cepa silvestre ATCC 9046 

La liguru 6.5 presenta las cinéticas de los cultivos llevados a cabo con la cepa 

silvestre de A. vi11ela11dii. Los cultivos reportados en esta sección se llevaron a cabo a 700 
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rpm y 3 ex, de TOD, ya que previamente se habían presentado como condiciones óptimas 

pura la produC:Cióí1 ele alginatos (Trujillo 1999; Pefia et al. 2000; Trujlllo-Rolclán et al. 

2001 ). En la Jiguru 6.5.a se puede observar cómo la cinética y la concentrución final de 

biomasa ele los cultivos inoculados convencionalmente ( 4.0 gil), son similares a los 

cultivos llevados u cabo usando células lavadas (3.8 g/I). La velocidad especifica ele 

crecimiento (~t) de ambos ctiltivos también fue ~imilar (0.~1 y O.?Oii" 1, resJJ,ectiyamente). 
. . ' ', ,, ,.,. ' . 

La liguru 6.5.b presenta la cinética de producción de alginato de lo~cultivos. Se obtu\ro una. 
. . . ·. ,, ·:·, ., 

concentración final de algi1iato de "j;s gil en los cultivos llev~~os a cabo con células 

lavadas, 27 'X. menos alginatoque I~ oh.tenido cnC:ultivos convencionalmente inoculados 

(4.8 g/I). El rendimiento de los cultivos convencionalmente inoculados (1.20 g;i1g/gb;0111 ) y la 

velocidad especifica de producción .de alginato (0.060 g,111/gbium h) son mayores que los 

valores obtenidos en los cultivos con células lavadas ( 1.16 g111glgbium y 0.042 g01g/ghiom h, 

respectivamente). Por otra parte, en .todos los cultivos, la fuente de carbono (20 g/I) fue 

totalmente consumida. En la figura 6.5.c se observa que la viscosidad del caldo de los 

cultivos llevados u cubo con células lavadas era mayor (45 cps) que la viscosidad del caldo 

de los cultivos convencionalmente.inoculados (7 cps). A su vez, se obtuvo un alginato de 

muyor PM P ( 1250 kDu) y de ·~~et)Or polidispersión (IP =6.0) en los cultivos ihoculados con 

células lavadas (figuras 6;5:d y 6:5.e), respecto a los cultivos convencionalmente 

inoculudos (350 kDu y IP de 8.2): 
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Figura 6.5. Cinéticas de crecimiento de A. vinelandii ATCC 9046 (a), producción de 

alginuto (b), viscosidad del caldo (c), peso molecular promedio (PMP) (el}, 

índice de polidispersión (IP) (e) y actividad específica alginasa {f) de cultivos 

inoculados convencionalmente(•) y con células lavadas (o) llevados a cabo a 

3 'Y..deTOD. 
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Al final de u111bos cultivos se observó unu caída en el PMP del alginato con un 

aumento del índice de polidispcrsión. En los cultivos llevados a cabo con célulus lavadas, 

la caída fue desde 1250 kDa (IP de 6.0) hasta 980 kDa (IP de 6.8). En los cultivos 

convencionalmente inoculados, la caída fue desde 350 (IP de 8.2) hasta 250 kDa (IP de 1 O). 
- ---, - -- -- - . 

Además, como se presenta en la figura 6.5.f, en los cultiv_os con".encionalménte inoculridos, 

lu actividad específica de la alginato liasa aumenta des~e 61;injCi~>d~.I: ci.1Jtivo. Esta 
>-· - -~.'~f\· ; .. ~--) >~:s~;~-, _ __,_.,'.l. ., 

actividad alcanza.un máximo ~n la fase exponenc\aJd€ ~i;#cig~iTi{(o·~(1.'.IS U/mg). Más 

udelante, la actividad ~specíli~~ dlsminuy~ valoi'ds 'si1~~il~1·~~· ;dios' dél principio del 

cultivo; Por otra}p~rte ••• :cu~1idCJ 1J~ ~i11t~yos: fü~ro1;~in~bul~do~; c~n .células lavudas, la 

apurición de la ucth)i~a~ a1Jdmtb-Ii;{sri.se retrásó: ~1crinz;11driun máximo de 1. 16 U/mg en 

la fase pre-estacionaria de crecimiento (figura 6.5.Q. Las actividades volumétricas (no 

prcscntadus) mostraron siempre tendencias similurcs a las rcportadus en este trabajo como 

actividades cspccificus. 

En los cultivos inoculados convencionalmente, la presencia de la actividad alginato 

liasa desde el inicio de\.cultivo{figura 6.5.Q.puecle ser una de las razones del bajo peso 

molcculur del alginuto (250 kDa), a~en1!Ís de ~t1e: el 111áxiri1o~e. ~cti~idad ocurre en franca 
,_,, 

fose exponencial de crecimiento, cuatr~ I1oras.:~•}t~~·dé ,Cílie ésté niáximo de actividad se 
- ., .. -

presente en los cultivos .. inoculaclos coü·c:é.(úfi.,ts·Iávadas~. En>los cultivos llevados con la 
··.,?·,- ¡;; ~-·-,~-- ·--~ .::.:,> .· 

ce pu silvestre es .11Íuy probable ~ue; el algi1;ilt6 c¡·u~· esté siendo sintetizado durante la fase 
.. . - ~ , '.>'- ' . - "~ • " .. - • • 

exponencial de c1;~ciil1ientb,;á stlv~~ ¿Jté,~i~ridodegradado por la actividad ulginato liasa 

presente e11 el cultivo. Sin embargo, la caída en .el PMP es sólo perceptible al final del 
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cultivo, posiblemente porque la relación de polimerización / depolimerización en la fase 

exponencial de crecimiento está a favor del aumento del peso molecular. 

Al inicio de los cultivos inoculados coíwencionalmente existe una concentración de 

ulginato de 0.45 g/I, con un PMP de 250 kDa y w;a actividad algi1~asa de 0.15 U/mg 

(figuras 6.5.b, 6.5.d y 6.5.1). Esta actividad .áJgitrnsa y el alginritO. s6n,sintetiiados en el 
:,:;,)": ,-c ... ; : ·-oc,; ~;;_:.-. - ~ 

inóculo. Como se observa en la !igWra .6.5'; l~\1.p1·fs~1~.bi~\.?er7stps bom¡Jo;1entes está 

urcctando 1as cinéticas· de 1os cultivéis .. shi}c1{{~~·1·~kJ21~~\.6Kfot)f~s .obserVados en 'ª 
' - ,,.-~. ,- ._ '.¡,:, ·,,' .. e:,···· '·' ;.,-'.-

producción ·de alginato (figLfra 6'.5.q)/~n':~¡ P,.i\ttfl,,{fig~1r!l.6;~id) í1ó pueden ser explicados 
'. .. · ':-¡ ·.-~ .. : ~<.:-~: .. <.·} ;_·:,-)·~:'.,._._-_.;·~-; .. :·-: {.~;~~,>:,~.>,.'· .. 'J:~ ·--:.::.;:~ --~·.,::_ ·;' ·> 

solamente por un fenómeno de dilLriiól~ :d?1ó~ c~h1pLiest6spro~enÍentes del inóculo. Por 

ejemplo, ul finul de los 'cultlvos (3bh)i•áqL1eJ°1¿s inoculaclosc~nvencionalmente producen 
, _._, \.-···- ; ·' <'·-·.; : : ·: -- 1:; 

4.8 gil de alginato, niientrus que loslr1'oculados con células lavadas sólo producen 3.5 gil, 

haciendo una diferencia de 1.3 g/1. Esta diferencia es de casi tres veces la diferencia en la 

concentración de alginato al inicio de los cultivos (0.45 g/I). Por otra parte, las diferentes 

cinéticas de PMP (figura 6.5.d), consecuencia de las diferentes actividades de alginato liasa 

Jurante los cultivos (figura 6.5.1), sugieren que pequeñas cantidades de alginato y/o 

alginasa (como posiblemente otros componentes desconocidos y sintetizados en el inóculo) 

pudieran servir como sefiales que modifican la producción. del polímero. Una posible 

explicación al mecanismo de acción de estos componentes del inóculo puede presentarse 

por medio de un sistema de regulación de dos componentes que está presente en A. 

1·i11dmulii y que se ha demostrado que regula la biosíntesis del alginato y el crecimieiito de 

Ju bacteria (Castuiiecla et al. 2000, 2001). El modelo propone que el sistema detecta sefiales 

ambientales (aún desconocidas) y activa -por un mecanismo de fosforilación-, el regulador 
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trunscripcional Gt1cA, el cual a su vez actúa sobre la expresión de otros genes (Heeb y Hass 

2001). En A. l'i11clmulii, la imictivación de uno de estos genes (gacA o gacS) resulta en un 

abatimiento de la transcripción de a/gD (Castatieda et al. 2000, 2001 ). 

6.2.2. Compuración del proceso de inoculación utilizando Ja cepa mutante SML2 

La figura 6.6 presenta las cinéticas de los cultivos inoculados convenciQnalmente y 

con células lavadas usando la cepa mutante SML2. Se obtuvo.• una ·,concentración de 

biomasa de 5.0 g/I en los cultivos inoculados convencionaülie1jt~ (ngl.1~·a 6:6.a), con una 

velocidad específica de. crecimiento (~t) de 0:16 '1·1, "n1ieií:(rK~ q"tte ~n a~uellos inoculados 
' :--. . - ' ,. ,' ' ·,. .. . -~ -· '·, ' '. '·' , .. ·. -. ···,·- . -- --

con células lavadas se obtuvo 3.9 g/I cm1 tliia v~lo:id~~ de crecin~iento de 0.13 11·1. Ambos 

cultivos, llevados a cabo con la cepa mütante presentaron velocidades específicas de 

crecimiento menores a las previamente presentadas con la cepa silvestre (0.20 y 0.21 h"1). 

La figura 6.6.b presenta cómo la concentración final de alginato es similar para 

ambos tipos de cultivo (3.2 gil). Sin embargo, en este caso se produjo menor alginato que 

el obtenido en cualquiera de los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre'. 

Adicionalmente, el rendimiento global (Ym:) y lu producción específica de ulginato de los 

cultivos inoculando células la\•a~ascdeiá cc1:ia SML2 (0.85 ga1g/gbium y 0.038 &itglgbium h) 

l'ucron mayores u los de los ciHti~ps:i112cuiados .convencionalmente (0.62 g11 1glgbiom y 0.028 

g,i1¡/g1110111 h). En los cultivosll:ex~d6·~··a:cabo con la cepa SML2 no se observó diferencia 

signi ficativu en la concentración "final del alginato al comparar las formas de inoculación. 

En los cultivos llevados a cubo con la cepa silvestre se observó una disminución del 27 '% 

en la concentrución final de alginato, comparando los tipos de inoculación. 
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Figura 6.6. Cinéticas de crecimiento de A. vi11elf111dii SML2 (a), producción de alginato (b), 

viscosidad del caldo (c), peso ni~lecular promedio (PMP) (d),' Índice ele 

polidispersión (e) y actividad especifica alginasa (1) de cultivos inoculados 

convencionalmente(•) y con células lavadas (o) llevados a cabo a 700 rpm y a 

3 %1 de TOD. 
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Los rcsultudos indicun que con la cepa SML2, lu biosíntesis del alginato no se vio 

ulcctada por el retiro de los componerites del Íllóculo. Una posible explicación seríu qu~·la 

¡ilginato liasa o ulginatos de muy bajo peso molecular (residuos de una posible 

dcpolimerización por la alginasa y que son uqucllos que no se producen en los cultivos con 

la cepa mutante) scríun los efectores de la regulación del sistema de dos componentes. 

Al igual que los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre, se alcunzó una mayor 

viscosidad (figura 6.6.c) en los cultivos inocul.ados con células lavadas (25 cps), mientras 

que en los cultivos convencionali11ente inoc.ufadosi fos viscosidades. alcanzadas no fueron 

muyorcs de 9 cps. Las figuras 6.6.d y ~;cj,~ riresei1tan la cinética del PMP y del IP. Se 

cncohtró un alginato de mayor PMP (1050 · kDa) y mayor IP (IO:O) en los cultivos 

inoculados con células lavadas, comparado con los cultivos inoculados en forma 

convencional (PMP de 625 kDa y IP de 8.0). Como era de esperar, en ambos tipos de 

cultivos, no se observó depolimerización del alginato al final del cultivo. Esto seguramente 

ruc cuusado por la ausencia de actividad alginasa en los cultivos con la cepa mutante SML2 

(figura 6.6. f). 

Al inicio de los cultivos inoculados convencionalmente con la cepa SML2 existe 

una concentración promedio de alginat<Jde o .. ~ g/I é:op ~111 PJl/tP~e 100kDa (figuras 6.6.b y 

<1.<i.d). Como se observa .en )a.figL;r:a 6'.6;d;.;~sfeál~i~a~o ·¡rii~iál (del inóculo) sirvió para 
. ·- ... ·- ... ·.-. •05.;·· ;-·. "' f· -., · .. _, - : , .. ,, ,. ·:· 

·-_._ --.- :·'.': ~ :::~·,!--.: :;: ;- __ >. _;-~:<_~: ·>~· ,.'.:·:;. :,~:f),<'.:·',~:;.:0::.,_'-'?·~,·-··.>''::;::· :- ',_:·:'·>· ,· -._·' 

diluir lo que se produce. en el fcn1lenfodorcy c~rúblar'.:as(el íJfoilíedio del peso molecular. Al 
c·~\:.'.~---0~' :.e >'.<'. ·: ~:"~'/-':':~L~~ .,~---; E;;: '•'.·- .· '~·-

observar las distribuciones dél (Jes8· 1li(>.1~c:l.11a}~ él~·(: alginato• producido en los cultivos 

inoculados convencionalmente con I~ é:~p~ níut~nte (fig~rra 6.6.b), se pueden distinguir dos 
'. , ' 
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fomilius ele ulginatos con diferentes PMP. Unu fumiliu corresponde al ulginato proveniente 
- --- -

del inóci.llo (MI, en Ju figLiru 6.7.b) con un PMP de 400 kDa y Ju segunda con un PMP de 

1000 kDu que es similar ul alginato producido en los cultivos inoculados con células 

luvudus (CICL, en Ju liguru 6.7.b). 

a. b. ,, 
2 CICL 2 CICLI / \MI 

f\ I I \ 
I 1 

I \ I I 1 
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Figura 6.7. Distribuciones de peso moleculur de alginatos producidos en el inóculo (MI), 

en los cultivos inoculados con células )uvadas (CICL) y en los inoculados 

convcncionulmentc (CC!). Cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre (u) y 

con la ccpu mutante SML2 (b), a 3 % de TOD. 

En la liguru 6.7.a se presentan las distribuciones ele peso molecular del ulginato 

producido en los cultivos llevuclos u cabo con la cepa silvestre ATCC 9046. En este caso, 

se incluyen Jos elatos de la distribución del PM del alginato proveniente del inóculo (MI) 

con un (PMP de 250 kDa) y de los cultivos inoculados con células lavadas (CJCL) (con un 

l'M P de 1250 kDu). A su vez, la figura 6.7.a .presenta la distribuci.ón .de los pesos . 
. ,',_.. ,: 

molcculurcs del alginato producido er1 10il'Ói1Jtivos inoculados convencionalmente (CCI). 

En Ju distribución el~ los CCI no sepüedehacer una clára di.stinción entre los provenientes 
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del inóculo y los producidos durante el cultivo. Esto seguramente es causa de la actividad 

ulginusu presente desde el inicio de los cultivos. 

Parte ele los resultados de esta sección, en particular aquellos cultivos llevados u 

cabo con la cepu silvestre ATCC 9046, se han incluido, en el artículo: "Components in thc 
- . . . 

inoculum determine the kinetics of Azotohácter, yi11e/á11dii cultures. and _the molecular 

weight of the ulginute", Mauricio A. Trüjilló-Rol~án, Carlos Peña t Enrique; Gulindo 

lliotec/1110/ogy Letlers 25: 1251-1254 c2do3). En este ártícuio (i11clui<lb eií .el :tinexo) se 

postula que los componentes del medio a~otado del caldo del i!ió.¿lll~jll~gant111 papel 

regulador muy importante en la biosíntesis del ulginato. Además, c'n este a.rÚculo se destaca 

que pura una interpretación detallada y relevante de la biosíntesis de ulginato por A. 

Pi11e/a11dii debe tenerse muy presente el efecto de éstos componcn~es, particularmente en un 

ICnómeno tan complejo como la polimerización y depolimerización del alginato. 

Los cultivos llevados u cabo'cofcéiülas-luvadas de ambas cepas, mostraron que el 

perli 1 de aumento del PM Po,deLal~in~to .;tjú;.~-nte la fase expémenciaL de creéimiento, -
,,.,, '··}.:.. :''.:" 

previamente reportado (Peña et ú/.2()oo;:T1;l.1jilki-Roldán et al. 2001) ya llo se p1'.esentaba. 

Las ti~uras 6.5.cl y 6.G:d indic~:bun~qt1~ ~urante la fase exponei1cial de ~recimiento, el PÍVJP 
.... . ' ~--: '·· ~ .. -·,_ . ' :.« '.' . ·' ?', " < •. ' • ' . - . " '• -' -

era similar durante tÜ<lo:~LC:'tlliívo; cayencio únicamente en Ja. rase estacionaria en los 
.. ,, ; .... / .. :;'.. :~-:-;·· 

cultivos con la ccpü silvéfü:e\É~tos fosúltados pe1'mitieron IJroponer que el papel de la 

polimerasu de ~L ;¡/11~fc111diÍefo si~m¡jre el mismo: fabi·ic~f:aiginatos de un único tamaño 

molecular. l'an1bió1i se. pí;opuso ·que este mecanismo de acción de la polimerasa, estaba 

determinado importante1úente por la TOD. 
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6.3. El papel de la TOO en el desempeño del complejo polimcrasa y la 

alginasa en la determinación del peso molecular del alginato 

Al analizar las cinéticas de los cultivos inoculados con células lavadas de las cepas 

silvestre y la mutante SML2, se puede concluir que la velocidad específica de crecimiento 

(~1) de los cultivos llevados a cabo con la cepa mutante SML2 (0.16 11·1) es menor que la ~L 

ele los cultivos con la cepa silvestre (0.19 11:1psiq en~bargo, en ambos cultivos se alcanzó 
' .. ' • ·~! / , • • ~ • ' • • • • • 

una concentración final ele biomasa similar (3.4 y 3:6 gil, para ATCC 9046 y SML2, 

respectivamente, figura 6.8.a). La figura 6.8.b presenta la evolución de la concentración de 

alginato durante el curso ele los cultivos. Se obtuvo una concentración final de alginato 

similar para ambas cepas (3.5 y 3.3 gil para ATCC 9046 y SML2, respect!".ªll1Cnte). Sin 
. · .. ·, ; 

embargo, la velocidad específica de producción de alginato (SAPR) fue estridísticamente 

mayor para la cepa silvestre (0.06 g.,1gigbirnil h) que paru lü cepa mutante (O:os &1glg11;m11 h). 

En la figura 6,8.c se observa un Pf'.l!P mayor y cc>nstante (kDa 1250) en los cultivos 

llevados a cabo con la cepa silvestre; Con la cepa SML2, se obtuvo un alginato ele un PM P 

de 985 kDa, también constante durarite tOdo el cultivo. Sin embargo, después de 14 h del 

cultivo con la cepa silvestre (!'ase pre-estacionaria de crecimiento), el alginato comienza a 

ser dcpolimcrizado por la acción de la actividad alginasa (figura 6.8.c) y se presenta una 

caída del PM P de 1250 a 980 kDa (figura 6.8.c). En los cultivos llevados a cabo con la 

cepa mutante, no se observó depolimerización ele' algiimto (figura 6.8.c) y no se detectó 

actividad alginasa (figura 6.8.e)~ flor su µ,arte, Ja> figura 6.8.d presenta el índice de 

polidispersión ele las moléculas .de a)!~i~1atoj:iroclu~ldCÍ poranl:bas cepas, siendo mayor el 

del alginato obtenido ~:m los cultivos usando la cepa mutante. 
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Figura 6.8. Cinéticu de crecimiento de bionrnsn (a), concentración de alginato (b), peso 

molecular promedio (e), índice de polidispersión (d) y actividad específica 

ulginusa (e) de cultivos inoculados con células lavadas de A. vi11e/a11dii ATCC 

9046 (•)y SML2 (o) llevados a cabo a 700 rpm y 3 •y., de TOD. 

63 TEm~; CON 
F'ALLA .D .. ·¡1 "Rrc;rnq J:"i. ¿ \J Ll J.L:d"~ 



Resultados 1• di.1·c11sicí11 

El co111por1u111icnto cinético de los cultivos llevados u cubo u 1 y 5 '% de TOD, 

usando arnbus ccpus fue si111iluralpreviúr1enfe descrito 1)a1=a
0

loscultivos llevados a cabo a 

J %, de TOD (figurus 6.9 y 6.1 O). Como se presenta en las figuras 6.8.e, 6.9.e y 6.1 O.e, la 

actividad específica de la alginasa de los cultivos llevados. a cabo con la cepa silvestre, 
'._-=oc~ -_ _,;-e_--=~ !.,_.;-'.co.-

aumcn!H con el tiempo de cultivo, alcanzando.su tl}Úldn~c(d~;activicl~d específica al linde 

lu f'use exponencial de crecimiento (0.75 U/mg pura) o/.,,•,t 1.5Ü!i11g para 3 •){,y. 0~32 U/mg 

paru 5 'X, de TOD). Posteriormente, la actividad específi~a algir;a~ri cÚ~h~inuyÓ .a valores 
' .· '.'.. ·.. ' '/ - ._, 

similares u los del principio del cultivo. Por otru parte, cuando los Cttlti~~sfueron llevados 

u cabo con la nrntunte SML2, no.se detectó actividad alginasa (figuras 6.8.e, 6.9.e y 6.1 O.e). 

La liguru 6.11 presenta un resumen de los cultivos llevados a cabo a diferentes 

condiciones de TOD y presentados en las figurus 6.8, 6.9 y 6.1 O usando ambas cepas. Lu 

concentrución rmíxima de la biomasa fue obtenida a 1 'Xi de TOD (figura 6.11.a) para 

ambas cepas (6.9 ± 1.2 g/I y 5.7 ± 1 :2 g/I, para ATCC 9046 y SML2, respectivamente). A 3 

'X, y 5 % de TOD, las concentraciones finales de biomasa fueron similares para ambas 

cepas y no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en.trc: los datos 

(alrededor 3.5 ± 0.3 gil). Lu figura 6.11.b indica que para los cultivos llevaclos a cabo con 

la ccpu SML2, independientemente del nivel del TOD (~11 el int~rvilfo 1ª1e Ú·a;s}X,), no se 

cncontruron diferencias estadísticamente significutivas en\1:e)~s''á91í;beiÚh{ci§11e~ finales de 
~' :_"'._ t·t:-: . ·t l~1 ;<.<' 

la cepa silvestre donde Ju producción del polí1~1cro' c.q)Jedde de:fa TOD. Concentraciones 

fim1lcs de alginato de 2.8 ± 0.2, 3.5 ± 0.3, y 3.2 ± 0.2 gil fuerón obtenidas para TOD de 1, 3 

y 5 %, respectivamente. 

r--~~r.;~~1i::: C1Q1\J ¡ \ Í , , , 1 1 \'., 
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Figura 6.9. Cinética de creci111icnto de bio111asa (a), concentración de. alginato {b), peso 

molecular promedio (PMP) (c), índice de polidispcrsió1í (IP) {el) y actividad 
' · .. 

especílicu ulginusu (e) de cultivos inoculados con ééllllas lavadas de A. 

vi11e/a11dii ATCC 9046 (•)y SML2 (o) llevados a cabo a 700 rpm y a 5 %1 de 

TOD. 
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Figura 6.1 O. Cinética de crecimiento de biomasa (a), concentración de alginato (b), peso 

molecular promedio (PMP) (c), índice de polidispersión (IP) (d) y actividad 

cspccílica ulginasu (e) de cultivos inoculados con células lavadas de A. 

vi11e/a11dii ATCC 9046 (•)y SML2 (o) llevados a cabo a 700 rpm y a 1 %, de 

TOD. 
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Re.rnltudos v discusión 

1-'igure 6.1 1. EICcto de TOD sobre la biomasa final (a), alginato final {b), peso molecular 

promedio máximo (PMP) (c) y el índice de polidispersión (IP) (d) del 

alginato y la actividad específica máxima alginasa (e) en los cultivos 

inoculados con células lavadas de SML2 y ATCC 9046. 
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Resultados \' discusirin 

En la ligurn 6. 11.c se presenta cómo la TOD afecta el peso molecular ¡fromedio del 

alginató producido en los cultivos llevados a cabo con las cepas ATCC 9046 y SML2. Parn 

la cepa silvestre, los valores del PMP son aquellos obtenidos antes de que el PMP del 

alginato comience a disminuir. Para ambas cepas, el PMP más alto füc alcanzado a 3 % de 

oxígeno disuelto, donde se obtuvieron valores promedio de peso molecular de 1250 y 985 

kDa. para ATCC 9046 y SML2, respectivam~ite.~ En la figura6. l l.d se observa que no 

existen di f"crencias signi licativas entre é'1 í;1dlb~ , de' polidispersión de los alginatos 

obtenidos en los cultivos llevados a cabo con la cepa ATCC 9046 y con la mutante SML2 

para 1 y 5%1 de TOD. 

La figura 6.11 indica que la actividad específica máxinrn de la alginato liasa se 

presenta en cultivos a 3 %1 de TOO. En l()s .cultivos con la cepa silvestre, el máximo de esta 

actividad f'uc encontrado. en'la:fase-·pre~estacionaria de crecimiento (como se presenta en 

las figuras 6.8.e, 6.9.c y 6.1 O.e): PC>rofraparte, no se detectó actividad alginato liasa en los 

cultivos llevados a cubo con la mutante SML2 (figura 6.11.e). 

La ligura 6.12 presentu un resumen del efecto de la TOD sobre los parámetros 

cinéticos de los cultivos inoculados con células lavadas de la cepa silvestre y la mutante 

SML2. La figura 6.12.a resume el erecto de la TOO sobre la velocidad específica de 

crecimiento üt). Se observó una menor ~L para todos los cultivos llevados a cabo con la 

cepa mutante bujo todas las condiciones de oxígeno disuelto evaluadas. Pot .. otra parte, los 
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rendimientos globulcs de producto sobre biomasa y las velocidades específicas ele 

producción ctc ulginutos ¡)resentun uh ·1íiáxillfoa 3 % deTob para la cepa silvestre, con un 

comportamiento similar a lo previamente reportado en nuestro grupo (Trujillo 1999; Peña 

el al. 2000; Trujillo-Roldán et al. 2001 ). Sin embargo, para la cepa mutante SML2, los 

muyorcs rerldimicnto~ globales ("Yp1x) y velocid~des ~specíflcas de prod;1~ción ele alginato 

se presentaron a 5 iy., de TOD (figura 6.12.b y 6.12.c). Por otra part~, _la velocidad 

específica de consumo de fuente de carbono presenta .el mis1110.co1~1portamie11to reportado 

previmnentc para los cultivos inoculados convencionalmente (Pefia el aC 2000; Trqjillo~ 

Roldún et al. 2001 ), donde la máxima velocidad de consumo se presenta a 5 'X. de TOD 

pum ambas ccpus. 

Como se había. discutido previamente, A. vinelandii aparentemente sintetizaba 

ulginatos con Llll mismo PMP e lP(figuras 6.8, 6.9 y 6.1 O) bajo condiciones controladas de 

oxigeno disuelto y ütiliiaiidocélulas" lavadas como inóculo. La figura 6.13 presenta las 

distribuciones del peso molecular (DPM) de los alginatos producidos en diversos tiempos 

de cultivo. Estos cultivos son llevados a cabo usando la cepa silvestre y la mutuntc a 

dil'crcntcs condiciones de TOD (1, 3 y 5 '%).Las figuras 6.13.a, 6.13.b y 6.13.c presentan 

cómo en los cultivos llevados a cabo con la mutante SML2 se sintetiza una única familia de 

alginatos (para cada TOD evaluada) durante todo el cultivo, sin ser este alginato 

dcpolimcrizudo. 

69 

Tl~SlS CON 
~'ALLA DE _QfüQfili 

~-~-------



l?e.rnltado.1· I' disc11sirí11 

0.3 ---···--···-··. -·- ·-·--··-----···-------·-·----a. -·-1 ATCC9046 
-'--~.:J SML2 

0.2 

;s. 
~. 

I I ¡I I I 
l 

0.1 

o.o 

1 

i 1 1 
b. 

1.2 
e 

E 0.9 
~ 
~ 0.6 

X 
ii: 

>- 0.3 

o.o 

l 
I 

I 
rl: 

l 
1 

1 
! 

I¡ l ! 
1 1 ¡ --

0.08 
c. 

'.2 
E 
E 0.06 

..ei~ .,. 
,!:) 0.04 
a:: a. 
<% 0.02 

0.00 

I I I 1I, 
I 1 1 

I: 
1 

1 

i 
! 1 

~ 
0.4 

E 0.3 Ol 
'"-\, 

d 0.2 
a:: 
::> 
(/) 0.1 
(/) 

o.o 

d. 

I I 1 rii 
-11 -I ¡ ¡ 

1 1 
1 : i 
1 

! 
i i 

3 5 

TOD(%) 
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rendimiento de alginato sobre biomasa (Yp1x) (b), velocidad específica de 

producción de alginalo (SAPR) (e) y velocidad específica de consumo de 

sacarosa (SSUR) (d) en los cultivos inoculados con células lavadas de 

SML2 y ATCC 9046. 
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En los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre, se observó también la síntesis 

de una única familias de alginatos a fo largo de los cultivos con una distribución de peso 

molecular (DPM) similar, para cada TOD evaluada (figuras 6.13.d, 6.13.e y 6.13.f). Sin 

embargo, hacia el linal del cultivo, se hizo evidente un ligero movimiento a la derecha de 

la distribuciÓ~1 d~ los pesos moleculares (;vid~ncii~:.de.uryii caída. en el PMP). Esto es 

causado por Ju depolimerización del alginato debido)~J~'á~l?ió;~ de. la alginato liasa. Este 

fenómeno se hace evidente al fin de la Tase exponenci~i J·~:cfl6cfrí1ie~Ío, cuando la actividad 

alginasa es máxima. 

Los resultados de Ju figu1'a 6.13 permiten proponer que mientrasias células estén en 

condiciones controladas dC cultivo (en especial la TOD), A. vi11ela11dii vu a sintetizar 
. ,.-. . .· . 

nlginatosdel mismo tainufio molecular. Este mecanismo de síntesis deL polímero, está 
• - ' -·. - • •• • 1 ·, 

relacionado a Ju actividad de las enzimas previas en el metabolismo (AlgA; AlgC y AlgD). 

1-lornn el al. ( 1983) demostró que Ju actividad de estas tres enzimas está fuertemente 

relacionada con In TOD. 

Es posible que, la transcripción de los genes a/g8, alg44, algX o a/gK (como partes 

del complejo polimerusa) fueran ¡1f'ectados por Ju TOD como sucede para la transcripción 

de algA, a/gC y a/gD en P. aerugi11osa (Leitao y Sá-Correia 1997). También, puede ser 

posible que la actividad de las enzimas que corif'onnan el complejo polimerasa esté siendo 

afectado por la TOD de manera similar como se demostró para AlgA, AlgC y AlgD en P. 
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aeruginosa (Leitílo y Sá-Correia 1993) o para las mismas enzimas en A. vine/andii (Horan 

et al. 1983). 

3 

o 
ID 2 
a.. 
~ 

o 

3 b. 

o 
ID 2 
a.. 
~ 

3 c. 

o 
:lJ 2 
a.. 
~ 

f. 

6 5 4 3 2 7 6 5 4 3 2 

Log Peso Molecular (Da) Log Peso Molecular (Da) 

Figura 6.13. Izquierda: distribuciones del peso molecular del alginato producido por A. 

vinelandii SML2 en cultivos llevados a cabo a (a) 1 % TOO: (-) 7 h, (• •) 

13 h, (- -) 21 h. (b) 3 % TOO:(-) 7 h, (• •) 13 h, (- -) 16 h. (c) 5 % TOO: 

(-) 7 h, (• •) 13 h, (- -) 16 h. Derecha: distribuciones del peso molecular 

del alginato producido por A. vinelandii ATCC 9046 en cultivos llevados a 

cabo a (d) 1 % TOD: (-) 10 h, (• •) 13 h, (- -) 25 h, (-• •-) 30 h. (e) 3 % 

TOO:(-) 6 h, (• •) 10 h, (- -) 16 h, (-• •-) 25 h. (f) 5 % TOO:(-) 6 h, (• 

• ) 1 oh, (- -) 16 h, (-• •-) 25 h. 
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Resultado.\' v disc11sió11 

Las diferencias significativas al comparar las cinéticas de crecimiento y producción 

de alginatos de la cepa silvestre con la cepa mutante (presentadas en forma resumida en las 

liguras 6. 1 O y 6. 1 1 ), pueden ser explicadas por la fonna como fue construida la mutante 

SM L2. Es decir, se había demostrado que la inserción de un casete .n en forma no~polar en 

un gen (especílicamente algF) perteneciente al grupo el.e genes biosintético~_a/gXLIVFA 

reducía la producción del alginato (Vazquez el a/, 1999). El mis1nÓ:cornpC>rtar11iento se 
• • •'. ·' • -~ --- ·,,. -· - -_., - •. ,_,_ ¡_.. = ~-~ -. - · ... }_o.,. -- :- - :=-; / 

'-'e•'"',•'. ·•,, :'.;-,,":',._.1-... ;•• •,•4• 

observó en la mutante SML2 donde el casete ne1i ~orn1a.í10,p(¡l~;;,f~e ii~rse1~tado en algL 

(sección 6.1, tabla 6. Í ,'.figuras 6.3 y 6. 1 1 ). La transc1~ipc;iói1 d,e lé)s gen~!> sc)l;ri,é11te abajo de 
'·. . . , . . . ,•, ' ... ·; . '': .. " '";':./ .. ~-- ~' ' ,,,._ - '' 

a/gL (a/gl, a/g/I, algF y a/gA)ya Í10 está siend.o reguluda,p9r el pn>¡;l~-~ro;11otbr dentro del 
'·· • • • ' • ··.'' - '·. - '-· • - •,' _, ".: • .> •••• , .-·oc. ',-

opcrón biosintético de alginat~, sino p()rel promotor del ~'~set~; Si por ~lguna razón, el 

promotor del casete es más débil que el propio· promotor del .operón algXLIVFA, la 
. . 

transcripción de a/gA se estaría llevando a cabo de una manera i:1~11os eficiente, afectando 

la actividad enzimática del· primer y tercer paso en la biosíntesis del alginato (ambos 

llevados a cabo por AlgA). Una relación entre la disminución de la transcripción de algA y 

la disminución de la producción de alginato por una menor actividad de AlgA ha sido 

demostrada previamente en P. aemginosa por (Lcitao YsÓ~Correia 1997). ~or, otra pa;·te,:Ja 
. . ·-._.; ·:>· ' .. '·, ~ ·-·:_'_, . ' ··. ' -· -·, - -

figura 6.11.c demuestra como .el peso molect1lar:1~1á*i111'.o'dblal~inato obter1ido;p~r la cepa 
:;_·. /' ···- . ' ;.--·. . . ', ;. .. ·- ... 

silvestre (previo a la dcpolimerizació~) qtle e~i111t1yói"'.Ó1 d~ Ia·cepa iúüüuit~: Es po~ible que 
.. .·.· .;':;:: .:,:~:.. :~'~.·· ·- ~~"". :.:~,_·.-:···-·':::', .. ,_.·:·,; . '. . .: -_ . 

la disminución de la tí·án~~ri~CiÓ
0

ii de{ilgÁ/est6 a(é~Ía~1do fo~. pasos ~p~~teriores de la 
';._';/·}_.:;~{- <.;;~ "~·:;:~::~"":;~~"">." -' .:. ·:¿{~ .;. :·,_,.:; -';'; ;: ''. )\: J"~: 

biosíntcsís del alginUio, éo11lo la á6tTviclridcte ;\lgÓy ~éléon1plej~ I??Ii1i1~fosa: 
:·~:~::.~~- ::~'.·? -,.: >. '. ¡ ~ . ':··< ·.' . : <<<·:: .. , ''" 

_:~,.-_··?>' 

TESIS CON 
FALLA DE OIUGEN 

En los Cldti\;OS ]lcvh'dos a cabo co11Ia cepa silvestre (para tina TOO específica), las 

distribuciones de peso molecular rúeron siempre muy similares (figuras 6.13.d, 6.13.e, y 
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ü. 13. f). Sin embargo, después de la fase pre-estacionaria se presentó la depolin~erización 

del alginató, c\'idcnte j:lor el movin1iento de lás lamilias de afginato hacia un PMP más 

bajo. Cuanto más alta es la actividad específica alginasa {figtfra 6.: 11.e), mayor es la caída 

del PMP del alginato (figuras 6.13.d, 6.13.~ y ~:1 ~.f). Bajo 1% 'fóo, l~ ca¡dadel PMP 

(óMMW) ru~ ¿le 370 hasta 280kDa (~MMw~:: 90 kDa), con 'tma·;~ctividad específica - -.-. ·-.·-·-· ... ·- _;,-·:· --.. -. · .. --- .. '" .. ···' . . .. , . 
.. 

máxima alginasa de 0.75 U/mg. A J °Á> TÓD, la ~aída>def P.Mr· ful'lé~e '!,2~Ó a 285 kDa 

(óMMW = 265 kDa), con una actividad enzi111.át.ica .~spticrni3ú _;~~á~imci.de.1.16 U/mg. 

Finalmente, a 5 %1 de TOO; laC:aída del PMP es de 350 hasta 300 kDa (MVlMW = 50 kDa) 
,.,, . ; - . 

con una .actividad en~im,á,tica 111áxin1a de 0.30 U/mg. Estas caídas del PMP fueron medidas 

en un periodo de 1 O.h, desde el momento del fin de la fase exponencial de crecimiento para 

cada cultivo. Se cnconfró que la caída del PMP ele los alginatós en los cultivos inoculados 

con la cepa silvestre, es una función de la actividad específica máxima alginasa (figura 

6. 1 l .e), por medio la siguiente relación: 

óPMP = 213.8 A.E. - 16.9 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN . 

-----~·-· -~ -· .... --...... ·~-· 

donde el óPMP es la caída delpeso molecular (en kDa) en la fase estacionaria de 

los cultivos llevados a cabo con la cepa silvestre (JO h) y A.E. es la actividad específica 

máxima alginasa (U/mg) encontrada en el fin de la fase exponencial de crecimiento. Estos 

resultados permiten proponer que la alginato liasa (AlgL) es la única enzima encargada de 

lu depolimerización del alginato, en un proceso posterior a la producción y polimerización. 

Otras proteínas con actividad alginasa reportada (al menos in vitro) como las epimerasas 

AlgE2 y AlgE7 (Gacesa 1987; Svanem et al. 1999; Svanem et al. 2001) no desempeñan 
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papeles importantes en la dcpolimerización en cultivo. En este trabajo, en los cultivos 

llevados a cabo con la cepa mutante SML2, no se encontr·aron actividacles ~lginasas 

cxtracelulares residuales. 

May und Clrnkrabárty (1994) proponen que la alginasa funciona como una proteína 
¡· .. · " ;- - .----. ,. _. 

de edición que controla la longitt;d cle las cadenas del polímero'.:Aclemús, estos autores 
, .. , ',.. . ' ' . - . -- ' •.' .• ···- .. ·, 

proponen que la algir1as{ fu11cioí1a como u1Ía. pfoteína ele corte Cjúe, provee al complejo 

IJOI i 111erasa de 1Jeqtl~11:~~·····olig~111eros• 1)ara ..• i ~kiar'.la···•te~~.ci.~n .. ·.·~~. ·~oI Mi'eri~~~ib111:;)11, este 

estudio hc1i1os cle1;1~st1·hd~qÚe·.una ·n1utanteide'1l;:~~úidÍail;1{{qu~·i•c;~,:~~~~·~~·ha'.'rlctl~idad 
--."~ ~:; --t~~~~;:~ ,'' ' -- ' : . . . ·. . ::. .. ' -. -', -~;:_· '-'.·:: · .. _.- .:::;(;-· ·'.:~;~~:··:);\.···:;-.:~;;: ~ -~:'·--j:;''._-_,,.::' . ~' .:· --- . ¡- - . 

alginasa .• puectd:1Jrodt1~ir algirÍato, con caracterísiifas i11cit~bUÍ~1·~~;(disirlBti~ióil••· y. peso 
. '· ... ·-,...... .- - . . -_ '· -.·· -. '· 'r~;--,~i I .. :~~'.-?---~,,,., .. '"''·" '''" 

molecular pron~dcliq) múy similares a los alginatos ·obfenlclo('en'}~ .:<;épri silvestt~e de A. 
; -·:. ,.. . '· .. . ._;~.- ·.· . ' - '·'-. ,.~. ·.· :_- '': .. > ·«~ '. .. : ·. -.. /" ':.: :-, 

l'i11ela11clii; Así; estos resllltados demuestran que ta' al~in'áto lias~ ria es n~cesaria para 
. -: .. .· . '.- :,:.. ·.~·C'<. _.,_\: ->.::· <:-::- . 

iniciar la polimerización o para producir alginato.Aclén1ús,se µ;·oporíe que dicha actividad 
- . . ' . ' . . ' . 

cstú restringida únicamente a pasos de post-poUmeri~ación, :noclificando finalmente el 

::1;:i ~s-1i'c-Joº-rri_G_EN1l '\ 
l.' nl.11.JI ~J:...::'.__;:...::... -¡_,;;;. __ _ 

peso molecular del polímero. 

La mayor parte de los resultados de esta sección han sido incluidos en el artículo: 

'Thc roles or oxygcn and alginate-lyase in determillingthe0molecular weight of ulginate 

produccd by A:otohacter vi11ela11dii", Mauricio A. Trujillo~lfoldán, Soledad Moreno, 

Guadalupe Espín ancl Enrique Galindo; Applie<Í Microbiolágy and Biotec/1110/ogy, en 

prensa ( 2003) (el cual puedé ser consi.Útad~ en el :ne~o). En este artículo se describe a la 

mutante SM L2 como una importante herramienta pura establecer el papel del complejo 

polimerasa en cultivo y de la metodología de inocular los fem1entadores con .células 

75 



Resultado.1· 1• discusión 

lavadas como lu mejor manera de observar los efectos del oxígeno disue.lto sobre los 

perfiles de polimerización. Así, este artículo, inco1vorando los resultados~ de los d~s 

artículos previos describe cuáles son los papeles del oxígeno disuelto y la alginasa en la 

determinación del peso molecular del alginato por A. vi11e/a11dii. 
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7. Conclusiones 

• En todos los cultivos llevados a cabo con la cepa mutante no-polar en a/gl (SML2) no 

existe dcpolimcrización del alginato, pero sí producción del polí1i1ero; Además, no se 

detectó actividad alginasa residual .. Estos.resultadosproponen que Ja.actividad alginasa 
-·-:{: 

es la principal causa de la caída del. peso niolec\11ar~prbme.clio deJ alginató producido 

en cultivo por;/. vi11ela11dii. 

• A diferencia de lo que se ha r~port~dop¡\1'a.ot;·os'1ilifro0Fg~·iiish1os,.~e' deníqstró que en 
- ·~; '·: ; "' '·-~ 

• 

·-'"'[ 

A. vi11ela11dii la actividad algiiíasa no pa1:licipa en·ta:biosíritesis del.polítnero . . · .. _ ~:' . ' ~ ·,. . . ; . ;· >~'- '. : , . .-. . ; \ -·.. - ·- ' 

En los ci1ltivos,in?culados COJ1 células lavadas se obluvie;'.On alginatos de altos pesos 

moleculares pi·omedio (y menos polidispersos), comparado con los cultivos 

convencionalm~11te .inoculados. Esto indica que los componentes que provienen del 
: -. . ' . . -

inóculo (conio son el alginato, la alginasa y posiblemente otros desconocidos) juegan 

papeles muy importantes en la determinación del peso molecular del alginato por A. 

1•i11e/a11dii. 

• Se presentaron di fercncias en las cinéticas de crecimiento bacteria! y producción de 
-' --- -

alginatos entre los cultivos inoculados con células lavadas '.d6 la cepa sil\1cst1'e y los 

cultivos convencionalmente inocLilados. Estas diferenci_as ~ueden ser resultado de la 

ausencia (o presencia) de los compéin~11·t~~ ):,¡:~~si1~t~t;~ad~s en el inóculo . 
. -- __ ._, , __ . -. ¡··-.:.·,.-- - --- '· ~- / -. --. 

. -~---,-: 

• La actividad ulginasa y eLalgihato de: bajo peso molecular provenientes del inóculo 

(además de otros con1pt,17st~~ ~tm de.~c~nocidos) podrían ser los componentes 

cl'cctores de la regulacié>11 de I~ biosíntesisdel ~lginato. 
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• En Jos cultivos inoculados con células luvadus de la cepa niutante SML2 se 

-

sintetizaron fumilias de polímeros de distribuciones de peso molecular (DPM) 

similares, de baja polidispersión y alto PMP. Se propone que el papel del complejo 

poi imcrusa en A. vinelandii está determinado por Ja fabricación de alginatos de Ju 

111isma talla molecular. Además, Ja ~lginasa no estaría relacionada en la determinación 

del peso molecular (al mc1:i,?s en ~l.jJ1'.oceso de polimerización). 
~ ~-,i~.'. ,- ' i ·. -. . . 

• En cultivos inoculad{Js ·~.01i;.célÚl!!s lavadas· de la cepa mutante silvestre de A. 

vi11e/a11dii se obser~Ó~Lm~omp~rtamÍen(o similar a) dé la cepa inuiunte: síntesis de 

familias dc·.polímel·os ·~·~· bP~ sin1ilares .. Sin e111b~rgo, al final de··lafaseexponencial 
' -• ·:-· :._.: ._ ' ,, • .-·--.;;,'•• '_•',: '-•' ' r, 

se observó Ju caída del PMP. Se propone que el p~íJe) de Ju alginasa en la 

determinación del PMP del polí111e1;0 está resfringido a ui1 proceso extrucelular de post-

poi imcrización. 
. . . 

• Los procesos de polimerización y depolimeri;wción delalginato están f'ucrte111ente 

determinados por la tensió1i de oxígeno disu_eÍto (TÓD), de muneru similar a Jo 
-··- .. - --.-, :· 

previamente reportado para otrus enzimas claves ,de la biosíntesis del alginato, que 

presentan actividades máximas u valores intermedios de TOO (2 - 5%,). 
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inoculum determine thc kinetics of Azotobacter vi11e/a11dii cultLtres and the 
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3. Trujilló-Roldán MA, Moreno S, Espín G; G11.lindo E. g.ol~s 6r the polymerase 
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Alginate production by an Azotobacter vinelandii mutant unable 
to produce alginate lyase 
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<D Springcr-Ycrlag 2002 

Abstracl Alginate is an industrially relevant linear 
copolymer compose<l of {J-1.4-linked D-man11uronic acid 
and its C-5 epimer t.-guluronic aci<l. The rheological and 
gcl-fonni11g properties of alginates dcpend 011 the molec
ular weighl ami thc relative co11tc11t uf thc two monomers. 
Alginate produccd by A:orohacter l'i11ela11dii was shown 
to be degraded 1owards thc end of the culture. an 
undesirable situation in tenns of potential alginatc 
applications. A gene (a/gL) encoding thc alginate lyase 
aclivity AlgL is present withi11 the alginate biosynthetic 
gene cluster nf ;\. 1·i11l'imulii. We constructed strain 
SML2. an 1\. 1·i11dc11ulii strnin carrying a non-polar 
mutution within lllgl.. No alginatc lyasc activity was 
detecled in S1VIL2. Under 3'/t dissulvcd oxygcn tension. 
highcr values ot' 1naximu111 mean molecular wcighl 
alginatc wcrc obtaincd ( 1.240 kDaJ with strain SML2. 
comparcd to those frnm the parental strain ATCC 9046 
(680 kDaJ. Thesc data indicale that AlgL activily causes 
lhc drop in thc molecular wcight uf alginate produced by 
A. l'i11l'im1dii. 

lntroduction 

The main applications of alginates are as thickeners, 
stabilizers, gclling agcnls ami emulsifiers in the food, 
1cx1ilc ami pharmaceutical industries (Sabra et al. 2001 ). 
Commercial alginates are currently cxlracted from marine 
aJgac such as Lc1111ii1t1ria and fl./acrocvsris. Because 
,\;otohacter 1·i11clm1elii produces alginate; similar to the 

S. Murcrnl · D. Segura · ti. Espín U•;) 
Dcpanmcnl of ~lnlccular f\licrohiolugy. Instituto de Biotecnología, 
l l11ivcr~idad Nac1011al Autúnrnrn.1 de ~'1éxh.:o. Apartado Postal 510-3, 
( ·ucrna\ aca h.:!:!50 f\1nrcl11~. f\'k xil'o 
L'-mail: c~pin'ª'iht.unam.111.\ 
Tel.: +52-777-J2lJlh44 
Fa\: +52-777-J 172JXX 

~J.A. Trujilln-Rnldü11 · E. Galindo 
1Jcpartm~111 uf Biucnginccring. Instituto de Biotcc11ología, 
U11ivcrsidad Naciunal Autlinnma de México, Ap:irtudo l'ostnl 510-3. 
Cttl'l'IHl\'UCf.I 62250 rvlorclos. Mcxico 

alga! alginates (Skjak-Bra:k et al. 1986), this bacterium 
appcars suitablc far algimtte production. 

The rheological and gel-forming properties ol' algi
nates dcpend on thc molecular mass distribulion and 011 
the relative conlent or the two monomers (Skjak-Btwk et 
al. 1986). Oxygen conccnlralion has becn shown to 
inllucncc lhc molecular weight of alginale produccd by;\. 
1·i11e/wulii (Peña et al. 2000). A high molecular wcight 
alginatc can be produccd al a dissolved oxygen tcnsion 
(DOT¡ nf J%. Howcver. a drnp in the mean molecular 
wcighl (MMW) ol' alginate was observcd towards the end 
of thc incubatinn period (Peña el al. 2000). This drop in 
lhe MMW of alginate is undcsirablc bccausc of thc lowcr 
rhcological quality ol' lmv molecular wcighl alginales (Ci 
l't al. 1999: Wong et al. 2000). Thc drop could be caused 
by lhe alginale lyase activity cncoded by the algl gene. 
which is present wilhin lhe alginate biosynlhetic gene 
cluster (Llore! el al. 1996: Erlesvag el al. 1998). 

AlgL activily has also been suggcsted to have a role in 
lhe germination or the cysts formed by this bacterium 
(Kenncdy et al. 1992) and in alginate synthcsis (Wong et 
al. 2000). 

In this work. we report thc constructiun and charac
lerization of a strain with a non-polar mutalion in a/gL. 
which docs not block cxpression of other alginatc 
biosynthetic genes. lt is shown lhat undcr DOT-conlrollcd 
conditions (which rcgulate alginale MMWJ this strain 
produccd alginate wilh a higher MMW than lhe parental 
strain and no dcgradaliun or the polymcr was observed al 
late stages of thc l'lliture. 

Materials and methods 

rvticn1hinlllgical prrn.:cdurcs 

A. 1•i11elc111dii strai11s uscd in this work wcrc: wild lypc ATCC 9046 
(Campus et al. 1996) and its dcrivativcs SMLJ ami SML2 catTying 
ulgl::O.Gm polar and non-polar mutatinns, rcspcctivcly (this wurk). 
SIVILI ami SML2 strains are conscrvcd in thc Microbiul Culture 
Collcction of thc Instituto de Investigaciones Biomédicas. Univcr-
0\idad Nacional Autónoma de México. Nfcxicn D.F .. with codcs 
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ll:0.1-13-376 and BM-B-377. rcspcc1ivcly. A. l'i11e/mulii strnins wcrc 
grown in a modificd Burk's mcdium (l'cílu el ni. 1997) ut 30ºC. 
Encystmcnt cxpcrimcnls wcrc carricd out us prcviously dcscribcd 
(Campos et al. J lJlJ6). 

'.'\ lll.'ica..· add proccdurcs 

DNA isolation. cloning ami Smllhcrn hlotting wcrc pcrformcd 
u'ing s1:111dard prnccdurcs (Samlirook el ul. 1989). 

C1111>lniclion of plasmids pAD2 ami pAD3 

tlligonuclenlides algL 1 5'-GAATTCGCCATGGAAATCCAGC 
ami ulgL2 5'-GAATfCCiCTCTCi'i-J'GCGCATfTC ami plasmid 
pt\ Vh containing tite a/g,\'1~1\1/:A genes. acccssinn numhcr 
,\Fll27-llJlJ tYdl.qucz et al. l1J1J1J). were uscd to ohlain u 1.3 kb 
l"ragmcnl contuining 1hc u/g/. gene hy PCR; this fnigmcnt was 
1.:ltmcd into plasmid pBlrn.:~cript KS (Stn.11'1gcnc> to gi\'c plasmid 
pSML. t\ ll.8 kh frag111c111 conlaining a 12-gcntamil'in-rcsistancc 
gene (Cim) from plasrnid pBSLl...JI Ct\lcxcyc,· ct al. llJlJ5). was 
111scncd intn thc uniquc /:.coR\' sitc in pSrv1L to t.:rcatc an inscrtion 
mutation hl!l\\Ccn t.:ndon~ for amino adds 39 and ...tO of thc AlgL 
protcin. \Ve ~clcL·tcd pla.,.mid pSivlL 1 and pS~lL2 with thc cassette 
lll''Crll'd \\'llh oppll' .. itc lpSi\11.l J nr thc saml' <pSi\-11.21 oricntatinn. 
ª" algL transt.:ription. 

('ulturc l'nndition ... 

Bah:h L'lllturcs wcrc l'arril'd out in a 1.5 1 stirrcd tank ( Virtis. initial 
\\orking \'nlumc llf 1.0 1J111uu11tl'd 011 un Omni-l'llhurc ... uppnrt. Thc 
hiorcal'tnr w;p, cquippcd with two Rushton impcllcrs (rutio of 
1111pcller:ta11k diamcll'r =0.5) ami twn hafllcs. Tcmpcraturc w~1s 
111aintuincd at 29± l "C. and pi 1 wa"i l'Ontrollcd al 7.~±0.2 hy 
autrnnatk addition ol' NaOl 1 (~ N). Fcrmcntation.., wcrc conductcd 
al a constant agitatinn ratc of 300 rpm ami DOT was kcpt con ... tant 
at Y.''. with l'L'spcl'l to air sa1urntion. DOT was L'ontrollcd hy varying 
tllL' proponiuns nf nitrogen ami oxygcn in tite inllowing gas and 
111ain1aining a con.,.tant total gas llow rate of 800 ml/min. using a 
Jllllp<1rtit111al-integral-deri\'ali\'L' L'ontrol algorithm (Trujilh1-Rokhín 
c·t al. 20111 ). 

:\11aly1 IL'al di:tCI llllllillllll1~ 

BllHlla~~ and al~inutc 1..'lllh.:c111ia1io11s wen: dctcnnincd gravimc11·i
L'ally ª"' de..,L·rihl'd prc\'iou-;ly f Pclla et al. 2000). Molecular wcight 
d1 ... trihutio11 wa' L'sti111a1cd h) gcl-permeatinn chrnmatography us 
dc-...l.:rihl'd prL'\'iou!'..ly ¡Pella L'l ~11. 2000). A serial set of ultrahydro
!!L'I l'olunm~ ( l 1(i :'011 and JinL'ª'" \Vaters), using a l'Oll\'cntional 
l IPLC -...v~tl.'111 with a difkrcntial rcfractometcr detector (\Vaters, 
..JIOI \\L'l~c u ... cd. Thc clua111wa ... 0.1 ~vi NaNO, at J5ºC' al a llow of 
ti 1J 1111/min. Pullula11 ... frum :\11rcolw.üdium puilulmn <from 5,800 to 
l .llOO.tlOtl Da 1 \\ Cl'L' ll"'1..'d ¡¡.., ... 1a11dard. Alginatc sampJc.., wcrc 
tlltc1"l'd 1hn1ugh a 0.22 pm ~1illiporc mcmhranc to rc11H1\·c 
11111..·111,µI..'! .... and a .... a111pl1..· uf :'11 pi wa ... ~ulhL'qucntly inji:ctcd into 
tlw 111'1.(' ... ~ ... 1c111. P11l~d1"P"-'""'11~ indc\ (J>.I.) wa ... dctcrmincd as lhe 
1:1111111! '.\1i\1\\" (\\1.:ig.ll1111g th~ pol)mcr nwlccuJc.., at.:cording to thc 
\\1..'J!!lll l1l 1h11..,L' ha\ in,µ a .... pcl'ifiL· 11101L-L'Ular mas.,). In mean numhcr 
\\l'lght (\\L'ight111g thL' pl1l~ 11lL'r 1110IL'L't1IL's acl'on.ling to thL' numhL'r 
pf tht1"L' ha\ 1ng a speL'1fiL' molcL"ular massJ. VbL'll..,il) of thc l'Ullure 
h1nth \\a.., lllL'a"urcd in a L'1111L'/pla1c \'isL'o..,imclcr (\Vclb-Brookl'icld 
J .\IT ..... criL'"i X:! llJ~ J ª" prL'\"ilHtsly dl'..,1..Tihed ( Pelia el al. 1997). Ali 
dctL'llllinatiPns wcrc ,,:arricd out al room ll'lllpL'rature t25ºC) and 
Cl rp111 lhllH! n111e CP-52. whil'h - aL'l'ording to thc manufrn;turcr -
1..·111n.~ ... pu11d~ 10 a "'hear ralc til' 12 ~- 1 . 

Alginaic lyusc uclivity 

A 10 mi samplc of cullurc broth was mixed with 1.0 mi Nu~EDTA 
(0.1 Ml nnd 1.0 mi NaCI (1.0 M) ami lhcn ccntrifuged al 17.400 g 
for 20 min. To rcmovc slimc polysac·charidc, 3.0 mi calcium 
chloridc ( 10'7f'I) was addcd lo 1 O mi supernatanl. Aftcr storngc al 
4°C for 3 h, thc rcsultant prccipitatc \\'US removed by ccntrifugatio11 
(17,400 g, 20 min). Thc supcrnatant """ dialy1cd against 0.02 M 
Tris-HCI buffer, pH 7.2. The lyase acti\ ity was measured by a 
spcctrophotomctrical assay as prcviousl) dc..,L'rihcd (Ertcsvag et al. 
1998}. Onc millilitcr contuining 2.0 mg/ml of high \ isL'lhil) 
L'nmmcrcial alginate (Sigma-AldriL'h. SI. Loub. Mo.), 50 mM Tri..,. 
llCI buffer (pll 7.2) ami 1 mi crude cxtral'I ohtaincd '" dc>erilicd 
abovc. wcre mixcd allll inn1ha1cd al 29º('. Thc i1JL"rca~e in the 
ahsnrhant.:e was mnnitorcd. Sp1:cific acti\'ily wa"' cxprcs">cd as thc 
dwngc in al'horhanL'c at 2.15 11111. pcr minute p1.:r milligrnm of 
protein. Alginatc lya~c aL'livity was alsn dctcrmincd hy 1he plute 
assay method as prc\·iou..,ly reporlcd <l.lorel el al. 1996). 

ResuHs 

Construction of a/gl mutants 

In A. 1•i11e/mulii, a/gl encoding an alginate lyase acuvny 
forms part of the algGXU\IFA operon CVázquez et al. 
1999). whcrc algA encodcs thc bifunctional cnzyme that 
rntalyzcs the f'irst and third enzymatic stcps of thc 
alginate biosynthetic pathway. lt has previously been 
'hmvn that. in A. 1•i11e/a11dii. thc inscrtion of thc Q 

l'assettes into genes with the samc orientatinn as tl11.: 
dircction nf transcription produce' non-polar mutations 
thal allow transcription of the downstrcam genes in thc 
'ame opcron (Vtízquez et al. 1999). Plasmids pSMLI ami 
pSML2 that carry algL::QG111 polar and non-polar 
111utations. respcctivcly. are unablc tu rcplicatc in ti. 
t'Í/lelmulii ami wcrc constructcd as dcscribed in Matcrials 
and methods. Thcse plasmids \\'ere transfonncd intu strain 
A TCC 9046 by the method of Bali et al. ( 1992). Strains 
SML 1 and SML2. resistan! to ccntamicin. wcrc selccted 
anti confinncd by Snuthern bloi'analysi' ( Fig. 1 ), to carry 
thc algL::QG111 polar ami non-polar mutations, respec
tivcly. 

As cxpectcd, strain SML 1 carrying thc algL::QG111 
polar mutation did not produce alginate (Table 1 ), 
whercas strain SML2 carrying the non-polar a/gL::QG111 
inscrtion produced alginatc when grown on plates with 
Hurk's mcdium supplcmcnted with 2o/c sucrosc (Table 1 ). 
Alginate production in strain SML2 was lower than in thc 
parental strain ATCC 9046. Thc MMW and P.I. values 
lar the alginate produccd by SML2 grown in solid 
111cdium diffcr from those of thc wild type (Table 1 ). 

Effcct of the a/gl nrntation on alginatc lyase activity 

Figure 2 shows the alginate lyasc activity of strains ATCC 
9046, SML 1 ami SML2 grown for 48 h on sol id Burk's 
mcdium supplcmentcd with sucrosc ami •llginate. A halo 
indicating the degradation of alginatc by the lyase activity 
is observcd in thc wild typc but not in thc SML 1 ami 
SML2 mutants. Alginatc lyase activity was also dcter-
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Fig. 1 n Si.:hcmattt: rq1n .. ·-.c11tatio11 uf thc o/gL 1..·hrnmosonml rcgion 
nf SML 1 and S:\11.2 ,1ra111'. /:· 1:" .. oRI. /11' /:"mRV. Armu·.• Dircctin11 
nf 1ra11scnptiu11. h/ad. /111r.\ !.2-Gm cas!<!Cllc. h Southcrn blol 
h) hriditation nf /:°l'oRl-d1gc.,1cd gcnomic DNA frmn SML 1 (lww 
/ 1. SML2 1 /11111• 2 J and 1\TCC 110-16 (/ww 3J. Thc 1.3 kb frngmcnt 
frnm plasmid pSivlL l.'l1111aini11g algL was uscd as a probc 

mincd in batch cultures !conductcd al 3% DOT) or strains 
SML2 ami A TCC 9046. At 48 h incubation, an activity 
valuc or 0.004 U/mg protcin was detectcd in strain ATCC 
<)046. whcrcas no ;11:1ivity was detected in struin SML2. 

Baclcrial grmvth ami alginatc prmluction 

l'dia et al. (2000) showcd that small variutions of DOT 
1111 thc rangc or l.0-5.0'7r) had significan! effects on 
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Fig. 2 Alginatc lyasc m.:tivity pi ate assay. Cclls wcrc gro\\/fl for 48 h 
llll Burk's modilicd mcdium contuining ulginatc, thcn \\tashcd with 
distillcd water and assuycd for ulginatc lyasc activi1y (scc Ivl<ltcrio1ls 
;md mcthods) 
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Fig. 3 Kinctics oí biomass growlh (u), a11<I alginutc produclion (b¡ 
nf butch cultures of A:.otohac·11•r l'ineltmdii .SMI...2 (.H¡uareJ) mul 
ATCC 90-16 (circ/es), cnrricd out at 3'7r dissnlvcd oxygcn lcnsion 
(DOT) ami 300 rpm 

alginate production and on its molecular weight. Accord
ingly, SML2 and ATCC 9046 were grown under condi
tions of DOT 3%. Figure 3a shows biomass growth 
kinetics. Figure 3b shows the evolulion of alginate during 
thc coursc of thesc fcrmentations. A final alginate 
concentration of 2.6 gil was obtained wilh thc SML2 

Tahlc 1 1\lg111atc pnllluc1ion, Strnin Alginatc" (mg/mg prnlcinl MMW" (kDa) P.I." Encystmc11t" (%) 
111 :\;01oht1c1t'I' l'inelwulii algL 
11111tant-.. ,\/,\/\\' ;•vtcan mnlccular 
\\l.'lght. /J./. pnlydispcrsity in-
dL'\ 

ATCC 90.J6 2.35±0.32 905 3.2 10±2.8 
SMLI 0.021±0.001 N.D.c N.D. <0.0001 
SML2 1.16±0.32 1,263 3.9 10±2.-1 

ª Dctcrmincd nn cullurcs grown un 01gar phttcs incubatcd for 48 hin Burk·s nitrogcnwfrcc salts mcdium 
supplcmcntcd with sucrosc at 2'7" 
h Encystmcn1 valucs m·c thc pcrccntagc of cclls rcsistant to dcsiccution nflcr induction with 11wbutanol. 
Vulucs urc thc mean of two dctcrminations 
< Nnt dctcnnincd 
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Fi~. 4 E\'nlution nf thc hrnth viscosity mcusurcd ut a shcar ratc of 
12 s- 1 (u) and mean molecular wcighl (MMWJ (h) of alginaie 
produccd by slrnm Sl'v!L2 (.w¡11111·es) ami ATCC 9046 (drde.•·) in 
ba1eh cuhurcs carricd 0111 al 3'7r DOT al 300 rpm 

muttllll. This conccntration was lmver than tlrnt produced 
by ATCC 9046 (4.0 g/IJ. Spccil'ic alginate production rute 
(SARP) for SML2 (O.O 11 g g- 1 11-1 l w:is lmver than tlrnt 
observed with the wild type (().026 g g-l 11-1). 

Viscnsity ami alginatc MrvJ\V in SML2 cultures 

Figure 4a shows viscnsity kinetics. Higher viscosity was 
observed with SML2 (59 cps) compared to the parental 
strnin ( 15 cps). Thc viscosity and thickcning properties of 
thc polymcr are highly influcnccd by thc molecular 
weight of alginatc. As shown in Fig. 4b. SML2 cxhibited 
a maximum MMW of' 1.240 kDa (P.r. 3.IJ and no 
dcpolymerization of thc alginatc was observed. When thc 
molecular wcight uf alginatc obtaincd with SML2 mutan! 
was mm pared with that uf !he A TCC 9046 strain (beforc 
dcpulymcrization). a 1naxi111u111 MMW of 680 kDa (P.L 
:1.5) \\'as found. rn thc case ni' thc wild type, dcpnlymer
i1.a1iun ol' alginatc was ohscrved al late stages uf thc 
culture. rcaching a \'aluc of' 500 kDa (P.I. 5.2). This rcsult 
is in agrccmclll with puhlishcd data, whcrc alginate from 
Mac·ron·stis 1i.1·ri/i'm incubated with supcrnatant of' 
ATCC 9046 cultures umlerwent a dccrcase in the 
l'vll'vl\V from 1.050 kDa to 600 kDa (Pefia et al. 2000). 

Cyst germination in strain Sl'v!L2 

AlgL activity has bccn suggcsted to havc a role in the 
rupturc of the cyst capsule during germinution (Kennedy 
et al. 1992). However. encystment and cyst germination 

by strnin SML2 were tested and found to be similar to the 
ATCC 9046 wild type strnin (Table 1 and data not 
shown). 

Discussion 

The construetion of strnin SML2 with a non-polar algL 
mutation that allowed algimlle synthesis was achieved in 
~his study, :~llowing us to test the role of the AlgL activity 
111 thc drop 111 thc MMW of alginate ohsen·ed at the end ol' 
the incubation period. 

As shown in Fig. 3, an alginutc production of 2.9 and 
4.0 g/I was obtained for strains SML2 and ATCC 9046, 
respe~tively. Tl~cse values are within the rangc reportcd in 
the lllerature lor cultures uf A. 1'i11e/a11</ii under non
rnntrolled DOT conditions (8rivnncsc ami Suthcrland 
1989: Pefia et al. 1997: Clcmenti el al. l 999) and undcr 
rnnstant (Sabra et al. 1999: Peña et al. 2000), or 
nscillmory controlled DOT (Trnjillo-Rolclán et al. 2001 ). 
On thc other hand, the SARP for SML2 (O.O¡¡ g g-1 11-1 ¡ 
anti ATCC 9046 (0.026 g g- 1 11- 1) werc similar to thosc 
reportcd previously (Parcnte et al. 1998: Pcfia et al. 2000). 

Figure 4b shows a typical prol'ik of polymerization/ 
dcpolymcrization of thc alginate produced by thc ATCC 
9046 strain. Similar prof'iles have becn reponed by Pefia 
et al. (2000) under dilTercnt culture conditions. Clcmcnti 
l'l al. ( 1999) alsn reponed that thc rate of incrcasc ol' 
molecular weight was strictly growth-associated ami 
alginatc depolymerizution was obscrvi:d as soon as 
exponential ccll growth stoppcd. Sabra t!I al. ( 1999) 
reportcd a depolymcrization prol'ilc of alginate ami tried 
to relate this to a phosphate limitation anti the action of 
t~lginat~ ly:~ses. This s.tudy shows that no dcpolymeriza
t1on ol algrnate was lound with strain SML2 (Fig 4b). 
This characteristic of strain SML2 is desirable. from the 
bio~echnnlogical point of view, as high molecular wcight 
al~1mllcs are more valued duc lLl bettcr rhcological quality 
(Cl et al. 1999: Wong et al. 2000). Thc P.l. is the ratio ol' 
thc MMW to mean number wcight: thus. lower values of 
1'.l. are desirablc as a narrowcr dispersion of thc 
mo!ecules gives a better unifnrm family. making thc 
algrnatc more valued. Alginatc produccd by SML2 
é'Ultures had a P.I. around 3.5-4.0. These valucs are 
within thc rangc of thosc charactcristic ni' commercial 
alginates clerivecl from algae (Peña et al. 1997). 

.FinaUy. reg'.mling the proposcd roles of alginate lyasc 
act1v11y lll alg1na1c production or cyst gennination. this 
study shows that, under the conditions tested, thc non
polar algL mutation constructcd hcrc docs not affect these 
,·cllular proccsses. 
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Components in the inoculum determine the kinetics ot' Azotobacter 
vinelandii cultures and the molecular weight of its alginate 

Mauricio A. Trujillo-Rold;ín. Carlos Peiia & Enrique Galindu' 
/JepclflCIJ11e11w de /11ge11ieri(1 Cc/11/t1r y /Jiocatdlisis, lns1ir11ro tic /Jiorenw/ogiÍ1, U11h·t•r.,·idm/ Nacional Autónoma 
ele México. A¡}(lr/ac/o i'rJJtal 510-3, Ci11•n1t11·arn 62250 More/0.1·, !l'féxico 
• A111/10r.fiJr corre.1·¡u111th•11ce (Fax: (52) ( 777) 3172388: E-111ail: gali11tlo@iln.1111a111.111x) 

Key lt'ord.\·: alginatc, ulginatc lynsc. A:otobac/er 1·i11e/mu/ii 

Ahslruct 

In cullures of A:o10/u1cter l'i11e/a11dii inoculalcd using washed cells (avoiding e.xhausled brolh componcnls) algin
ales of' a higher molecular wcighl ( 1200 kDaJ !han !hose ob1nined in cullures convenlionally inoculmcd (350 kDa), 
wcre produccd. Also, whcn comparing convenlionally inoculaled cullures wilh !hose inoculaicd wilh washcd-cclls. 
!he alginatc lya"' activily was delayed and !he linal polymcr conccnlration dccreased from 4.8 to 3.5 g 1- 1. This 
suggcsts llrnt componcnts in thc cxlrnustcd inoculum broth play importan! regulalory roles in alginatc hiosynlhcsis 
aml needs to he taken inlo account when describing polymcr biosynlhesis. 

lnlruduclion 

Alginale is a 1H1n-brnnched fl 1-4 linked exopolysac
d1aridc composed ol' fl-ll-mannuronic add ( M) a1HI ils 
C5 epimcr. CY-1.-guluronk acid (G ), arranged in irreg
ular hlocks. Tlwse polymcrs are cx1racted from sc\'
cral diffcrcnt speL'ics of hrown marine algac (Gaccsa 
1998). Baclerial spedes, such as thc N~-lixing acr
ohc A:.010/1C1ct1•r l'i11cla11dii. also produces alginatcs 
(Gaccsa 19981 and it has hccn cnnsidcrcd as a plllcntial 
commcn:ial t)plil111 lt1 pn1ducc this pnlysaccharidc. 

Thc vis"-:usity of alg.inatc solutions dcpcnds rnainly 
on thc molecular wciglu (1\1\V¡ or thc polymcr ami. 
to a h:sscr cxtc1ll. on its composition. i.c. tvl/G ratio 
and thc leng1h or scquenc·cs or M-1\·I. M-G and G-G 
tGaccsa J <J<J8). The prmluction and molecular wcighl 
of alginatc~ hy A. \'i11l'/amlii is stron~ly inllucnccd 
by the dissolvcd O~ tension <DOTl. A high molecu
lar \\'cight algi11a1c t'llll he prodlll'cd at a controllcd 
DOT of y;;.. wilh rcspccl to air saturation 1 Peña et al. 
2000 ). l lowc1 cr. a drop in thc mean 111olecuh1r wcight 
1Ml\IW1 andan incrcase of' thc polydispersion dcgrce 
of alginatc was ohscr\'l.!d lo\vanls thc cnd uf thc incub
ation pcriod l l'clia <'/ c1/. 2000). This drop in !he MM\V 
¡, umksirahlc beca use of' !he lower rhcological qualily 

ni' low molecular wcighl alginalcs (Wong et al. 2000). 
This depolymerizalion is cuuscd by the aclion ot' un cx
trnccllular alginalc lyasc aclivily cncodcd by thc a/gl 
gene, which is prescnl wilhin !he alginate biosynlhclic 
gene cluster (Ertesvag er al. 1998, Trujillo-Roldán 
('/el/, 2003). 

Alginalc produclion by submcrgcd cullure involvcs 
a series of' convcntional slcps. including inoculum 
build-up. The typical inoculmion proccss consisls in 
!he prolil'ernlion of' cells in a pre-n11lurc consisling 
or 1 to 20'if (v/v) ni' the working volumc of !he 
production l'ermcnler. where 1he cxhau,lcd l'lllture me
dium is added - togelhcr with !he: hactcrial cells -
to !he new medium into the rermc:nler. By washing 
!he cclls prior lO inoculation it would he possihle 
to avoid !he presencc ol' thc components of' !he ex
hausled eullure mcdium. This wnrk reports a study 
aimcd al delermining how 1hcse componenls in 1he 
inoeulum affect alginatc biosynthcsis ami its molecu
lar characleristics. This inf'ormalion is highly relevan! 
for the propcr intcrprelation ol' results of Sludies ahlllll 
polymer biosynlhesis. 
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Mulcrluls an<l mclhods 

~'/icn1eJQ~a11is111s mu/ t..'1t/111rc• nmt!iti<J11.\' 

11:010/Jactcr 1·i1wlm1tlii ATCC9046 was grown on a 
nwdilied Burk's medium (Pdia <'I al. 1997) of thc 
following co111position <in g 1- 1 ): sucrnse 20: ycast cx
trnct 1 Dif'wl 3. K2llP0.1 0.66. KH2P04 0.16, MOPS 
1..12. CaSO 1 Cl.05. NaCI 0.2. MgS04 · 71120 0.2. 
Na~Moü.1 · 211 20 ll.Cl029. FcS0.1 · 711~0 0.027. Thc 
rI l was adjustcd lo 7 .2 with NaOH. To avoid predpita
tion during au10L'laving. thc solutions or FcS04 · 7H~O 
~mc.I Na:!.rvto0.1 . ::!11:?0 wcr~ scparntcd from thc othcr 
mcdium compnncnts during stcrilization ( I:? 1 ºC. 
35 min ). Culiurcs wcre carried out in batch in a 1.5 1 
sti1wd tank 1 Virtis. working vol u me uf 1.0 IJ 111m1nted 
011 an 0111ni-cult11re support. equipped with 2 Rushton 
impcllcr., !ratio nr impeller: tank dimneter = 0.5). 
l'e1ia {'/ al. i 2000) rcporied that small \'ariations or 
DOT (in thc r;ingc of 1-5'1'-l had signilicant cffects 
011 alginatc productiun and 011 its molecular wcight. 
Accordingly. ali rnlturcs were carried out al y;; DOT. 
The dissolved 02 tension ami pi 117.2) 11·ere mcasured 
and L:untrolkd using a proportional-intcgral-dcrivalivc 
l'lllltrol syste1111 Pe1ia t'l al. 2000, Trujillo-Rold,ín el al. 
2001 ). DOT """ conlrolled at y;; with respcci to air 
saturntion by ,·arying thc propon ion~ of N:? ami Ü:? in 
thc inllnwinc cas 1Pe1ia <'I al. 2000). The cultures were 
grown Hl ::!9 .... 0 (· using an agitation rntc of 700 rpm and 

a tolill gas< N.'.! + O~ l llo\\ ratL' uf O.X \'\'lll. 

/'re¡wraticm 'f imw11/a 

Two typcs uf i11uculatinn proccdurcs wcrc cvaluatcd. 
Onc was thc L'llll\'Clllional form whk·h consists in thc 
i11t.:uha1ion for 24 h at 2,lJ ºC in a 500 1111 convcntional 
Erlc11111evcr llask usinc 100 1111 Burk's modilied mc
di1111111'~1ia et o!. 111117). Thc wholc hro1h - inrluding 
cells - ( 100 1111 l were ino.:ulated inlo tite hioreactor 
containing lJOO 1111 frcsh culture 111cdi11111. 

1\ sccond inoculation proccdurc consistcd in thc 
l'olluwinc: al"icr 1hc inrnhatinn in a shakc-llask (24 hl. 
the hact~ria wcr,· ascptically l'lillccted by twu steps 
llf CCnlriJ'ugaiÍllll al 1) 5()0 X g, during !() lllill al 
29 "C. allll re-suspended in 100 1111 ur rrcslt Burk's li
quid medium. Thi"i su~pension was inoculatcd into thc 
fcrmcntcr crn11a111i11g lJ()O mi of frcsh culture mcdium. 

A11alyth·e1/ c!C'tt•r111i11atimn 

Biomass, alginatc and sucrosc conccntmtion wcrc 
dctermined as reportcd prcvinusly by Pcñn el al. 

( 1997). Molcculur wcigltt distribution (MWDJ and 
mean 1110lecular wcíght <MMW J wcrc cstinmtcd by 
gcl-pcnncation chromatogrnphy (1'cfü1 el al. 1997, 
2000). Polidíspersity index (PI) was dclined as thc 
ratio of MMW 1wcighting thc polymcr moleculcs 
according to thc wcight of thosc having a spccilic 
molecular mass) to mean numhcr wcight <wcighting 
thc rnolcculcs according to thc numhcr of thosc hav
ing a specilic molecular mass). Alginatc-lyase ac·ti\'il)' 
was 1ncasurcd using a spc":trophotnrnctrh..·al assay as 
previously reponed by l'elia el al. (2000). Spccilic al
ginatc lya~c activity was cxprcs~cd a~ thc l'hangc in 
ahsorhancc at 235 11111 pcr minute pcr mg: of ~olublc 
cxtrnccllular protein. Slllublc extracellular prn1cin was 
quantilicd using lhl' Bio-Rml l'ro1ci11 Assay Kit. Vis
cosity ofthc culture hroth was mca~urcd a~ prcviously 
reportcd by Pelia el al. ( l 997 J al a shcar rnte oi' 12 s - I 

in a cllne/platc viscllsimctcr (\Vclls-Brooklield LVT. 
series 821 'J8), using cllne CP-52. 

Cunvcntionally inoculated l'Ulturcs ami thosc in
m:ulatcd using washcd cclls wcrc nrndc in triplicntcs. 
Figure 1 shows the mean valuc or thc indcpcndcnt 
cultures and thc standard dcviution mnong rcplicus. 

Hcsults uud discussion 

Similar hiomass growth kinctics wcrc obser\'cd with 
bolh typcs of ínoculation (Figure 1 a). Sucrosc was 
complctcly consumed al the cnd or ali cultures !data 
not shown). A lower valuc or linal alginate conccn
trntion was ohtaincd with the waslted-cclls inoculated 
cultures than that obscrved in thc c11l1ure' inllcuhucd 
iu the crn1ventional way <Figure 1 hl. Thal means lhat 
the yícld ( 1.2 g.,1gig¡,,.,,,,) anu thc 'pccilk .dginale 
production rute ({).06 g.,¡~/g¡,,,, 111 hJ in wn\'entionally 
inoc:ulatcd l'Ulturcs wcn: highcr tlwn tho~c oh~crvcd in 
wnshcd-cclls inoculatcd cultures e 1.1 h g,11!:!/g.11111111 allll 
0.042 g.,1~lg1,,om h, respectivcly ). 

The linal brnth viscosity llf tite washcd-cells in
oculatcd cultures was 6.S fold highcr than that or 
thc culture' convcmionall\'-inoculatcd <Figure le). As 
Figures Id. le ami 2 sho~v. highcr molecular wcighl 
ami lcss dispcrscd familic!'I uf •ilginatc' wcrc ohtaint:d 
in wasl11...·d-cclls inol'ulatcd cultun:~. as 1.:omparcd to 
thc COll\'Clltionally inoculated rnltures. A dcpoly111cr
izalion ol' alginatc \\'as ohscrvcd at late stagcs or 
thc cultures with an increase in thc PI. In washcd
cclls inoculatcd cultures, a drnp from 1250 (PI 
6) to 980 kDa CPI = 6.8) was obscrved and in 
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cunvc11tium11ly inoculutcd lCIJ ami \\•¡1!ihcd-cdls inrn.:uh1h.1d í\\'CI 1 
cultures (!iillnplcs ta~l!n •11 1 J h (1f culture, her,, ..... dep1if) 111cri1:;1tio11 
CUll!iCd by lhL" algimllc lya!iC ilCli\'ity l. 

convcn1ionally-inocula1ed oncs, lhc drop was l'rom 
350 (PI= 8.2J lo 250 kDa CPI = 10). 

In convc111ionally inoculalcd cullurcs, alginalc ly
asc aclivily wtts dc1cc1able l'rnm lhc heginning ni' lhc 
cuhurc (Figure 11), and lhc maximum in ils ac1ivi1y, 
occurring in lhc middlc ol' lhc cxponcnlial phasc ol' 
growlh, mighl be one ol'lhe rcasons oflhe lnw MMW 
of lhc alginalc ob,ervcd undcr lhesc cnndilions. lf 
lhis is comparcd wilh lhc washed-celb cuhurcs, lhc 
MMW was highcr ancl lhc maximum in i1s alginalc ly
asc aclil'ily was dclaycd un1il lhe pre-,lalinnary phase 
(Figure 1 f). 11 is pnssiblc lha! lhc alginale prmluced 
during lite cu hure i' hcing degrnded hy lhe alginalc ly
asc. lfowcvcr, lhe drop in lhe MMW i' nnly dc1cc1ahle 
al lhc cnd of lhc cuhurc. 

Convcnlionally inocula1cd cuhurcs slal'I wi1h al
ginalc al 0.45 g 1- 1• wilh a MMW of 250 kDa allll 
i1 spccific algimlle lyasc ac1ivi1y of 0.15 U mg- 1 (Fig
ures 1 b, 1 d Ullll 1 n. All lhese componenls come from 
lhc inoculum build-up. On lhc nlher hand. cuhurcs in
oculutcd using washcd-ccll~ havc no alginatc and nn 
alginale lyase uc1ivi1y al lhc hcginning nf lhe cullure. 
Thc prcscncc of such componcnl!-. at thc hcginning of 
lhc convenlionally inoculaled cu hu res me affccling lhe 
bchavior of lhc cuhurcs. Hnwcvcr. lhe'e snrnll inilial 
diffcrcnccs in alginatc and alginatc lyasc cannot cx
plain. alonc. 1he diffcrences in the cuhurc kinclics Ullll 
can nol he causcd by a simple phcnomcnon of dilu
lion. For cxmnplc. al lhc middlc of lhc expnncnlial 
phase ni' growlh ( 10 hJ, lhe differcnccs in alginale 
conccntrntion bccomc more pronolmL·cd and. ut thc 
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cnd of lhc cullurc (30 )1), lhc diffcrcncc bclwccn 1hc 
convcnlirnrnlly inoculalcd (4.8g1- 1) and washcd-cclls 
inoculalcd (3.5 g 1- 1 l cullurcs was of 1.3 g 1- 1 which 
is ncarly lhrce fold 1hc inilial alginalc conccnlralion 
diffcrcnc:c. Thc del ay in lhe appcarnncc of ihc algi11111c 
lyas" and ihl.! si~11ilica111 differl.!nccs in 1hc kinelics of 
alginalc hiosynthcsb 1 with prm:ti<.:ally no changc in 
hiomass kinctics) ~uggcsl that small amounts of ul
ginatc and/or algimllc lya!'\C a~ wcll us othcr unknown 
co111po11cn1~ (carricd from thc inoculum) mighl serve 
as Cll\'iro11111c11tal signal~ that 1nodify alginatc produc
tiun and/or thc action of thc alginatc lya~c activity. 
Caslalicda ,., o/. 1 2000. 2001 l reponed llrnl lhe growlh 
of thc bacteria and thc hio!>iynthc~is of the alginatc 
is rcgulatcd hy thc lwo protcin componcnt systcm 
GacA/GacS. A cunen! model proposcs 1lrn1 Gac·S 
scn:-¡cs unknu\\'11 c1wironmcntal signa!~ ami al'livatcs 
thL' Gacr\ tra11~criptio11 rcgulator, which in turn trig
gcrs thc CXpfC!-.'.'.ion or !argel genes i11v0Jvcd in alginale 
hiosy111hesis 1Cas1a1kda t'I al. 201111. 2001). Alihough 
funher sludies are nccdc:d. lhis poslulaled mec:hanism 
could he one uf thc: possihililies for explai11i11g ihc 
~trong cl°fCl'I 1ha1 lhC!'ll' unkrH>Wn componcnls havc on 
lhc hiosyntlll''.'>b of alginale. 

Our rcsults are also rclcvunt for lhc propcr in
tcrprc1a1irn1 or dctailcd physiological sludics of lhc 
produc1ion of alginalc hy ti. 1·i11c/1111dii. Thc cffcc:l of 
exhausicd hrulh nimponcnls 1fro1111he i11oc:ulu111) has 
lo he t:.1kc11 in tu aci:ount 1 or avoidcd) in su ch sll1dics. 
parlic:ularly. in ihc: analysis of co111plex phe1111111ena 
sm:h as lhat or polymcrii'.Ution and dcpolymcrizution 
or lite alginmc d1ains in A. 1·iw:lmulii c:uliurcs. 

Cundusiuns 

The c:11111pone111s rnrried hy lhe cxhauslcd hrnlh from 
thc inoi:ulurn are playing an imporlnnt rcgulatory role 
in alginatc hiosynthcsis and in Uclining its molecular 
charnL·tcristks. By washing thc cclls prior to inocula
tion. it is pos'.'>ihlc lll avoid thc prcscncc of such com
poncnls. This ncw form to inm:ulatc thc A. 1·inelwulii 
<.:ulturcs will nllo\\' onc to conduct studics in a more 
c11111rollcd "'ªY and propcrly 10 i11lcrprcl da1t1 from 
alginall' hiosynthcsis studics. 
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Abstruct An Azotobacter vinelandii mutant lacking alginate-lyase (SML2) and the wild type 

(ATCC9046) were uscd to discriminate bctween thc roles of thc polyrnerase complex and 

alginatc-lyasc in the synthesis ofalginate in cultures conducted under controlled dissolved oxygen 

tension (DOT). To avoicl the presence ofpre-synthesizecl alginatcs, ali cultures were inoculated 

with washed cells. For cultures carricd out at 3% DOT using thc mutant, a well dcfined family of 

alginatcs of high mean molecular wcight (MMW) wcrc obtained (985 kDa). Under 1 % and 5% 

DOT, the mutant produced unique familics of alginates with lower MMW ( 150 and 388 kDa). A 

similar behavior was observed using the wild type: a production ofwell dcfincd familics ofalginatcs 

ofhigh MMW at 3% DOT(l,250 kDa) and lower MMW at lo/o and 5% DOT (370 and 350 kDa). 

At thc ene! of the ATCC9046 fermentations, alginate was dcpolymerizcd by the action of lyases. 

Overall, thc cvidcnce indicated that polymcrization ofalginate is carried out by producing families 

of polysaccharide in a narrow MMW range, and that it is highly dependen! on DOT. The role of 

alginate-lyasc (present in the wild type) is rcstrictcd to a post-polymerization step. 
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lntroduction 

Alginatcs are cxopolysaccharidcs composed of 13-D-mannuronic acid and its C5 epimer, 

a-L-guluronic acid, arrangcd in irregular blocks along a linear chain. They are extracted from 

severa! e.Ji ITerent species of brown algae (Phaeophyta) (Gacesa 1998). Bacteria! species, su ch as 

the nitrogcn-lhing aerobe A=otobacter vinelandii, produce alginates. The study of alginate 

biosynthcsis in A. vinelandii has biotechnological significance, since alginate is an industrial 

polymer. From a commercial point of view, one of the most i111po11ant characteristics of alginate 

is its intrinsic viscosity, which determines the viscosity of solutions to which it is added. The 

intrinsic viscosity depends mainly on the molecular weight of the alginate and, to a lesser extent, 

on its composition (Gacesa 1998). 

In A. vine/andii, the steps in the pathway leading to the formation ofan activated monomeric 

unit (GDP-mannuronatc) have been well characterized. These involve the participation ofthe 

products ofthrce genes, algA. a/gC and algD (Campos et al. 1996; Nuñez et al. 2000). Recently, 

later steps involved in post-polymerization modifications, such as epimerization, acetylation and 

depolymerization, ha ve begun to be understood; these involve the gene products of algE/-7, a/gG, 

algF and algL ( Ertesvag et al. 1996, 1998; Llore! et al. 1996; Rehm et al. 1996; Svanem et al. 

1999, 2001; Vazqucz et al. 1999; Trujillo-Roldan et al. 2003a). However, intermediate processes 

in thc pathway ofalginatc biosynthesis, in which intermediaries (monomer or oligomers) have to 

cross thc inner membrane, and how these moieties are polymerized to form polymannuronic acid, 

are stil 1 unknown. The products ofthe genes a/g8, a/g.f.I, algXand algK (Mejía-Ruíz et al. l 997a, 

l 997b; Sabra et al. 2001) are candidates for subunits ofthe alginate polymerase complex. The 

specific activities ofthe key enzymes involved in the biosynthesis ofalginate by A. vine/andii 

lrnve becn determined as being dependen! on dissolved oxygen tension (DOT) levels (Horan et al. 

1983). Morcover, the production ofalginate ancl the mean molecular weight (MMW) ofthe polymer 

depends on DOT (Sabra et al. 1999; Peña et al. 2000). 

To our knowledge, no information has been published documenting the possible roles ofthe 

polymcrase complex and alginate-lyase in determining the MMW and molecular weight distribution 

(MWD) ofthe alginate produced under different DOT levels. The aim ofthis work was to 

understand how two ofthe final steps in the biosynthesis ofalginate by A. vinelandii (polymerization 

and de-polymerization) determine the molecular characteristics ofthe polymer under varying 

conditions of DOT. In arder to establish the role (or laek of it) ofalginate lyase, we used a mutant 



lacking this enzyme (Trujillo-Roldán et al. 2003a) and compared its performance with a wild type 

strain. As we required that only the strain and the DOT be independerii variables, we used washed 

cclls as inoculum as we ha ve previously shown that components in the inoculum affect alginale 

biosynthesis and its molecular weight (Trujilln-Roldán et al. 2003b). 

Materials and methods 

Microorganisms and culture conditions 

Thc bacteria! strains uscd in this work wcrc .. 1. vinelandii A TCC9046 and thc non-polar ulgl 

mutant SML2 that is unablc to produce alginate-lyase, but able to produce alginate. This strain 

was prcviously described by Trujillo-Roldán et al. (2003a) and deposited in the Microbial Culture 

Collcction ofthe Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de 

México (Mcxico City), with the code BM-13-377. The strains were maintainedby morithly subc.~lture 

on Burk's (Peña et al. 2000) agar slopes, stored at 4ºC and, in the case of~he rnuta11t, with the 

addition ofgentamicin (2.0 µg/ml). 

Submerged cultures were carried out in batch, in a 1.5 1 stirredtank (w6:1;Ídng volume 1.0 I; 

Virtis. Gardiner, N. Y.) mounted on an Omni-culture súppo(i, ecjuip~~cJ\vitJáwo Rushton impellers 

(ratio of impeller/tank diameter =0.5). DÓT méasure1~~ni~'nc1 ~61~¡·;01 ~t 1%,3% and 5% (respect 

to air saturation) werc conducted by gas blending(N:i Í111cÍ Ó2), using a 

proportional-integral-derivative control algorithm (Trujillo-Roldán et al. 2001 ). Measurements 

ami control ar pl-1 at 7.2 were made by an on-offconti'ol adding NaOH (2.0 N). Ali fermentations 

werc conducted at 29ºC using an agitation ratc of700 rpm anda total gas llow rate of800 ml/min. 

As it has bccn shown that the cxhausted broth components from thc inoculum play importan! 

regulntory roles in alginatc biosynthcsis and in dctcrmining its molecular weight (Trujillo-Roldán 

et al. 2003b), washed cclls were inoculated to the fermenter as described by Trujillo-Roldán et al. 

(2003b). Tl11.: aim of using washcd cells as inoculum was to avoid the exhausted inoculum broth 

componcnts (as extracellular alginate-lyasc m:tivity and alginate), in arder to properly separate 

thcir cffccts on alginate biosynthesis, mainly in tcnns of its molecular characteristics. 

Analytical determinations 

Biomass. alginate ami sucrosc concentrations were determined as described previously (Peña et 

al. 2000). MMW and MWD ofalginates were estimated by gel-permeation chromatography as 

3 



previously reported (Peña et al. 2000). Polydispersity index (PI) was detined as the ratio ofMMW 

(weighting thc polymer molecules according to the weight ofthose having a specilic molecular 

mass) to mean number weight (weighting the molecules according to the number ofthose having 

a spccilic molecular mass). Alginate-lyase activity was measured using a spectrophotometric assay 

as previously reported by Trujillo-Roldán el al. (2003a). Specific alginate-lyasc activity was 

cxpresscd as thc change in absorbance at 235 nm per minute per milligram ofsolublc cxtracellular 

protcin. Protein was quantilied using a Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, 1-lercules, Calif.). 

Ali cultures carried out using lhe A TCC9046 and SML2 strains were performed in triplicate. 

Figure 1 shows the mean value ofthree indepcndent cultures carried out at 3% DOT and the 

standard deviation among replicas. The differcnces between lhe averages ofthe cultures were 

evaluated by a student's mean comparative l-lest (P=0.05). 
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Fig. l. Kinctics ofbiomass growth (n), ulginate concentration (b), meun moleculur weight (,\/Mll1 (e), 

polydispersity index (/'/) (d), and spccific 11lgi1mtc-ly11sc activity (e) ofcultures of A=o1obacwr 1•i111!1a11dii 

strnins ATCC9046 ( •) m1d SML2 (o) carricd out at 3% dissolved oxygcn tension (DOT) 

Results 

Figure 1 a shows lypical growthkincticsofcultures_oflhe two strains of A. vinelandii (ATCC9046 

and SM L2) carried out at 3% DÓT:'Íhe specific growth ratc (µ) of SML2 cultures (0.16 h-1) was 

lowcr than that ofthe wild lype strain (0.19 h- 1). However, both strains reached similar final 

bionmss concentration (3.4±0.3 and 3.6±0.2 gil. far ATCC9046 ami SML2, respectivcly). Figure 1 b 

shows the cvolution ofalginate concentration during the course ofthe cultures. A similar final 

algirmte conccntration was obtaincd far both strains (3.5±0.3 and 3.3±0.3 gil far ATCC9046 and 

SML2, respectively). However, slight but signilicant differences were observed in specific 

production rates comparing the wild lype (0.056 g.1. gb,.,,,,-1 h-1) with the mutan! (0.047 g.,. gb,mn-1 h-1). 

Figure 1 c shows that highcr and constan! MMW ( 1,250±200 kDa) alginate was obtained in cultures 

carried out using the ATCC9046 strain compared with that produced by thc SML2 mutant 

(985± 160 kDa). However, allcr 14 h of culture (pre-stationary phase of growth) thc alginate from 

wild type cultures begins to be depolymerized by the action ofan alginate-lyase activity (Fig. 1 e) 

ami a drop from 1,250 to 980 kDa was observcd (Fig. 1 c). In SML2 cultures, no depolymerization 

ofalginatc was observed and no alginate-lyase activity was detected (Fig. 1 c, e). Figure 1 el shows 

that thc wilcl type produces more dispersed families ofalginates (higher PI) than those obtained 

from cultures using the SML2 strain. 

The spccilic alginate-lyase activity of cultures carriecl out with the A TCC9046 strain increased 

from thc beginning ofthe culture, reaching a maximum towards the end ofthe exponential phase 

of growth. Later, the specitic activity clecreased to values similar to those present al the beginning 

ofthc culture. On the other hand, when the cultures were carriecl out using the SML2 strain, no 

alginatc-lyase activity was detected (Fig. 1 e). 

The kinetic behavior of cultures of both strains carried out at 1 % and 5% DOT was similar. A 

comparison ofthe cffect ofDOT on cultures ofstrains SML2 and ATCC9046 is presentecl in 

Fig. 2. Maximum biomass concentration was obtained at 1 % DOT (Fig. 2a) far both strains 

(6.9± 1.2 g/I and 5. 7± 1.2 gil, for ATCC9046 and SML2, respectivcly). At 3% and 5% DOT, no 

significan! diffcrenccs were founcl between the final biomass concentrations far both strains (arouncl 

3.5±0.4 g/I). Figure 2b shows that far SML2 cultures, there are no significan! differences between 
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the final alginate concentrations (3.5±0.4 g/I), regardless ofthe DOT leve! (in the rangc 1~5% 

DOT). In contrast, in ATCC9046 cultures alginate production depends on DOT. Fimil alginate 

concentrations of2.8±0.2, 3,5±0.3, and 3.2±0.2 g/I were obtained atl'Yo,3%,ancl 5%60T, 

respectively (Fig. 2b). In ali cultures, sucrose (20 g/I) was completely consUJ~¡~d by tli~ 
microorganism (data not shown). 
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Fig. 2. Effcct ofDOT on lhe final biomass (11) nnd alginate concentration (b), maximum MMW (e) and PI 

(d) ofalginale (befare dcpolymerization) and maximum specific alginate-lyase activity (e) in cultures carried 

out using strains SML2 and ATCC9046 

Figure 2c shows how DOTaffects the MMW ofthe alginate produced in ATCC9046 and SML2 

cultures. Far the wilcl type strain, MMW valucs are those obtainecl befare the alginate begins to 

be dcpolymerizcd by the action of the alginate-lyase. Far both strains, the highest MMW was 
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rcachccl at 3% DOT (comparecl with 1 % ancl 5%). MMW of 1,250±200 ancl 985± 160 kDa were 

obtaincd for ATCC9046 cultures ancl SML2 cultures, rcspectively. Figure 2cl sho\vs that no 

significan! differcnces were lbund between thc PI of cultures conducteclwithATCC9046 and, 

SML2 strains at 1 % and 5% DOT. l-lowever, at 3% DOT the PI ofthe alginate producecl by the 

SML2 strain was significantly highcr. Figure 2c shows the effect ofDOT 011 the maximum specific 

alginate-lyasc activity. In ATCC-9046 cultures, the maximum ofthis activity was found in the 

pre-stationary phase ofgrowth anda drop in alginate-lyase activity was observed in the stationíll")' 

phase (rescmbling the trend shown in Fig. 1 e for cultures carried out at 3% DOT). On the other 

hancl, no alginate-lyasc was dctected in SML2 cultures. 

Figure 3 shows thc MWD ofalginates produced at clifferent culture times by A. l'l·nelandii SML2 

ancl thc wild typc undcr 1, 3 ancl 5% DOT. Thc SML2 mutant always synthcsizes a similar MWD 

(with similar MMW) ofalginates throughout the cultures carried out al a given DOT and no 

depolymerization ofalginate was observcd. A. vine/andii ATCC9046 also synthesized similar 

MWD ofalginates (with similar MMW) along the culture al each DOT evaluated. In the stationary 

phasc ofgrowth, a slight shift ofthe MWD to the right was observed, indicating dc-polymerization 

causcd by thc action ofalginate-lyases. 

SML2 
a. 

ATCC9046 
d. 

/ 

\-, },··,/ "'-.-· 

e. 

e ~ J ~, 1 

' ' 

" 0\ \ .¡ 

' :, .. -
....... , ' 
•/ ~ 

Log Molecular W1,,gh1 (Da) Loo Molecular We1ght (Da) 
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Fig. 3u-f. r-.folccular weight distribution (MWD) ofalginatc produced by A. vinelandii strains SML2 (a-e) 

and ATCC9046 (d-0 during cultures carricd out at 1 %, 3%, or 5% DOT for the times indicnted. n 1 % DOT: 

so/id line 7 h, do11ed line 13 h, dashed line 21 h. b 3% DOT: salid /ine 7 h, do11ed line 13 h, daslwd line 
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16 h. e 5% DOT: so/id line 7 h, do//ed /ine 13 h, dashed /ine 16 h. d 1 % DOT: so/id /ine 1 Oh, dolled line 

13 h, daslwd /i11e 15 h, dot 1 dash /i11e 30 h. e 3% DOT: so/id li11e 6 h, dolled line 1 O h, dashed line 16 h, 

dot·•· dash line 15 h. (f) 5% DOT: so/id line 6 h, c/011ed line JO h, dashed line 16 h, dot~ dash line 15 h 

Discussion 

Yázquez et al. ( 1999) demonstratcd that the non-polar insertion ofan n cassette into the gene c1/gF 

(belonging to thc algXLIVFA gene cluster) reduced alginate production compared to the wild type 

strain. Similar results were reported byTrujillo-Roldán et al. (2003a) where the non-polar insertion 

orthc n cassette was made in algL. As shown in this work, alginate production by the SML2 strain 

was lowcr than in the wild type strain. The unique algL non-polar mutation could be affecting 

transcription of algl genes downstream (i.e., a/gl, c1/gV, algFand a/gA), because the transcription 

of thesc genes is actually driven by the promoter in the n cassette and not by promoters located 

upstrcam of algl. Changes in transcription of genes downstream of algl could be affccting the 

activity ofthe bifunctional biosynthetic enzyme AlgA, in a manner similar to that shown for algA 

in Pse11do111mws aerugi110.rn (Leitilo and Sá-Correia 1997), leading to a slight decrease in alginate 

production rate in comparison with the wild type strain. On the other hand, the MMW ofthe 

alginate (beforc dcpolymcrization) ofthc wild type is significantly higher than that ofthe mutant 

(Fig. 1 e). The decrease in the activity of AlgA could also be affecting the last step ofthe biosynthesis 

of alginate (i.c., polymerization). 

The Jinal alginate concentration reached using the wild type strain is affected by the culture 

DOT (Fig. 2b); however, in the cultures carricd out using the SML2 mutan!, alginate production 

did not cxhibit signilicant differences with respect to the DOT (within the range 1-5% DOT). 

Transcription of a/gA (driven by the promoter in the n cassette) could be affccting the bifunctional 

activity of AlgA and the way that the transcription or the activity is affected by DOT. Horan et al. 

( 1983) showed that the dual activity of AlgA in A. vinelandii is highly affected by DOT, and Leiiilo 

and Sú-Correia ( 1997) showed that transcription of algA is also affected by small DOTchanges 

in P. aemgino.rn. From the practica! point ofview, strains ofA. vinelandii that produce similar 

amounts ofalginate without being affected by small DOT changes (e.g., SML2 strain) would be 

very convenient ifthe process is scaled-up (Trnjillo-Roldán et al. 2001 ). 

In this work, we report for the first time that polymerization yields families ofalginates with 

very similar MWD (Fig. 3), regardless ofculture time. In addition, the MMW ofthese families is 

strongly affected by DOT (Figs. 2c, 3), indicating that the polymerase complex is highly affected 
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by DOT. lt is possible that transcription of alg8, a/g././, algX or a/gK (as pa11s of the polymerase 

complex) is affected by DOT as is the case for algA, algC and algD transcription in P. aeruginosa 

(Lcitiio and Sá-Correia 1
0

997). lt should be pointed out that only by washing the cells used in the 

inoculum was it possible to observe this phenomenon. Components ofthe exhausted broth contained 

in thc inoculum are known to play importan! roles in alginate biosynthesis and in determining its 

molecular weight (Trujillo-Roldán et al. 2003b). An example is the small quantity ofalginate 

coming from the inoculum and which is added to the fermenter. This alginate is mixed with the 

alginate produced de novo in the fermenter. Thus, this mixture changes the distribution of the 

families ofalginatc and it would be diflicult to know which are the molecules ofalginate produced 

in the fermenter and which wcre pre-synthesized in the inoculum (Trujillo-Roldán et al. 2003b). 

Moreover, the alginate-lyase activity (from the inoculum) present at the beginning ofconventionally 

inoculated cultures, would also act on alginate molecules as they are synthcsized, reducing the 

MMW ancl modifying the MWD. 

In SM L2 cultures, no alginatc-lyase activity (Fig. 2e) and no depolymerization ofalginatc were 

obscrved ut the end ofculturcs (Fig. 3a-c), as expected from a non-polar a/gl mutation 

(Trujillo-Roldán et al. 2003a). On the other hund, in ATCC9046 cultures (for a given DOT), similar 

MWD wcrc synthcsized until thc stationary phase ofgrowth (Fig. 3d-f). Thereaficr, 

depolymerization was obscrved, indicated by a shift ofthe MWD towards lower MMW. This drop 

in MMW is strongly correlatcd with alginate-lyasc activity, as this enzyme activity was highest 

whcn the drop in MMW began to be evident [as shown in Fig. 1 c, as well as for cultures carried 

out at 1 %1 and 5% DOT (data not shown)]. Data from Fig. 2e also show that the specific 

alginate-lyasl! activity dcpends on the DOT valuc, being highest at 3% DOT. The higher the specific 

alginutc-lyase activity (Fig. 2e), the higher the drop in the MMWofthealginate (Fig. 3d-f). The 

maximum specific alginate-lyase activity (Fig. 2e}, ifmultiplied by the final concentration of 

ulginate (Fig. 2b}, shows a linear relationship with the drop in MMW (AMMW) (Fig. 4) indicating 

that thc .6.MMW can be explaincd solely by the action ofthe lyase on its substrate. 

l~O 

JOO 

?: 
:? l!>C'i 
;¡; 
,,. 100 

!10 A 

O• 
o 

o 

B 

.·'• 

i 3 

s A (U/mg) X Alg tgn) 

C' .• 

TESIS CON 
FALLA DE OHlGEN 

9 



Fig. -t. Rclationship between the drop in the MM\\! (D.MMW) ofcultures in the stationary phasc ofgrowth 

us u fünction ofthe specific alginate-lyasc activity nnd final alginate concentration. Data include information 

from cullurcs of.-1. Pi11ela11dii SML2 wherc no degradation ofalginate occurrcd (A) and ATCC9046 cultures 

at diffcrcnl DOT: IJ 1%, C 3%, D 5% 

May and Chakrabarty ( 1994) proposecl that in P. áeruginosa the alginate lyase may function 

cithcr asan editing protein to control the length ofthe alginate polymcr orto provide short pieces 

ofalginatc to prime the polymerization reaction. In this study, we havc demonstrated that A. 

vinelandii is able to produce a polymer with similar MWD, independently ofthe culture time. 

Thesc rcsults suggest that the AlgL protein is not necessary to initiate a polymer chain orto edit 

the final (maximum) molecular weight ofthe alginate produced. This task should be restricted to 

the polymerase itself. The alginate lyasc coulcl act to determine thc molecular weight afier the 

alginutc has becn synthesizecl. 

The A. vi11ela11dii genome encocles a fmnily ofeight epimerases (Rhem et al. 1996; Svanem et 

al. 1999), two of which display both epi merase and lyase activity (Svanem et al. 1999, 2001 ). 

Howcvcr, using the same analytical methocls, no alginate lyase activity was founcl extracellularly, 

eithcr in this work in the ulgL mutant cultures, or in previous work in our laboratory (Trujillo-Rolclán 

et al. 2003a). This suggests that if epi merases with alginate-lyase activity were prescnt, we were 

not ablc to dctect them, ancl also that these epimerases do not play an importan! role in thc 

detennination of MMW and MWD in DOT-controlled cultures. Moreover, from the relationship 

shown in Fig. 4. it is possiblc to conclude that thc clrop in MMW in ATCC9046 cultures results 

solcly from the action of thc extracellular alginatc-lyase. 

Conclusions 

Using a mutant lacking alginatc-lyasc (SML2) ancl thc wilcl typc (ATCC9046) it was possible to 

discriminatc betwecn the roles ofthe polymerase complex ancl alginate-lyase in the cletermination 

ofthc MM W of alginate by A. vinelandii. This was possible as we used washecl cells as inoculum, 

which avoidecl the presence ofexhaustecl broth components. The elata suggest that alginate 

polymcrization occurs by making chains ofvery uniform MWD and low dispersion throughout 

the cultllre, rcgardless ofthe strain used. Alginate-lyase is not essential for the production of 

alginatc; however, when this enzymc is present (as in the wilcl type), its role is restrictecl to a 

post-polymerization step, with its activity reaching a maximum in the pre-stationary phase of 

growth. The action ofalginate-lyase (AlgL) is evidenced by a drop in the MMW ofthe alginate 
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families, Moreover, both processes (polymerization and depolymerization) are highly dependen! 

011 DOT. 
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