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Resumen 

RESUMEN 

La producción de alginato por vía microbiana usando cepas de Azotobacter vinelandii presenta 
potencial para ser implementada a nivel comercial , ya que éstos procesos pueden ser manipulados 
para la obtención ele un producto con características químicas determinadas. Sin embargo, deb ido 
a los bajos rendimientos hasta ahora obtenidos y a la variabilidad del peso molecular promedio 
máx imo (PMP, 1) del biopolímero sintetizado, este proceso no ha logrado constituirse en una 
alternat iva económicamente viab le, comparado con el material extraído de las algas cafés . Con el 
propósito de eva luar la producción de alginato y de esta manera poder optimizar el proceso de 
fermentación se han reali zado numerosos estudios sobre la síntesis de alginato por A. vinelandii, 
en cultivos en lote y en continuo, sobre la influencia de diversos parámetros ambientales. De la 
gama de factores estudiados en el cultivo de A. vinelandii (tanto en matraces como en 
fermentador) , se ha observado que la velocidad específica de crecimiento üt) puede jugar un 
pape l clave en la síntesis de algi nato. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto de ~l sobre 
funciones obj et ivo tales como el rendimiento de alginato con base en biomasa (Yp1.x ) y PMP,v1 de l 
alginato sintetizado . 

En el presente trabajo, el cultivo exponencialmente alimentado (CEA) fue utilizado para 
determinar el efecto de ~L sobre el PMPM y Yp1.x' en cu ltivos de A. vinelandii SML2 . Esta cepa 
contiene una mutación que la hace incapaz de producir alginasas (enzimas que degradan el 
alginato ), haciendo de ella una excelente herramiema para evaluar el efecto de µ sobre el PM P,.1 

del alginato s1n1eti zado durante el cultivo. Por otra parte, ya que en rec ientes inves tigaciones se 
ha demostrado que los componentes presentes en el caldo de cultivo agotado del 1nóculo 
desempeiian un importante papel regulador en la biosíntes is y en las características químicas de l 
alginato producido en cu ltivos en biorreactor, los CEAs realizados en este trabaj o fueron 
inoculados con células previamente centrifugadas y resuspendidas en medio de cu lti vo nuevo, 
para fac ilitar la interpretac ión de los datos obtenidos con respecto a la biosíntesis ele alginato. Los 
CEAs fueron alimentados con una sol ución concentrada de sacarosa usando una bomba 
peristáltica de prec isión. Las ~L de los CEAs fueron manipuladas en el intervalo de 0.03 -0.09- h 1. 

El estado pseudo-estacionario se logró cuando la concentración ele sustrato y la µ fueron 
constantes en el cultivo (- 8-25 h). 

El Yprx y el PMPM se incrementaron conforme la ~L de A. vi11elandii fue menor (en el interva lo de 
0.03 -0.06h- 1

) . El Yp1x' y el PMPM fueron 3 y 15 veces mayores, respectivamente, con respecto a 
culti vos desarro llados a ~L típicas del cultivo en lote (-0.22 11·1

). Estos res ultados sugieren que A. 

vin elandii sintet iza alginatos de alto PMPM corno una respuesta de adaptac ión a condi ciones 
ambi entales que limitan el crecimiento. El Yp1.x' y PMPM del alginato sin teli zaclo es\án 
cletenninaclos por la ve loc idad específica de crecimiento ele A. vinelandii , efecto que es 
parti cul armente pronunciado a ~L ·s bajas. En consecuencia, condiciones de cu lti vo que minimicen 
~L podrán ser usadas para obtener alginatos con alto rendimiento y elevado peso molecular. 



CAPÍTULO 1 

lNTRODUCCIÓN 

!11trod11cció11 

Un número importante de microorganismos sintet izan polisacáridos como componentes 

estructural es de su pared celular o como macromoléculas extracelul ares 

( exopolisacáridos). Se han caracterizado una gran cantidad de exopoli sacáridos con 

propiedades atractivas para un a potencial apli cación industrial , siendo las bacterias la 

fuente microbiana de preferencia debido a su fáci l manejo en e l laboratorio. Por 

mencionar algunos ejemplos, entre estos biopolímeros encontramos a la goma xa ntana 

producida por Xon thomonas campestris , la cual tiene amplio uso en la industria de 

alimentos, la go ma gelana ele Auromonas efodea y el alginato , los cuales se usan como 

agentes ge lifi cantes. 

El alginato es un copolímero de ácido a -0-manurónico y su epímero , el ác ido ~-D­

gulurónico, el cual es utilizado como agente gelificante, espesante, y emulsificante en las 

industrias farn1acéutica , alimentaria, textil y del papel (S utherland , 1990; Sabra et al. 

2001 ). Los alginatos comercia les son extraídos de algas marinas tales como Luminoria y 

Mocrocys1 is. La co mposición de sus bloques depende de la especie usada, de las 

condiciones amb iental es de culti vo y del método de extracción (Anninson y Couperwhite, 

1986) . Actua lmente, en e l ámbito mundi al se producen más de 40,000 ton eladas a l a i'io ele 

es te polímero co n fines comerc iales (McH ugh, 2002). Otra fu ente importante para la 

obtención de estos biopolímeros son algunas especies bacterianas, principalmente de 

k:otobacter vinelondii y varias especies de Pseudomonas (Ertesvag et al. 1996). 
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lntl'od11cción 

A::o1oboc1er vinelandii es una bacteria que produce alginatos simil ares a los alginatos 

al ga les (Skjak-Braek, 1992; Ertesvag et al. 1996 ). El alginato producido por A. vinelandii 

tiene potenci al para ser implementado a nivel comercial. Sin embargo, debido a los bajos 

rendimientos hasta ahora obtenidos y a la va riabilidad de PMPM, este proceso no ha 

lot,1-rado constituirse en una alternati va económicamente viabl e, comparado con el 

material extraído de las algas cafés (Sutherland y Tait, 1994 ). 

Se han real izado estudios sobre la influencia de factores nutricionales y parámetros 

ambi entales en la producción de alginato y crecimiento de A. vinelandii, en cultivos en 

lote, de los cuales Horan et al. (1981), Bri vonese y Sutherland (1989) han estudi ado los 

efectos del tipo y cantidad de la fuente de carbono, nitrógeno y fosfatos. Kuhla y Oel ze 

( 1988) , Pei'i a el o/. (2000) y Trujillo-Roldán e1 al. (2001) han eval uado el efecto de la 

concentración de oxígeno disuelto. De estos fac tores estudi ados en culti vos de A. 

vine/andii se ha observado que la tensión de oxígeno disuelto (TOD) es unos de los 

principales parámetros en la producción de alginato en cultivos, tanto en matraces como 

en fermentador. 

Por otro lado, .Tarman el al. (1978), Jarman ( 1979), Anninson y Couperwhite ( 1986), 

rea li zaron estudios en cultivo continuo, manipulando la ve loc idad especifi ca de 

crec imiento de A. vin elandii bajo diferentes condiciones de limitac ión nutri cional. De 

estos trabajos se ha observado que la tasa de crecimiento de A. vinelandii es un parámetro 

cinéti co importante en tém1inos de la concentración de alginato producido por el 

microorganismo, concluyendo que tasas de crecimiento bajas incrementan la 
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!111rud11cció11 

concentración de alginato. Sengha et al. (1989) reportaron - en cultivo continuo- que la 

producción de alginato por Pseudomonas mendocina incrementó al trabajar a tasas de 

crecimiento bajas(< 0.1 h-1
). 

El cultivo exponencialmente alimentado (CEA) es una henamienta de investigación 

usada en el área de producción de polímeros y metabolitos secundarios de origen 

microbiano , donde ha tenido un papel importante para determinar el efecto de una 

condición fi sio lógica sobre las funciones objetivo de los procesos de fermentación. 

Youssef et al. ( 1999) reportaron la producción de pululanos por Aureobasid/1.1111 pullulans 

y Ramírez et al. ( 1994) reportaron la producción de penicilina acilasa por Escherichia 

coli , en ambos casos, utili zando cultivo exponencialmente alimentado (CEA) , se observó 

una mayor producción del metabolito de interés a bajas ~l. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de bajas velocidades específicas de 

crecimiento (pa rticularmente ~L < 0.1 h-1
) sobre el Y r1x y el PMPM utili zando el cultivo 

exponencialmente alimentado para mantener los cultivos a ~L controladas . 
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A 11/ecedenles 

CAPÍTULO 11 

ANTECEDENTES 

2.1 ALGINATOS 

El alginato es un copolímero extraído de las algas marinas no ramifi cado compuesto de ác i dos~-

D-manurónico (M) y su epímero el ácido a -L-gulurónico (G), unidos por enlaces glucos ídicos 

W 1-4) , como se presenta en la figura 2.1 (Rehm y Valla 1997 ; Gacesa, 1998). La composición de 

los bloques M y G pueden variar dependiendo de la espec ie y de las condiciones de culti vo, tal 

como se obse rva en la.fig ura 2.2 (S utherl and 1990; Gacesa, 1998). 

(b') 
Regiones de 

poliguluronato 

(G - G- G) 

(G - G - M - M - G - G) 

Figura 2.1 . Estructuras secundari as del ác ido algíni co. 

Las pro pi edades ti sicoquímicas del ácido algínico son la base de su uso industri al. El alginato, 

dependiendo de su composición, tiene alta afinidad para unirse a determinados cati ones 
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A nlecedentes 

poli va lentes (Moe el al. 1995; Rehm y Valla 1997). La so lubilidad del alginato en agua está 

determinada por el pH y la fu erza iónica. Di sminuir el pH del medio conduce a una precipitación 

ele 1 a lgi nato. Este biopo 1 í mero se puede precipitar y fracc ionar uti 1 izando al tas concentrac iones el e 

sa les inorgánicas (Mo_e et al. 1995) como el cloruro de potasio , esto es, modificando la fu erza 

iónica. El tipo el e ge l formado que se presenta en las so luciones ele alginato depende tanto del 

número y ele la fuerza ele las uniones entre las molécul as ele alginato como de la composic ión del 

polímero. Por ejempl o, cuando en el polímero predominan los bloques ele ác idos gulurónicos (G) , 

el ge l formado se vuelve completamente rí gido y mucho más aú n con la presencia ele iones 

ca lcio. Cuando el biopolímero está compuesto en su mayo ría por ác idos manuróni cos, la rigidez 

del ge l es menor (S utherl and , 1990 ; Rehm y Valla , 1997 ; Clement i el al. 1998; Gacesa, 1998). 

Alga 1narina -M-M-M-G-G-G-M-G-M-G-

A. vinelandii -M-M-M-G-G-G-M-G-M-G-

1 1 1 1 
OAc OAc OAc OAc 

P. aeruginosa -M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-

1 1 1 1 1 1 
OAc OAc OAc OAc OAc OAc O A e 

P. putida 
-M-M-M-M-G-M-G-M-G-M-

P. fluorescens 
1 

O A e 

P. phaseolicola -M-M-G-M-M-M-M-M-M-M-

1 
OAc 

Figura 2.2. Estructu ras de alginato alga l y bacteriano. M, ác ido manurónico ; G, ác ido 
guluróni co: OAc, grupo acetil. 
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Antecedentes 

2.1.1 Alginatos algales 

Los alg inatos son los constituyentes de la pared celular de las algas cafés (Phaeophycoeae). La 

composición de los bloques del biopolímero obtenido de las algas marinas depende de la especie 

usada en la extracc ión y de la pa11e del tallo de la cual el alginato es extraído. Además, el método 

de extracción, las condiciones ambientales y de cultivo del alga influyen en la variabi lidad de la 

composición del alginato (Moe et al. 1995; Draget et al. 2001 ) . El alginato está presente en casi 

todas las especies de las algas cafés, siendo rentable la extracción del biopolímero en aquellas 

espec ies donde el porcentaje del alginato sea mayor a un 40 % en peso (Rehm y Vall a, 1997; 

Gacesa , 1998). 

Los principales países productores de alginato son los Estados Unidos ( 10,000 a 12,000 ton/año) , 

Chin a (8,000 a 10,0000 ton/ año), fnglaterra (6 ,0000 a 8,0000 ton/afio), Noruega (5 ,000 ton/año), 

Fran cia (2 ,000 ton/año) y Japón (1 ,500 ton/afio) (Boswel l, 2002). La explotación comercia l de 

algas se practica en México desde hace más de 50 años . Las especies explotadas (Macrocystis 

pvrifera , Gigartina caniculata y Gelidium robustum) se distribuyen en el pacífico mex icano . Son 

cosec hadas y expo rtadas en fresco a Estados Un idos para la extracción de alginato . En México 

so lo se industriali za e l biopolímero producido por Gelidiwn robustum para la producci ón de agar 

(M iranda, 1998; Peña, 1998; Hernández-Carmona e1 al. l 999a, l 999b) . 

2.1.2 Alginatos de origen bacteriano 

Los alginatos de origen microbiano tienen la misma base estructural que los alginatos algales. 

Difi eren en que los alginatos microbianos están acetilados en el carbono dos o tres, en vez de un 

grupo hidroxilo , como en los alg inatos algales. El grado de acetilación de los bi opo límeros 
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A ntecedenles 

bacterianos es variable, donde el alginato producido por A. vinelandii presenta un grupo acetil o 

por - 5 residuos de ácidos urónicos (Gorin y Spencer, 1966). Estas acetilaciones están siempre 

asoc iadas a los bloques manurónicos (Davidson el al. 1977). El alginato producido por A. 

vinelondii está compuesto de ácido manurónico y gulurónico, mi entras que el biopolímero 

producido por Pseudomonas aeruginosa no tiene bloques gul urónicos. Estas son ca racterí sticas 

químicas que determinan en gran medida las propiedades del producto (Sutherland, 1990; 

Gacesa, 1998) (figura 2.2). 

Es factible que el alginato producido por bacterias deje de ser solo un modelo de estudio del 

mecanismo de biosíntesis y polimerización y se convierta en un exopo li sacárido de valor 

comerc ial (E rtesvag el o/. 1996). Una de las grandes ventajas de los alginatos bacteri anos es su 

di versidad estructural con respecto a su composición química, ya que se pueden obtener 

polímeros puros de ácido manurónico (con grandes expectativas en el área de investi gac ión con 

respecto a inmunoestimulantes), hasta polímeros que contienen el 80 % de residuos gulurónicos 

(RJ1 em y Valla, 1997). 

2.2 FUNCIÓN BIOLÓGICA DEL ALGINATO MICROBIANO 

Se ha sugerido que la generac ión de una matri z ex tracelular de exopolisacárido representa una 

forma de protección del crecimiento microbi ano que permite que las cé lul as subsistan en 

ambientes hostil es. La formación de películas con exopolisacáridos conduce a la protección 

contra una amplia gama de desafíos ambientales, tal es como ataque de fagos, limitaciones 

nutri cionales, toxicidad de metales, ambientes ácidos, deshidratación, salinidad y presenc ia de 

8 



A 11recede11ies 

agentes antimicrobianos (Stoodley et al. 2002). En algunos casos, funcionan co mo agentes de 

consumo del exceso de energía en form a de ATP (Sutherl and, 1990; E11esvag et o/. 1996 ; 

Gacesa, 1998; Wong et al. 2000; Espín, 2002). 

A vin elandii sufre un proceso de enquistarniento que es caracterizado po r la fo rmac ión de varias 

capas de po li sacá ri do alrededor de la célula, protegiéndol a contra la desecación y el estrés 

mecáni co. El alg in ato es esencial para el enquistami ento ya que es un co mponente bás ico de las 

dos capas (llamadas ex ina e intina) que cubren a los qui stes maduros, de las c uales e l 32 y 13 1Yc1 

de su peso seco es alginato (Page y Sadoff, 1975). Campos et al. (1996) y Mejía-Rui z et al. 

( 1997) demostraron que mutantes no productoras de al ginato son incapaces de fo rmar qui stes 

maduros. Por otra parte, la acetilac ión que presenta el alginato cumpl e la fun ción de incrementa r 

las fu erzas de interacc ión al agua, aumentando de esta form a las posibilidades de sobrev ive ncia 

en condiciones deseca ntes en el qui ste (Ertesvag et al. 1996). Se ha propuesto que el a lg inato 

cumpl e un a func ión es tructural en los microquistes que forma A. vinelandii. Sin embargo , esto no 

expli ca la abundante producc ión de alginato extracelul ar durante el c rec imi ento vegetat ivo de la 

bac teri a. Sutherl and ( 1990) ha propuesto que el alg inato no ti ene una fun ción úni ca y co mo otros 

tantos exopoli sacáridos, debe contribuir con una amplia gama de funciones que dependen del 

ambi ente. Por otro lado , Kennedy y Toukdari an (1 987) han aportado evidencias que sug ieren que 

el a lginato no sirve como un rnetabolito de reserva de energía para A. vinelandii. Se ha propuesto 

que el biopolímero funcion a corno una barrera protectora contra la toxic idad de metales pesados, 

como una barrera difusio nal de ox ígeno y corno un sistema de intercambi o de iones , co n alta 

se lecti v idad po r iones ca lci o, parti cul armente cuando el alginato está fo rmando un ge l (E rtesvag 

el al. 1996 ; Clernenti et o/. 1999) . 
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2.3 APLICACIONES DE LOS ALGINATOS 

Los alginatos son utili zados comercialmente como agentes gelificantes, formadores de películas 

para protección de alimentos, estabilizantes y espesantes (Tinoco, 1993 ; Gacesa, 1998) . La tabla 

2.1 res ume las principales aplicaciones del alginato en diversas industri as. 

Tabla 2.1. Propiedades funcionales y usos industriales de los alginatos (López-Munguía et al. 
1993; Gacesa, 1998) . 

INDUSTRIA 

ALIMENTOS 

FARMACÉUTICA 

PAPEL 
TEXTIL 

OTRAS 

usos 

Estabili zador de emulsiones 
Agente gelificante 

Espesante 

Estabilizador de espuma 

Emulsificante y espesante 
Agente desintegrador 
Agente de suspensión 

Agente de suspensión 
Espesante y gelificante 

Agente gelificante 

PRODUCTOS 

Helados 
Gelatinas, re ll enos para panificac ión , 

Cubierta de embutidos 
Salsas y aderezos 

Productos enlatados 
Congelados y deshidratados 

Cervezas y vinos 

Jabones y lociones 
Tabletas 

Ungüentos, antiácidos y antibióticos 

Corte y dimensiones del papel 
Impresión de géneros 

Explosivos 
Impresiones dentales 

Biocatal izadores 

En medicina , los alginatos de alta calidad se usan para inmovilizar células rJ del páncreas en 

cápsul as de alginato , las cual es funcionan como un páncreas artificial en el tratami ento de la 

diabetes tipo 1, (Sabra et al. 2001 ). Se han reportado también que los alginatos es timul an el 

sistema immmológico a través de monocitos, ayudándoles a secretar citocinas , por ej emplo , para 

la expres ión de interl eucinas y factores a en necrosi s tumorales (Otterlei et al. 199 1 ). 
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La ca lidad del alg inato está determinada principalmente por el PMPM. el cual se define co mo el 

promedio de l peso mo lec ul ar de todos los alginatos producidos en un culti vo. En base a este 

parámetro se define el índice de polidispersión (IP). el cual muestra la d ispersión de las ram ili as 

de alginato producidas y eq ui vale al cociente PMPM/ Mediana del peso mo lec ul ar (Clementi et o/. 

1998). 

En la actualidad , se producen entre 35,000 y 40,000 toneladas de algi nato con fines comerciales 

(Boswell , 2002). La importancia de los alginatos radica en su capacidad para modifi car las 

propiedades reo lógicas de los sistemas acuosos (Sutherland, 1990). El precio en el mercado del 

alginato osc il a entre 5 y 20 dólares por kilogramo, para la mayoría de las ap li cac iones . S in 

embargo , algi natos de alta ca lidad y pureza, usados en la industria fa rmacéut ica alca nzan prec ios 

de hasta 40,000 dólares por kilogramo (Boswell , 2002). Una alternativa para satisfacer es tas 

necesidades, así co mo también para bajar su costo, Ja podemos encontrar en la producción de este 

biopolímero por fuente mi crobi ana. En es te campo pueden competir comercialmente los 

biopolímeros generados por A. vinelandii (Rehm y Valla, 1997; Pszczola, 1998) . 

2.4 GENERALIDADES DE Azotobacter vinelaudii 

Las bacterias del género Azotobacter son microorgani smos muco ides naturales del suelo, Grarn­

negativos y aerobios estri ctos, móviles a través de flagelos perítricos y son capaces de tlj ar 

nitrógeno. Los productos obtenidos a partir del crec imiento de A. vinelandii de importa ncia 

co rnercial son el alg inato y el polihidroxibutirato (PHB), un polimero de reserva intracelul ar 

(Kennedy y Toukdarian , 1987). 
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2.4.1 Biosíntesis de alginato en A. vinelamlii 

Pindar y Bucke ( 1975) propusieron inicialmente la ruta biosintética de algi nato en A. vin elondii. 

Reportaron la presencia de algunas enzimas que previamente habían s ido caracteri zadas en la 

s íntesis de alginato en algas. Los pasos de biosíntesis de la producción de alginato en A. 

vinelandii son mu y s inlil ares (Lynn y Sokatch, 1984; Lloret et al. 1996). 

Como se presenta en la figura 2.3, la sacarosa es transp011ada al interior de la célula. U na vez en 

el citoplasma, una in vertasa la hidroli za liberando glucosa y fructosa. Luego de formarse las 2 

hexosas-6-fosfato co rrespond ientes tiene lugar la formación de manosa- 1-fosfato por la acc ión de 

la enzima fosfomanosa isornerasa. La manosa-1-fosfato es esterificada con GTP por acc ión de la 

enzima GDP manosa pirofosforilasa, para obtener GDP-manosa . Por la acc ión de la GDP-manosa 

Jcshidro genasa se ob ti ene GDP-ácido manuróni co, que es el monó mero precursor de l ác ido 

polimanurónico, obtenido por la acc ión del complejo enzimát ico "polimerasa" (Pindar y Buckc 

1975 ; Espín 2002). Hasta la producción del GDP-ácido manurónico , el proceso sucede en el 

c itoplasma de A. vinelandii. La polimerización del alginato se lleva a cabo en la membrana 

c itop lasmática de la célula. 

2.5 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA BIOSÍNTESIS DEL ALGINATO PRODUCIDO 

POR A. vi11e/a11dii EN CULTIVOS EN LOTE 

Se han reali zado estudios a fin de investigar el efecto de muchos de los facto res que al'ectan la 

biosíntesis del alginato (nutrimentos, fuente de carbono, temperatura , pH y TOD, entre otros). El 

e fecto de cada uno de estos factores ha sido cuantificado en términos cinéticos, tales como 
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ve loc idades de crecimiento , producción de alginato, consumo de fuente de carbono, rendimi entos 

y productividades (Jarman e/ al. 1978; Horan et al . 1981 , 1983 ; Chen et al. 1985; Brivonese y 

Sutherland 1989; C lementi et al. 1995; Peña et al. 1997; Parente et al. 1998; Pefía 1998; Clementi 

el o/. 1999; Trujillo 1999; Pe11a et al. 2000; Trujillo-Roldán et al. 2001 ; Seáñez et al. 2001 ). 

~Sacarosa ---------------

Glucosa Fructosa 

~ 
G lucosa 6-P 

¡ 
G luconato 6-P 

¡ 
2-Ceto-3-Deoxi 
G luconato 6-P 

~~ 
Piruvato / G -3 - P 

o;'""'"º''""º"'~/ 
Fructosa 1,6 Di-P 

¡ 
1-3-P G licerato 

~ 
3-P G licerato 

PEP 

~ 
Piruvato 

¡ 

l 
Fructosa 6-P 

/

ManoL6-P 

Ma no:a 1-P 

Entrada a gl.Jconeogénesis i 
GDP Manosa 

~ 
GDP Ácido manurónico 

~ 
Ácido polimanurónico 

¡ 
Algi nato 

Pl-IB 

...... . .. ...... ¡.----'i Acetil CoA ---- Acetoacetil CoA ---- l-lidroxibutiril CoA 
C iclo ·,~ 
ATC . 

··.. . ... . ... ·· 

Figura 2.3. Ruta de biosíntesis de alginato en A. vinelandii (Sabra et al. 1999). 
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Hora n et al. (1981) reportaron mayores productividades de alg inato a bajas concentraciones de 

fosfatos , demostrando este efecto usando varias fu entes de carbono . El efecto de la temperatura 

en la s íntesis de alginato por A. vinelandii también ha sido es tudi ado , reportándose un va lo r 

ópt imo de temperatura ent re 30 y 35º C (Chen et al. 1985; C lementi et al. 1995) . Cant idades 

ini ciales de fuente de carbono >20 g/L no incrementan las veloc idades espec ífi cas de 

crec imiento y en algunos casos se han reportado inhibiciones del crecimiento (Brivonese y 

Suth erland, 1989). La tensión de oxígeno disuelto (TOO) juega un papel de suma importancia en 

la producción de alginato . A bajos niveles de oxígeno disuelto ( ~ 1 %) el microorganismo 

s inteti za grandes cantidades de PHB, mientras que a altos ni veles de oxígeno disuelto(> 5%), A. 

vinelandii usa la fuente de carbono predominantemente en la producción de biomasa (Horan et al. 

198 1 ). Hora n et ol. ( 1983), en experimentos bajo tensiones de oxígeno d isue lto control adas ( 1.0 

<y., a 1 O.O 'Xl), encontraro n que la producti vidad máxi ma en términos de alginato está entre 2 y 5 'Y, , 

de TOO. Peña (1998) demostró que en cultivos controlados al 3 % de TOO se obtiene la máxima 

ca ntidad de alginato . Jarman et al. ( 1978) reportaron que hay una mayor producción de al gin ato 

a una alta velocidad de agi tación (700 rpm) utili zando un biorreactor (1 L) de dimensiones 

estándares , equipado con 4 deflectores. 

En nuestro grupo de in vestigac ión se ha generado informac ión sobre el efecto de la ai reación y de 

la TOO en los cu lti vos de A. vinelandii , sobre la producción y peso molec ul ar de los alginatos. 

Pei'ia el ol. ( 1997) 1 levaro n a cabo cu ltivos de A. vinclandii en matraces co n deflectores , do nde las 

bacterias crec ieron cas i al doble y produjeron tres veces menos alginato que aq uell os culti vos 

ll evados a cabo en matraces convencionales . Las viscosidades más altas fueron aque ll as de los 

cu lti vos en matraces convencionales (520 cps) con respecto a los matraces con deflectores (30 

cps). Este último fenómeno fue relacionado con un cambio en las características molecul ares del 
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polímero (Pei'i a et al . 1997). El peso molecular del alginato aumentó con respecto al tiempo de 

culti vo y posteriormente fue depolimeri zado. Al final de los cultivos, el PMPM del alginato 

obtenido en los matraces convencionales fue cinco veces mayor que el PMPM del alginato de los 

matrac es con defl ec tores . 

Posteriormente, en cultivos en fermentador, Peña et al. (2000) reportaron como la TOD (en el 

interva lo de 0.5 a 5 %) y la hidrodinámica (velocidades de agitación en el interva lo de 300 a 700 

rprn) afectaban la producción de alginato así como el peso molecul ar del polímero. En 

co ndici ones de baj a velocidad de agitación (300 rpm) y una alta TOD (5 %), el cultivo produjo 

más alginato (4. 5 g/ L) que lo obtenido a la mjsma agitación pero a una TOD de 0 .5 %1 ( 1.0 g/ L). 

Por otra parte, los va lores más altos de PMPM del alginato se obtuvieron a bajas velocidades de 

agitación. 

Anteri or al trabajo de Pei'ia el al .(2000) se reportaron otros trabajos que demostraron el e lecto de 

la TOD sobre la producción de alginatos por A. vinelandii. Por ejemplo, en cultivos con y sin 

control de TOD, Parente et al. (1998) observaron que la mayor concentración final de alginato 

(3 .8 g/ L) es obtenida en los cultivos llevados a cabo sin control de TOD. Sin embargo, este 

culti vo sin control osciló entre 2 y 4 % de TOD. El control de la TOD reportado por Parente et ul. 

( J 998) fue reali zado mediante la manipulación de la velocidad de agitación, lo que no permitió 

separar los efecto s ca usados por cambios hidrodinámicos, de aquellos debidos exclusivamente a 

la TOD. En un trabajo posterior de nuestro grupo , Trujillo-Roldán e/ al. (200 1) repo rtaron el 

e lec to de osci laci ones de TOD sobre el metabolismo de A. vin elandii y el alginato producido. Las 

oscilaciones sinusoidales de la TOD se llevaron a cabo con la manipulac ión de las presiones 

parciales del oxígeno y del nitrógeno en la entrada de un bioneactor de 1.0 L. Se evaluaron los 
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efectos del período de oscilación (tiempo en que dura una oscilación) y de la amplitud de la onda 

(valor sobre el que oscila la TOO), con un eje de la oscilación fijo en 3 % de TOO. Se pudo 

observar que la amplitud de la oscilación tenía un efecto importante en el PMPM del alginato. Sin 

embargo , nunca se obtuvieron alginatos de mayor PMPM que el obtenido bajo una TOO constante 

de 3 % (350 KDa). Los resultados de este estudio hicieron evidente la compleja regulación que 

tiene A. vinelandii sobre cambios muy pequeños en la TOD, principalmente en las características 

molec ul ares del alginato. 

Trujillo-Roldán et al. (200 1) reportaron que la depolirnerización del alginato es ev idente hacia el 

fin al del culti vo y, a su vez, la magnitud de la caída en el PMPM parecía ser función de la TOO. 

Otro de los gases que ha sido estudiado en nuestro grupo ha sido el bióxido de carbono en la 

corriente de entrada de los gases (O - 25 % v/v) y su efecto sobre la producción y el PMPM del 

alginato producido por A . vinelandii (Seáñez et al. 2001). El crecimiento de la biomasa y la 

producción del alginato fueron inhibidos a niveles bajos de C02 (4 - 8 1Yo), pero estimulados a 

ni veles altos (13 %). Trujillo-Roldán et al. (2004) han demostrado que el PMPM y el IP en 

fermentaciones de A. vinelandii son funciones de la tensión de oxígeno disuelto (TOD) en el 

medio de culti vo . Pequei1as variaciones o malos controles de la TOD afectan sustanc ialmente el 

IP y el PMPM del alginato producido. 

En resumen, sobre la producción de alginato, nuestro grupo ha estudiado la influencia de diversos 

parámetros de cultivo, tales como la concentración de oxígeno disuelto (constante y osci lante), la 

concentrac ión de C01 y la velocidad de agitación. Tales estudios se han reali zado en cu lti vos en 

matraces y en biorreactor. Los mejores resultados en cuanto a las funciones objetivo del cultivo 

de A. vinelandii (Y¡i1\, PMPM y la concentración ele alginato) se han obtenido en matraces. El 
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parámetro fisiológico relevante que diferencía a estos procesos es la ~L. En matraces se obtiene 

una ~L inferior a O 1 11-1
, mi entras que en biorreactor es generalmente superior a 0.15 11 -1

. 

2.6 CULTIVOS CONTINUOS DE A. vinelamlii Y OTROS MICROORGANISMOS 

Los cultivos continuos se caracteri zan porque es posible establecer la ~L del microorganismo entre 

valores muy cercanos a cero y valores máximos, simplemente fijando Ja tasa de dilución (D) al 

va lor deseado. Para mantener Ja tasa de dilución constante, una solución estéril de nutrientes es 

continuamente alimentada al cultivo y simultáneamente, el medio de cultivo agotado es 

continuamente remov ido del biorreactor. Es dec ir, se mantiene un flujo de entrada y uno de sa lida 

constante e iguales, por lo que el volumen del biorreactor se mantiene constante (Doran, 1995) . 

Los estudios pioneros de la producción de alginato por A. vin elandii fueron reali zados por Deavin 

el al. ( 1977), qui enes, en cultivo continuo y bajo condiciones de limitación de fosfatos , 

observaron que la velocidad de síntesis de alginato fue independiente de la velocidad específica 

de crecimiento (~L). En este caso, se observó que la concentración de biomasa se incrementó a 

bajas tasas de dilución (D = 0.1 - 0.05 11-1
) , al igual que Ja concentración total de alginato , 

comparados con cultivos continuos realizados a tasas de dilución altas ( > 0.15 h-1
). Jarman el al. 

( 1978) y Jarman ( 1979) reportaron un estudio en culti vo continuo de A. vinelandii va riando la 

ve loc idad específica de crecimiento (~L) y Ja concentración de los diversos nutrientes . Obtuvieron 

altas velocidades de síntesis de exopolisacárido cuando ex istía limitación de nitrógeno en el 

medio de cultivo. La biomasa fue constante en tasas de dilución de 0.15-0 .25 11- 1
, pero incrementó 

la acumulación intracelular de PHB. En ese trabajo también se observó que la concentración de 
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algin ato se incrementó confo rme di sminuyó la ve loc idad específica de crec imiento (< 0. 1 11· 1
). 

Anni son y Couperwhite ( 1986) eva luaron el efecto de µ sobre la composición y producc ión de 

alginato sinteti zado en cu ltivos continuos por A. vinelandii a diferentes concentraciones de 

fosfatos. En tod as las condiciones, se observó que la producción de alginato di sminuía confo rme 

se incrementaba la ve locidad específi ca de crecimiento. La di scusión de sus resultados se limitó 

al análi sis del efecto de tasas de di lución altas(> 0.15 11·1
). 

En la figura 2.4 se ilustra n los resultados obtenidos por Anni son y Couperwhite, donde se 

observa que a ve loc idades específicas de crecimiento bajas (D < 0. 1O 11 · 1
) se reg istran las mayo res 

concentraciones de alginato produc ido; sin embargo, hay una clara di sminución de la 

concentración de alginato cuando A. vinelandii rue crecido a tasas de dilución superiores a 

0. 15 11· 1
• 
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Figura 2.4. Efecto de la tasa de dilución en la producción de biomasa y alginato producido por A. 

vinelandii en cultivos continuos (reproducido de Annison y Couperwhite, 1986). 
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Resultados s imilares han sido reportados en la literatura para otros sistemas. Tal es el caso de la 

producción de alginato por Pseudomonas mendocina (Sengha et al. 1989) en cultivo continuo. En 

la figura 2.5 se obse rva que, conforme disminuye la tasa de dilución , la producción del 

exopoli sacárido aumenta considerablemente. A tasas de dilución bajas ( < 0.1 h-1
) , el porcentaj e 

de conversión de la fu ente de carbono en producto es alta (60 %) comparado con los porcentajes 

de conversión en cultivos continuos desarrollados a tasas de dilución superiores a 0.2 1i-1
. 
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Figura 2.5. Efecto de la tasa de dilución en la producción de algin ato producido por P 

mendocino y conversión de glucosa a producto en cultivos continuos (reproducido 

de Sengha et al. 1989). 
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2.7 CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS 

Tornando en cuenta las evidencias experimentales presentadas en este capítulo , las cuales 

sugieren que parámetros cinéticos como la ~L podrían estar impactando fuertemente la producción 

y calidad del alginato sintetizado por A. vinelandii, y que en ninguno de los trabajos previos se 

ha propuesto la existencia de este posible efecto, se desanolló el siguiente pro yecto, en el cual se 

irnplementó un proceso de cultivo exponencialmente alimentado, como estrategia para determinar 

el efecto de ~l sobre las funciones objetivo (Y r1x, PMPM y concentración de alginato) en los 

cultivos de A. vinelondii. 

Un cultivo alimentado (jed-batch) es definido como un sistema donde uno o más nutrientes son 

suministrados al bioneactor durante el tiempo de fermentación y los productos y demás 

cornponentes se mantienen dentro del sistema, hasta el final de la corrida (Yamane y Shimi zu, 

1984). Es decir, existe un flujo de entrada pero no un flujo de salida y el volumen cambia con 

respecto al tiempo. Se puede decir que las fermentaciones alimentadas representan una operación 

intermedia en cuanto a complejidad entre un proceso en lote y uno continuo. Existen much as 

modalidades de fermentaciones alimentadas (Yamane y Shimizu, 1984). Además, es posible 

alimentar uno o varios componentes del medio de cultivo. La alimentación en forma exponencial 

ti ene un gran atractivo ya que el proceso se aproxima al comportamiento de un sistema en 

co ntinuo (q uimiostato). Una característica de esta estrategia es que el producto de interés no es 

removido del sistema, como en el cultivo continuo, sino que se acumula en el reactor hasta el 

linal del cultivo. Las fermentaciones exponencialmente alimentadas, al igual que en cultivo 

cont inuo , pueden ser usadas para determinar Ja relación entre Ja ve locidad especi fíca de 

crec imiento y funciones objetivo del proceso, tales como rendimi entos, producción final del 
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metabo lito de int erés y consumo de substratos (Pirt, 1974). Usando culti vos alimentados se han 

obtenido resultados interesantes en otros sistemas, como por ej emplo , para la producción ele 

pululanos, polisacárido extracelular sintetizado por A. pullulans (Youssef et al. 1999) y Vandeska 

et o/. ( 1996) reportaron la producción de xilitol , sacárido extracelular sintetizado por Candi da 

hoidinii . La concentración de pululanos y de xilitol aumentó en procesos fed-batch cuando la 

velocidad específica de crecimiento fue menor a 0.02 h- 1
• Otro ejemplo similar es el repo11ado 

para la producción de penicilina acilasa por E. coli (Ramírez et al. 1994). En general, en todos 

ell os se ha observado una mayor producc ión del metabolito de interés a bajas veloc idades 

especí ríc as de crec imi ento. En A. vinelandii no existe ningún reporte en donde se haya ensayado 

es ta técnica . 
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CAPÍTULO 111 

3.1 HIPÓTESIS 

Un sistema de culti vo que pemuta manejar baj as veloc idades espec ífi cas de crec imiento , 

max imizará las fun c iones obj etivo de fennentaciones de Azotobacter vinelandii , tal es como el 

rendimiento (Yp/x) y el peso molecular del alginato sintetizado . 

OBJETIVOS 

3.2 GENERAL 

Establecer y eva luar un proceso de fem1entación que permita, med iante la man ip ul ac ión de la 

veloc idad espec ífi ca de crecimiento, incrementar el rendimiento (Yp;x) y el peso mol ecular del 

alginato producido por Azotobacter vinelandii . 

3.3 ESPECÍFI CO 

Determúrnr el efecto de baj as veloc idades específicas de crec imiento ( ~t < 0. 1 h-1
) , estab lecidas 

mediante el uso de culti vos exponencialmente alimentado s, sobre el rendimi ento (Yp;x) y el peso 

molecul ar promedi o máximo (PMPM) del alg inato producido por A. vinelandii . 
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CAPÍTULO IV 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Materiales y métodos 

4.1 CEPA, MEDIO DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

El microorganismo utilizado fue Azotobacter vinelandii SML2, derivado de la cepa de co lección 

A TCC 4096 . La cepa SML2 posee una mutación en el gen alg L por inserción de un cassette de 

res istenci a a gentamicina por lo que esta mutante es incapaz de producir alginasas. Una completa 

descripc ión de la co nstrucción de esta cepa ha sido previamente publicada (Trujill o-Roldán el u/. 

2003b ) . 

.4 . 1•i11 e/u11dii S!v!L2 fue crec ida en medio Burk modificado (Peña et al. 1997). E l med io de culti vo 

contiene: 20 g L-1 de sacarosa, 3 g C 1extracto de levadura, 660 rng L-1 de K2P04, 160 rng L-1 de 

KH 2P04, 1.42 g L- 1de MOPS, 50 mg L- 1de CaS0-1·2H20, 200 mg L- 1de NaCl , 200 mg L-1 de 

MgS04·7H20, 27 mg L- 1de FeS04·7H20, 2.9 mg L- 1de NaMo04·2H20. El pH del medio de 

cultivo se ajustó a 7.2 con NaOH 2 N y se esterilizó durante 20 mina 120 ºC. 

Los experimentos presentados en este trabajo se realizaron por duplicado . En los gráficos de 

res ultados se presentan barras de desviación que indican Jos va lores máx imos y mínimos 

obtenidos entre réplic as . En algunos casos, las desviaciones son de la mi sma magnitud del 

símbolo empleado. 
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4.2 CULTIVOS EN LOTE 

La cepa SML2 se preservó a 4ºC en tubos inclinados (slants) con medio Burk solidificado con 

agar ( 18 g L-
1
), sin extracto de levadura. El mantenimiento se reali zó con resiembras mensuales 

corno ha sido descrito previamente por Peña et al. (1997). 

Para la obtención de inóculos, se resembró, de los slants a medio sólido (cajas Petri) y se incubó 

(por triplicado) a 29ºC durante 72 h. Tres asadas de las células de la placa fueron usadas para 

inocular los matraces (por triplicado), los cuales se incubaron durante 24 h a 29 "C, a una 

veloc idad de agitación de 200 rpm. Se seleccionaron 2 matraces (cuya absorbancia fue cercana a 

0.1 en diluciones 1 :50 y que representó valores ~ 0.3 g/L de biomasa en el fermentador al 

co mi enzo del cultivo) los cuales fueron usados como inóculo para los cultivos en un fermentador. 

Trujillo-Roldán et al. (2003a) demostraron que los componentes del medio de cultivo agotado 

pertenec ientes al inóculo tiene un importante papel regulador en la biosíntesis de alginato . Ellos 

compararon cinéticas de cultivos de A. vinelandii que se diferenciaron por la forma de inocular 

las fermentaciones. Inocularon cultivos de forma convencional (incluye las células de A. 

vinelandii y el caldo de cultivo agotado) e inocularon fermentaciones con células lavadas (inclu ye 

las celulas de A. vin elandii sin el medio agotado). En cultivos inoculados con células lavadas se 

obtu vieron ma yores concentraciones de alginato con PMP rv1 mas altos , comparados con los 

va lores obtenidos en cultivos convencionalmente inoculados. Trujillo-Roldán et al. (2003a) 

sugieren que esta nueva forma de inocular los cultivos de A. vinelandii permite que los estudi os 

sean conducidos de una forma más controlada y que los datos obtenidos pueda n ser mejor 

interpretados con respecto a la biosíntesis del alginato. Es por ello que en este trabajo se decidió 

inocular las fermentaciones con células lavadas . 
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Los culti vos en lo te y alimentados fueron rea li zados en un fe rmentador Applikon (Holl and) de 

2.5 L, con un vo lumen de trabajo de 1.8 L, eq uipado con dos turbinas Ru shton (d iámetro 

impulsor/di ámetro tanque = 0.35), de 6 paletas planas y un difusor de 7 orificios para efectuar la 

aireac ión por burbuj eo . El pH fue controlado a 7.2 de forma on-ojf, adicionando automáticamente 

NaO H 2 N, usando un amplificador-controlador de pH (Ingo ld 2300, Co lumbus OH) ayudado de 

una bomba peristálti ca. La tensión de oxígeno disuelto (TOD) fue detenninada mediante un 

electrodo polarog:ráfíco de oxígeno (Metter-Toledo, Columbus OH). La señal fue transmitida a un 

amplificador de oxígeno (Ingold, Co lurnbus OH) y adquirida por una PC Compaq Deskpro. La 

TOO fue co ntrol ada en línea usando un progra ma escrito en LabVicw. La TOO fue manten ida a l 

3 1Yi1 med iante la manipul ac ión de la presión parcial de nitrógeno y oxígeno en la alimentació n, a 

tra vés de control ado res de flujo más ico (Brooks Instruments O l 54E) y usando un algoritmo de 

control proporcional-integral-derivativo (PID) (Peña et al. 2000; Trujillo-Roldán, 200 1). Los 

culti vos fu eron c rec idos a 29ºC usando un velocidad de agitación de 700 rpm y un a ve loc idad de 

aireac ión de 0.6 vvm . Con el sistema descrito se pudo controlar satisfacto riamente la TOO en 

va lores cercanos al set poinl . 

4.3 CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS (CEA) 

Un total de 3 CEA fueron rea li zados por duplicado. Cada uno se mantuvo a una tasa de d ilución 

consta nte, variando la tasa de alimentación de acuerdo al perfil descrito en la ec uac ión (2) (ver 

adelante). El rango de velocidades de dilución eva luadas fue entre 0.03 a 0.09 11 ·
1 

para los 

diferentes experimentos. Los CEA fueron realizados en el mismo sistema previamente descrito, 

con la incorporación de un compartimiento en donde se almacenó el sustrato limitante a una 
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concentración de 120 g L-
1 

(sacarosa). (figura 4.1). Los cultivos se reali zaron en un biorreactor 

de 2.5 L a 3 % de TOO constante, 700 rpm y 29ºC, utilizando la cepa de A. vine fandii SML2 

(Truji llo-Roldán eral. 2003b). Los CEA se iniciaron con una etapa en lote, prosiguiendo con la 

etapa de alimentación. Para la adición de la sacarosa se utilizó una bomba peristáltica de 

precisión (BioChemTechnology, Malvern, PA), se incrementó el flujo de Ja bomba cada 1 5 

minutos de forma manual , un ejemplo del cálculo para el perfil exponencial de alimentación se 

muestra en anexo 1. E l biorreactor fue operado con un volumen de trabajo de 1.8 L. 

4.4 MÉTODOS ANALÍTICOS 

4.4.1 Determinación de biomasa por gravimetría 

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

previamente descrito (Pella et al. 1997; Peña, 1998; Trujillo-Roldán et al. 2001 ). Se mezclaron 1 O 

mL de caldo de cultivo con 1.0 mL de Na2EDTA (0.1 M) y 1.0 mL de NaCI (1.0 M). Se 

centrifugó a 15 ,500 g durante 20 minutos (centrífuga Eppendorf 5804). Se separó el 

sobrenadante y posteriormente el centrifugado (paquete celular), se lavó con una mezcla de O. 1 M 

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

Nuc!eopore de 0.45 pm de tarnai'ío de poro, previamente taradas. La membrana se secó por 24 ha 

70 "C en estufa (Felisa) , para finalmente pesarse y obtener (por diferencia de peso) la cantidad de 

biomasa (g/L). 
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Figura 4.1. Sistema de fe rmentación, control y adqu is ición de datos para cul tivos 

exponenc ia 1 mente ali mentados . 

27 



Materiales y métodos 

4.4.2 Determinación de biomasa por turbidimetría 

Se tomó una alícuota de 1.0 mL del caldo de fermentación y se diluyó 1/50 con agua destilada. 

Posteriormente, se leyó la absorbancia de la muestra a 540 nm en un espectrofotómetro Beckman 

modelo DU 650. Los valores se usaron como una forma rápida de detem1inar el crecimiento 

bacteriano en el medio de cultivo extrapolándolos en la curva patrón (figura 4.2), la cual se 

elaboró utilizando soluciones de biomasa a diferentes concentraciones (Miranda, 1998; Pefia, 

1998 ; Trujillo , 1999). 

4.4.3 Determinación de sacarosa por el método cromatográfico 

La concentración de sacarosa se determinó por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

Se utili zó una columna para análisis de carbohidratos (WAT084038 Waters) de 3.9 x 300 111111 , 

acoplada a un equipo de HPLC (Waters, 625) con un detector de índice de refracción (Waters, 

41 O). Como fase móvil se utilizó acetonitrilo/agua (95% v/v) a un flujo de 1.0 mL/minuto, 

isocrático y a una temperatura de 35 ºC. La calibración de la columna se llevó a cabo con un 

método estándar de calibración utilizando sacarosa grado analítico (J. T. Baker) corno estándar. 

Se obtuvieron dos curvas patrón de sacarosa (figura 4.3) , la primera para un rango de 

concentraciones bajas (0 .05-4.0 g C 1
). Ésta curva fue utilizada para determinar la concentración 

de sacarosa en los cultivos exponencialmente alimentados, ya que en estas fermentaciones la 

concentración inicial de sacarosa fue de 2 g L- 1
• Dicha concentración fue disminuyendo hasta 

llegar valores limitantes del crecimiento y fue mantenida a estos niveles para manipular la ~l. La 

segunda curva patrón abarca un rango más amplio de concentraciones (4 .0-20 g L- 1
) , la cual fu e 
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utili zada para determinar la concentración de sacarosa durante los cultivos en lote porque la 

concentración inicial de este sustrato en estas fermentaciones fue de 20 g L- 1
• Para e l análi sis se 

in yec taron 50 ~tL del caldo de cultivo previamente centrifugados a 15 ,500 g (centrífuga 

Eppendorf 5804) durante 20 mj¡1utos y filtrados en membrana Nucleopore de 0.22 µm. E l método 

resultó sencillo y con un tiempo de ejecución de 15 minutos por muestra . 

0.2S .......----------------------------, 

Abs = 0.3689 * Biomasa (g L- 1
) - O.OOS4 r

2 = 0.993S 

0.20 -E 
e 

o 
"'1' O.IS 1n 
'-" 

~ 
-~ 
e 
~ 
.e 0.10 
¡., 
o 
"' .e 

<!'.'. 
o.os 

0.00 -LJtL.;..----..----~----.------,----.,------t 

o.o 0.1 0.2 0.3 0.4 o.s 0.6 

Biomasa ( g L- 1
) 

Figura 4.2. Curva patrón para la determinación de biomasa por turbidimetría. 
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4.4.4 Extracción y cuantificación del alginato 

La técnica se basa en la precipitación del alginato con isopropanol y cuantificación grav imétrica 

del mismo (Jarman et al, 1978; Peña et al, 1997). El procedimiento es como sigue: se mezclaron 

1 O mL de caldo de cultivo con 1 mL de Na2EDTA (0. 1 M) y 1 mL de NaCI (1.0 M) y 

posteriormente se centrifugó a 15 ,500 g (centrífuga Eppendorf 5804) por 20 minutos . Se separó 

el sobrenadan te y se mezcló con 30 mL de isopropanol , dejando reposar 1 O minutos, para la 

precipitación del producto, centrifugándose nuevamente a 15 ,500 g durante 20 minutos. El 

producto se filtró en membranas Nucleopore de 0.22 ~Lm , los cuales se secaron a 70ºC por 24 h 

(hasta peso constante). Finalmente, se pesó el filtro y se calculó (po r diferencia de peso) la 

concentrac ión del poi isacá rido en el medio . 

4.4.5 Distribución de pesos moleculares 

La distribución de pesos moleculares se detenninó por cromatografía de filtración en gel (CFG) 

usando un par de columnas de Ultrahidrogel (UG 500 Waters y lineal Waters) de 7 .8 mm 

(d iámetro interno) por 300 mm, acopladas en serie a un equipo de HPLC (Waters, 625) con un 

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

a un fluj o de 0.9 mL/minuto. La señal del detector fue procesada con un programa para PC 

compatible (Max ima GPC, Waters, Mildford MA, USA). La calibración de las columnas se ll evó 

a cabo con un método es tándar de calibración utili zando pululanos de Aureobasidiu111 pullulans 

co rno estándares de peso molec ul ar con un intervalo de 5,800 a 1,600,000 daltones (Peña et al. 

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

so lución de NaN03 0.1 M y filtrada en membrana Nucleopore de 0.22 ~Lm). 
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Figura 4.3. Curvas patrón para la determinación de sacarosa por HPLC. 
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4.5 CÁLCULO DE PARÁMETROS CINÉTICOS Y ESTEQUIOMÉTRICOS 

La velocidad específica de crecimiento (~L) para los cultivos en lote fue calculada mediante la 

siguiente expresión: 

Donde: 

r!X = pX 
dr 

dX 
= Velocidad de crecimiento 

dt 

1-' = Velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial 

De la integral de la ecuación (1) se obtiene: 

X= Xo e1
" 

Simplificando: 

1 n X = 1 n X o + JI t 

(1) 

Posteriormente se graficó In X contra el tiempo, y la pendiente obtenida representa la veloc idad 

espec ífica de crecimiento. La relación de alginato producido por unidad celular (Yp;x) fue 

calc ulada en la etapa alimentada de todos los CEA 's la cual se ha denominado Yp;x'. Se realizó 

una corrección por el efecto de dilución en cada uno de los datos experimentales utili zados para 

el cálculo de éste parámetro. 
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4.6 ANÁLISIS MATEMÁTICO PARA CULTIVOS EXPONENCIALMENTE 

ALIMENTADOS 

Se mantuvo una tasa de dilución constante predeterminada en un cultivo alimentado a un 

volumen , V. Este se incrementó exponencialmente con respecto al tiempo , tal como lo indica la 

siguiente ecuación: 

V= Vo exp(At) (2) 

En donde Vo es el volumen del cultivo antes de iniciar la alimentación, t es el tiempo y A es una 

constante fijada arbitrariamente. La tasa de alimentación , F, se obtiene diferenciando la ecuación 

(2) con respecto al tiempo: 

dV = F(t) = Vo A exp(At) 
dt 

Ya que la tasa de dilución Des igual a flujo entre volumen, entonces: 

F 
=D=A 

V 

El balance de células en el biorreactor está dado por: 

v d(vx) ,uV/\ = 
dt 

Rearreglando la ecuación (5) se obtiene: 

d(lnV) d(lnX) 
,u= + 

dr dt 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

En donde ,u y X son la velocidad específica de crecimiento y la concentración celular, 

respectivamente. Combinando las ecuaciones (2) , (4) y (6) se obtiene: 

D d(lnx) 
,u= + 

dt 

(7) 

El balance para el substrato en un cultivo exponencialmente alimentado se obtiene por: 
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dS = D(Se- S)- pX 
dt Y1 I S 

(8) 

En donde S y Se son las concentraciones de substrato en el biorreactor y en la alimentación , 

respect ivamente . Y11s es e l rendimiento de biomasa con respecto al substrato. 
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CAPÍTULO V 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. CULTIVO EN LOTE 

Los resultados del cultivo en lote se presentan en la figura 5.1. El experimento se rea l izó 

por duplicado y se graficaron las dos réplicas para mostrar la reproducibilidad de los datos. 

La concentración más alta de biomasa fue de 2.44 ± 0.15 g L- 1
, alcanzada después de las 15 

h de cultivo (figura 5.la) , correspondiente al ti empo del agotamiento de la sacarosa y a la 

disminución de la concentración de oxígeno en la fase gaseosa necesaria para mantener la 

TOO constante (3 % ) (figura 5.1 e). A partir de este momento (- 15 h) , el pH se incrementó 

(monotóni camente) a va lores por arriba de 8.0 unidades (figura 5.1 b) , que coincide co n el 

agotamiento de la fuente de carbono. El alginato generado a las 27 h de culti vo fue de 3. 18 

± 0.2 g L-1 (figura 5.Jb). El Yp;x' fue de 1.3 ± 0.2 g alg/g biomasa y la ~l obtenida fue de 

0.21 ± 0.01 11-1
. Estos valores cinéticos son relativamente cercanos a los obtenidos por 

Trujillo-Roldán et al. (2003b), quienes reali zaron fennentac iones con la mi sma cepa , bajo 

condiciones de cultivo simjlares a las reportadas en este trabajo, exceptuando e l vo lumen de 

trabajo y la geometría del reactor. La TOO fue relativamente cercana al set point (3 .0 %). 

El PMPM del alg in ato producido bajo estas co ndi ciones de cultivo fue de 95 ± 8 KDa. 
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El porcentaje de conversión de sacarosa en alginato fue calculado a partir de la relac ión 

estequiométrica obtenida por Beale y Foster (1996). Ellos reali zaron estudi os de 

reso nancia magnética nuclear para demostrar que de las hexosas (obtenidas a partir de la 

degradación de la sacarosa, en A. vinelandii), la fructosa entra directamente a la ruta de 

síntes is de alginato (ver figura 2.3) mientras que la glucosa es catabolizada por la vía 

Entner-Doudoroff. Esta ruta utiliza una bifurcación, en la cual la reacción de la aldolasa 

produce piruvato y gliceraldehído-3-fosfato (G-3 -P), este último puede entrar 

inmediatamente a la gluconeogénesis y formar más alginato . A partir de estos resultados 

Beale y Foster establecen que el 100 % de la fructosa y el 50 % de la glucosa están 

dirigidos a la formación de alginato . El porcentaje de conversión de sacarosa en a lginato 

fue de 18.7 %, valor calculado a las 27 h del cultivo. 

5.2. CULTIVOS EXPONENCIALMENTE ALIMENTADOS (CEA) 

Para los cultivos exponenci almente alimentados, realizados por duplicado, la fase de 

cultivo en lote se inició con una concentración de 2 g L-1 de sacarosa. La sacarosa se agotó 

a las ~ 7 h de cultivo, dando inicio a la etapa de alimentación. Para todas las etapas 

alimentadas se calculó la relación másica entre el alginato producido y la biomasa generada 

(Yi>ix') con el propósito observar el efecto de ~L sobre este cociente, el cual se refiere a la 

cantidad total de alginato producido por unidad celular (a unaµ constante). 
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5.2.1. CEA (µ = 0.09 h- 1
) 

En lafigura 5.2 se presenta el promedio de los resultados del CEA operado a unaµ de 0.09 

11 ·1
. En estas gráficas se muestran las barras de desviación que indican los va lores máx imos 

y mínimos obtenidos entre réplicas. En algunos casos, las desviaciones son de la mj sma 

magnitud del sí mbo lo empleado. Las líneas punteadas ve11icales indican el ti empo de inicio 

y final de la etapa de alimentación . La ~L fue determinada a partir de la ec uaci ón (6). Las 

ecuaciones utili zadas para realizar los cálculos de los términos cinét icos se muestran en la 

secc ión 4.5 de mater iales y métodos. 

Como se observa en la figura 5.2a , una µ relat ivamente constante se alcan zó 

inmediatam ente después de la primera etapa en lote (~ 7 h), al ini c io de la e tapa de 

alimentación. La línea hori zontal punteada muestra la condición de estado 

pseudoestacionario en donde la tasa de crecimiento permanece constante durante la etapa 

alimentada del proceso (figura 5.2a ). El estado pseudoestacionario para la sacarosa fue 

alcanzado inmed iata mente después del inicio de la alimentación con va lores cercanos a 0.4 

g L-1
• La concentración más alta de biomasa fue de 2.64 ± 0.2 g L-1

, mi entras que el 

alg inato generado ruede 1.4 ± 0.2 g L- 1
, va lor infe rior al obtenido en el cultivo en lote, el 

cual puede ser exp li cado por la baja concentración de biomasa producida. E l porcentaj e de 

conversión de sacarosa en alginato fue de 26%. 1.4 veces mayor con respecto al culti vo 

convenc ional. E n la etapa de alimentación, el Y1"x' fu e de 0.5 ± 0.1 g alg/g biomasa y la ~L 

promed io obtenida fu e de 0.094 h-1
. El tiempo de dupli cación bajo es tas condi c iones fue de 

7.4 h. E l PMPM del alg inato generado fue tres veces mayor que el alginato sinte ti zado en el 

culti vo lote (275 ± 35 KDa) . 
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alginato y sacarosa . 

La figura 5.3a muestra la concentración de ox ígeno en la mezcla de gases de entrada y el 

perfil de la TOD para el CEA mostrado en la figura 5.2. Un valor de TOD co nstante (3 11<i) 

se registró durante la etapa de alimentación (figura 5.3a) . La caída en la concentración de 

sacarosa (figura 5.2b) es seguida por W1 incremento repentino del pH y la pérdida del 

39 



Resultados y discusión 

contro l de TOD debido al cese de la respiración de A. vinelandii. Ta l señal fu e utili zada 

para iniciar la a limentación. En la figura 5.3b se puede obse rvar el incremento exponencial 

de l vo lumen del medi o de culti vo para este experimento. 
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Figura 5.3 . TOD y concentrac ión de ox ígeno en el gas de entrada (a); Incremento de 

vo lumen y comportamiento del pH (b), en cul tivos ex ponencialmente 

alimentados de A. vinelandii a una p = 0.09 11- 1
• 

Se rea li zó el análi sis de los perfil es de di stribución de pesos molec ul ares (cromatograrn as) 

del algi nato producido a di fe rentes tiempos del culti vo (figura 5.4). La muestra to rn ada a 
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las 6 h ( • ), en la etapa de cultivo en lote, está conformada por dos familias de pesos 

moleculares bien definidas. El valor de PMPM para esta distribución es muy similar al 

PMPM del exopo lisacárido producido en el cultivo en lote (cultivos convencionales). 

Posteriormente, cuando se fijó laµ a 0.09 h- 1 (inicio de la etapa de alimentación) , se obtuvo 

una di stribución de pesos moleculares relativamente diferente a la obtenida en la etapa del 

cultivo en lote del proceso. En la distribución de pesos moleculares obtenidas durante la 

etapa de alimentación ( 15 h) se aprecia que una nueva familia de alginato de más alto 

PMPM (-¡-) se sinteti za. También se observa que una de las familias de alginatos de bajo 

peso mol ecular bajo ( - 45 Kda, !) se está "diluyendo" con los algi natos de alto peso 

molecular (-125 Kda , -¡-) es por ello que se observa una disminución del área bajo la curva 

de esta familia en el cromatograma. Por último, en la distribución de pesos mol ecul ares de 

una muestra tomada al final de la etapa de alimentación, a las 27 h del cultivo (~L = 0.09 h-

1), se aprec ia un claro incremento del área bajo la curva de los alginatos de alto PM (\¡1). 

Trujillo-Roldán et al. (2004) demostraron que bajo condiciones bien controladas de TOD, 

en cultivos en lote de A. vinelandii SML2 , se obtiene una sola familia de alginatos. En el 

caso de este CEA ( µ de 0.09 h- 1
) , como se ha set1alado antes , se aprecian dos familias de 

alginatos, sin importar que la TOO fue bien controlada durante la etapa de alimentac ión . 

Una explicación a este hecho es que el exopolisacárido producido en la etapa de 

alimentac ión está mezclado con el alginato sinteti zado en la etapa en lote del proceso. Cabe 

se!'1alar que en la etapa en lote de éste CEA se registró una ~L de 0.21 h-
1 

y en esta condición 

de crecim.iento A. vinelandii SML2 favorece la producción de alginato de bajo PMP rvi (- 45 

KDa), tal como fue el caso para cultivos convencionales (en lote). 
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Figura 5.4. Distribuciones del peso molecular del alginato producido por A. vinelandii 

SML2 en el CEA a 0.09 11· 1
: (-- ) 6 h, (• •• • ••• ) 15 h, ( - - - - - ) 27 h. 

La determinación del PMPM del alginato contenido en una muestra de un CEA está 

influenciada por el biopolímero producido en la etapa en lote del proceso. Para éste CEA , la 

relación mási ca (A lg 11 /Alg1 ) de l alginato produoido en la etapa de alimentac ión (A/g .1) y la 

del alginato producido en la etapa lote (A/g¡J fue de -2.7, es decir, se produj o menos 

alginato en la etapa en lote que en la alimentada. Con el propósito de inferir el efecto del 

alginato de baj o peso molecular (AlgL) sobre la distribución de pesos moleculares de las 

muestras de bi opolímero recolectadas en la etapa alimentada se reali zó un experimento 
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(anexo 2), en donde se presentan los resultados del efecto de una mezc la de alginatos de 

diferentes tallas moleculares sobre la distribución de peso molecular obtenida a partir de 

esta mezcla y su respectivo valor de PMPM. 

En resumen , bajo éstas condiciones de crecimiento(µ = 0.09 11- 1
) se aprecia claramente que 

A. vinelandii SML2 produce alginatos de mayor PMPM , comparados con los producidos en 

e l cultivo convencional (~L = 0.2111- 1
). 

5.2.2 CEA (µ = 0.06 /( 1
) 

Los resultados de este experimento se presentan en la.figura 5.5. La concentración más alta 

de biomasa fue de 1.3 ± 0.1 g L-1 y para el alginato de 1.3 ± 0.1 g L- 1
. En la etapa de 

alimentación, el Yp1x' fue de 1.05 ± 0. 1 g alg/g biomasa. Laµ promedio obtenida en la fase 

de alimentación exponencial fue de 0.061 ± O.O! h-1
. El tiempo de duplicación en este 

experimento fu e de 11.4 h . El valor del PMPM del alginato sinteti zado en este CEA es 7.5 

veces mas grande que el obtenido en el cultivo en lote (705 ± 147 KDa). De todo el 

alginato producido en el cultivo la mayor parte del biopolímero sintetizado fue producido 

en la etapa exponencialmente alimentada (la relación másica AlgA/Alg1_ de la fermentación 

fue de 2.3) . El porcentaje de conversión de sacarosa en alginato fue de 25% mu y simil ar al 

valor obtenido en el CEA operado a unaµ = 0.09h- 1
• 

En la figura 5. 6 se muestra el perfil de las distribuciones de peso molecular de tres 

muestras de alginato producido en el CEA a 0.06 h- 1 (6, 15 y 27 h) . Se observa un 

comportamiento similar a los perfiles de las familias de alginato producidos en el CEA 
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diseñado para dar una ~L de 0.09 h-1
. La única diferencia relevante es que hay un mayo r 

desplazamiento, hacia la izquierda del cromatograma, de la familia de alginato que se 

produce en la etapa alimentada de la fe1111entación, indicando un incremento sustanc ial en 

el PMPM del alginato producido durante el proceso. 
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5.2.3. CEA (µ = 0.03 h-1
) 

Los resultados de este experimento se presentan en la figura 5. 7. La concentración más alta 

de biomasa fue de 1. 22 ± 0.2 g L- 1 y la del alginato de 2.1 ± 0.2 g L-1
• En este culti vo , el 

valor del Yp1x' se incrementó más de 2 veces (3.0 ± 0.2 g alg/g biomasa) con respecto al 

culti vo operado a 0.06 11- 1
• La relac ión másica AlgA!Alg¡_ de la fermentac ión fue de 1.67. El 

porcentaje de conversión de la fuente de carbono en alginato se incrementó cerca de l dob le, 

con respecto a los CEA 's operados a 0.06 h-1 y 0.09 11-1 (del 25 al 45 %). Estos resultados 

son co nsistentes co n los rep01tados en sistemas similares . Sengha et al. (1989) reportaron 

un importante incremento en el porcentaje de conversión de glucosa en alginato (20-40 %) 

en culti vos continuos de P. mendocina manejando tasas de dilución por debajo de 0. 1 11· 1
• 
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En la figura 5. 7b se observa que la ~l promedio obtenida en la fase de alimentació n 

exponencial fue de 0.033 ± 0.0 1 h-1
• El tiempo de duplicación fue de 2 1 h. El PMP:vi se 

incrementó - 14 veces ( 1306 ± 150 KDa) con respecto al PMPM del alginato producido en 

e l cu lti vo en lote. En todos los CEA , el contro l de TOD se mantuvo muy cercano al set 

p oinr (3 ± 0.3 %). Por otro lado, las ~t puntuales obtenidas en la etapa de alimentación, 

fueron relativamente constantes, al igual que la concentración de sacarosa, lo cual indica 

una aproximació n al estado pseudo-estacionario. 

~ 

:....:i 
·• 
~ 
.2 
"' = ºSJ¡ 

-<!'. 

Lote Lote Alimentado Lote 
10 ~~~~~~,~~~~~~~~~~~~~~~~ 

(a) . Q 1 

0.1 

2.4 

2.0 

1.6 

1.2 

0.8 

0.4 

o.o 
o 

º.. 1 

__._ lliomasa 

·· O·· µ puntual 

5 

1 
1 

·. ¡ 

~ 
1 

1 

1 

1 
. .o 1 

1 o · . 1 
t- - - - - - - ---0-~.7"0: .-:. - - - - - -1 
1 " 0 · · · · ·· 0 .. .J 

10 

__._ Algin ato 
-0- Sacarosa 

15 

Tiempo (h) 

20 25 30 

0.25 

0.20 "7 
e., 

0.12 .2 
= ... .E 

0.09 ·;::¡ ... 
:.... 

"' ... 
0.06 "O 

ci. 
"' ... 

0.03 o¡ 
> 

0.00 

1.5 ~ 

:....:i 
·• 
~ 

1.0 "' "' o 
:.... 

"' "' "' 0.5 
(J) 

o.o 

Figura 5. 7. Producción de alginato en cu ltivos exponencialmente alimentados a un a ~l = 

0.03 11 -1
. (a ) Concentración de biornasa y ~l puntual ; (b) Concentración de alginato 

y sacarosa. 

46 



Resultados y discusión 

En la .figura 5.8 se muestra el perfil de las distribuciones de peso molecular de tres 

muestras de alginato producido en el CEA a 0.03 11- 1 (6, 15 y 27 h) . Se observa el mayor 

desp lazamiento hac ia la izquierda del cromatograma, de las familias de alginatos obtenidas 

al tina! de la fermentación , comparadas con los perfiles de los CEA 's desarrollados a p 's de 

0.06 y 0.09 11- 1
• 

3 -\ 
o 
"' e) 

i:::.. 

::: 2 
"' 't-

7 

\ 

' \ 
'\ 

...... .. ~: 
:f 
:1 

./-" ... .··¡ \ ... 

6 5 

Log PM (Da) 

\ .... j¡ 
\" ;¡ 

-:.;) 

4 3 

Figura 5.8. Distribuciones del peso molecular del alginato producido por A. vinelandii 

SML2 en el CEA a 0.03 h-1
: (-- ) 6 h, (· •••••• ) 15 h, ( - - - - - ) 27 h. 

En la figura 5.9 se muestra un resumen de las distribuciones de peso mol ecular de l alginato 

producido a las 27 h de cultivo (de los tres CEA 's) , ti empo en el cual ya se ha sin teti zado 

todo el alginato por A. vinelandii SML2 y no se aprecia un cambio en las distribuciones de 

peso molecular. Estos resultados hacen evidente que la velocidad específica de crecimiento, 

como parámetro cinético, está impactando fuertemente la tal la molecul ar del 

47 



Re:ml!ados y discusión 

exopolisacárido producido , sugiriendo que condiciones de cultivo que deriven en ~L bajas 

(0.03 -0 .09 lf 1
) favorecen la producción de alginatos de mayor peso molecular, con 

respecto al exopolisacárido producido en procesos donde la tasa de crecimiento del 

microorganismo es mas alta (por ejemplo: el cultivo en lote, ~L = 0.21 11-1
). 
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Figura 5.9. Distribuciones del peso molecular del alginato producido por A. vinelandii 

SML2 en cultivo en lote y los tres CEA 's realizados: (- • • - ) 0.21 h-1 ( lote) ; 

(--) 0.0911- 1
; ( • •• • ) 0.0611- 1

; (----) 0.0311- 1
• 

En general, los resultados indican (figura 5.10) que el Yp;x' aumenta cuando el culti vo se 

desarrolla a ve locidades especificas de crecimiento baj as. En la literatura disponible en la 
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actualidad, no hay trabajos que repo1ten Yp;x superiores a 1.5 en la producción de alginato 

por A. vinelandii, en fermentaciones ll evadas a cabo en biorreactor y en matraces. Sin 

embargo, en el CEA contro lado a una ~L de 0.03 h- 1
, de este trabajo se obtiene un Yp;x' de 

casi dos veces mas que lo reportado en la literatura. 
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Figura 5.1 O. Relación de l alginato sintetizado con base en biomasa en CEA 's ( • ) de A. 

vinelandii SML2 como función de la µ. 

Con respecto a lo antes mencionado, Jarrnan et al. (1978); Jarman ( 1979); Annison y 

Couperwhite ( 1986) , al limüar el crecimiento de A. vinelandii por deficiencia de nitrógeno 

en cultivos continuos, reportaron que la biomasa no se vio afectada cuando los cultivos 

fueron desarro ll ados a tasas de dilución inferiores a 0.1 11- 1
; sin embargo, la producción de 

alginato se incrementó cuando la D dismi nuyó. Por lo tanto , la re lación de producto con 
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base en biomasa (YP1x) obtenidos en esos trabajo (aunque no son reportados) se 

incrementaron cuando la ve locidad espec ífica de crecimiento de A. vinelandii fue menor a 

0. 1 11· 1
• Los resultados reportados en esta tesis son consistentes con los anteriores trabajos 

(ver tabla 5.1 ) . Con respecto al Yp1x', el cul tivo operado a ~L = 0.03 11·1 muestra un 

incremento significativo, con respecto a los culti vos reali zados a µ = 0.09 y 0.06 11-1 (tabla 

5.1 ). 

Tabla 5.1. Resumen de los parámetros cinéticos obtenidos en este trabajo , en la etapa 

alimentada de cada fermentación, para las diferentes condiciones de cu ltivo 

evaluadas. 

CEA BIOMASA ALG INATO y P/X ' PMP.\I 
(g/ L) (g/L) (g alg/g bio) (KDa) 

µ = 0.09 11º 1 1.4 ± 0.2 1.36 ± 0.2 0.45 ± 0.2 275 ± 35 

µ = 0.06 11-I 1.3 ± 0.1 1.3 ± 0.1 1.05 ± 0. 1 705 ± 147 

µ = 0.03 11·1 1.0 ± 0.2 2.1±0.2 3.0 ± 0.2 1306 ± 150 

Annison y Couperwhite ( 1986) investigaron la producción de alginato por A. 11inelo11dii en 

cultivos continuos limitados por fosfatos y concluyeron que el Yp1x no fue influenci ado por 

el grado de la li mitación . Sin embargo el rango de µ que fue evaluado solo se inc lu ye un 

dato por debajo de 0.1 11·1
• Nosotros demostramos que el principal efecto de ~L sobre el 

Yp;x' está por debajo de 0.1 11-1
• 
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Oeavin et al. (1977) reportaron cultivos continuos de A. vinelandii en donde se evaluó el 

efecto de D (0.05 -0 .1 h-1
) sobre la concentración de biornasa y de alginato. Ellos 

observaro n qu e cuando se disminuía la tasa de dilución, se incrementaba la concentración 

de alginato. En contraste, en este trabajo se observa que la concentración de a lginato no 

está aparentemente relacionada con éste parámetro cinético (~L), tal parece que lo más 

importante para el rnjcroorganismo es el tipo de biopolímero que sintetiza (específicamente 

la talla molecul ar) antes que la cantidad en masa del mismo. 

El PMPM (figura 5.11) aumentó conforme la ~L de A. vinelandii SML2 disminuyó. Ell o 

sugiere que el mi croo rganismo produce alginatos de alto peso molec ul ar cua ndo es tá 

so metido a condiciones limitantes de crecimiento. Trujillo-Roldán et al. (2003 b) reportaron 

que el PMPM del alginato producido por A. vinelandii en cultivos en lote es función de la 

TOO (otro factor limitante del crecimiento del microorganismo) : pequefias variaciones en 

TOO condujeron a Ja síntesis de alginatos de diferentes PMPM. Trujillo-Roldán et al. 

(2004) propusieron que este comportamiento puede ser debido a un mecani smo de 

regulación celular por un sistema de dos componentes, en donde la sefial activadora de la 

regulación está relac ionada con la concentración de oxígeno disuelto y/o otros componentes 

del med io de cultivo . 

En trabajos recientes, Reyes (2003) reporta Ja producción de al ginato de A. vinelandii en 

cultivos en biorreactor manipulando la potencia inicial suministrada al sistema. Él demostró 

que la velocidad específica de crecimiento disminuye conforme la potencia inicial 
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suministrada es menor. Por otro lado, se observaron altos PMPM cuando se disminuyó la 

potencia suministrada al sistema, obteniendo una correlación lineal inversa entre la ~l y el 

PMPM del alginato producido . Cabe señalar, sin embargo, que ese trabajo experimental no 

fue diseñado para determinar el efecto de ~L sobre el PMPM. Los resultados de Reyes (2003) 

y los presentados en este trabajo sugieren que, independientemente de la estrategia que se 

utilice para manipul ar la p de la bacteria, éste parámetro fisiológico estará definiendo la 

talla molecular del alginato sinteti zado por A. vinelandii. 
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Figura 5.11. PMPM de alginato producido por A. vinelandii SML2 en CEA 's ( • ) co mo 

función de la ~l.. 

En resumen , las estrategias de cultivo que tengan como función objetivo la producción de 

alginato de un determinado peso molecular, deberán contemplar en su disei'io el manejo 
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racional de por lo menos dos factores que afectan esta función objetivo: la tensión de 

ox ígeno disuelto y la velocidad espec ífica de crecimiento. 

Desde el punto de vis ta genético, para el caso de la velocidad específica de crec imiento, 

Espín (2002) ha reportado que los genes de la biosíntesis de alginato están regulados por el 

factor sigma RpoS que responde a condiciones de limitación de nutri entes (como la fuente 

de carbono). De esta manera, su actividad es mayor a bajas µ ' s y/o en fase estac ionari a. Por 

lo anteri or podernos sugerir que el incremento en el Yr1x' (en los CEA 's operados aµ < 

0.06 11 ·1
) se exp li ca por la regul ac ión positiva que efectúa RpoS sobre los genes de la 

sí ntesis de alginato en A. vinelandii. 

Costerton et al. ( 1995) postularon que en ambientes donde hay limitaciones nutrici onales, 

es un a ventaj a crecer fo rmando agregados ó biopelículas . Estas estructuras se caracterizan 

por una cooperatividad fisiológica, constituyendo una comunidad funcional coordinada que 

haría a la comunidad microbiana más eficiente que las células individuales. La producc ión 

de susta nc i.as polirnéricas extracelulares (por ejemplo: exopolisacáridos) por las bacterias 

que se encuentran dentro de las biopelículas puede estar participando en la unión inici al de 

la bacteria a superficies u otras células, en la formación y mantenimiento de la estructura 

del agregado, en el aumento de la resistencia al estrés ambiental y en la nutri ción del 

rnicoorganismo (Stoodl ey et al. 2002). De esta forma, A. vinelandii podría estar regulando 

la cantidad y el tipo de alginato que le será más útil para contender con una condición de 

limitación nutri c ional. Datos no publicados en nuestro g rupo de in vest igac ión 

(co muni cación personal del Dr. Carlos Peña y del MC César Reyes) , indican que el 
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aumento del PMPM del alginato producido por A. vinelandii parece estar relac ionado con el 

incremento del tamaño del agregado en condiciones de baja agitación. Ell o sugiere que 

alg inatos de alto peso molecular, como los sintetizados por A. vinelandii en los CEA 's a 

0.03 11· 1
, podrían estar vinculados con la estructuración y crecimi ento de agregados 

celul ares . 
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6.1 CONCLUSIONES 

Conclusiones y recomendaciones 

CAPITULO VI 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

• Se logró montar un sistema de cultivo exponencialmente alimentado que permitió cultivar 

a A. vinelandii utilizando velocidades específicas de crecimiento bajas (0.03-0.09 11 ·1
). 

• La concentración final de alginato producido por A. vinelandii SML2 no es función de la 

velocidad específica de crecimiento del microorganismo. 

• El Yp1x' y el PMPM del alginato sintetizado están determinados por la velocidad 

espec ífica de crec imiento de A. vinelandii SML2. Se observaron incrementos de 3 y 15 

veces (para Yp1x' y PMPM) respectivamente, cuando la ~L se disminuyó a va lores de 0.03 

h-1
, con respecto a cultivos en lote (~L = 0.22 h"1

). 

• Es posibl e manipular las condiciones de cultivo para obtener alginatos de ca racte rí sticas 

determinadas, específicamente la obtención de biopolímeros de diferentes PMPM. 

• A. vinelandii s intetiza alginatos de alto PMPM como una respuesta de adaptac ión a 

co ndiciones limitantes del crec imiento. 
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Conclusiones y recomendaciones 

6.2 RECOMENDACIONES 

En el caso de los culti vos exponencialmente alimentados, la concentración de alginato es baj a, 

situac ión que obliga a buscar una estrategia que permita aumentar dicha concentrac ión. Se 

recomienda reali zar estudios con el propósito de comenzar el CEA con una alta concentración 

celul ar. Suponiendo que el Yp1x' se mantuviera en estas condiciones, se esperaría que la 

concentrac ión de alginato aumentara en proporción a la de biomasa . 
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Anexos 

ANEXOS 

1. Ejemplo del programa para calcular los flujos de alimentación (mL/h) y el volumen total 

de la ferm entac ión que se requieren para mantener la velocidad específica de crec imiento 

(p) constante. 

2. Análisis de la distribución de pesos moleculares de una mezcla de alginatos alga les de 

diferente peso molecular y su efecto sobre el valor de PMPtv1 del alginato to tal. 

65 



1. Programa de alimentación 

~rchivo ~dic 1ón 'ij_er tnser tar E_orrnato tjerr amíentas 

» Geneva ... 10 

tv123 
e 

Este p.rograma penn.ite calcular los flujos de alimentación (mUh) que son 
adecuados para n\a.niener la velocidad especifica de c:rec:i.ntlento ( 1J.) 

constante, as í como ta:m.bién., el in.cremento del volwn.en total de la 
fern\entación en cultivos exponencialm.ente ali.n\entados de Azotobacta 

1•inelandii S1\.1L2 . 

Los parámetros que pueden ser modificados son: 
MU (Uh)= 0.09 

1(• Xi (gil) ;:: 0 .30 

" Vi (ml.}= 1800 
12 t (h)= o 
n Si (gil)= 120 
1• Vds (glg)= 0 .148 
1s Ecuaciones : 
1>, Flujo (mUh)= (Mu"Xí"Vi.EXP(Mu.t))t(Sí"Yds) 

1s Volumen (ml)= Vi"(Mu•KTE.Xi"ezp(Mu.t)·l<TE.Mu)IMu 
F• donde: KTE=Mul(Yss"Si 0.005068 

Volumen inicial ( 
Biomas a inicial 1 

z• Flujo E1poneneíal 
2$ iempo (hj=lujo (mUh olumen total. (ml} 

"" o 2. 74 1800.00 
27 0.25 2 .80 1800.69 

0.5 2 .86 1801.40 

0 .75 2 .93 1802.12 
2 .99 1802.86 

1.25 3 .06 1803 .62 
1.5 3.13 1804 .39 
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INNH.IHI 
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IH:'U.1111 

I H41U HI 
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IXIU .1111 

I HOU .011 
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(j 

t ""J~ "'> ">n tona;: to 1 n11 . 110+--~-~-~--~-~-~-~-~ 

~ ~1 ;~ CEA O .09 h -1 ,.(' CE.8. 0.06 h· 1 / CE.ll I ~ 111 12 )(, 

Til·1111 111 1h: rnl1i10 (h ) 

Listo 
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Anexos 

2. Analisis de alginatos algales de diferentes pesos moleculares 

Con el propósito de inferir el efecto de alginato de baj o peso molecular (AlgL) producido en la 

etapa en lote de los cultivos CEA sobre el PMPM de alginato total (AlgA + AlgL) de estos procesos 

de fermentació n, se preparó una mezcla de alginatos algales de diferente peso mol ec ul ar (a lginato 

de alto y bajo peso molecular, relación 1:1 m/m), a la cual se le determinó el PMPM. La figura 

A.1 muestra las distribuciones de peso molecular de cada tipo de alginato y su mezcla. Los PMPM 

obtenidos fueron de 550 KDa para el alginato de bajo PM, 874 KDa para el alginato de alto PM y 

el de la mezcla fue de 645 KDa. 
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Figura A.1 . Distribución del peso molec ul ar de alginato alga!. A lginato de bajo PM (- - - ); 

alginato de alto PM (---);mezcla de alginatos (••••••••). 
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El PMPM de la mezc la de alginatos está por debajo del promedio aritmético de los PMPM de los 

alg inatos de alto y bajo PM. Ello indica que el efecto del alginato de bajo PM impacta en mayor 

proporción a la distribución de los pesos molec ul ares , en condiciones de igual co ncentración. 

Esto sugiere que el va lor real PMPM del alginato producido en la etapa de alimentac ión (de los 

CEAs reali zados en este trabajo) podría ser mas alto si se considera el efecto de "dilución" que 

ti ene sobre él, el algin ato producido en la etapa en lote. 
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