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 Resumen  

 El alginato es un polímero lineal conformado por el ácido -L-gulurónico(G) y su epímero el 

ácido -D-manurónico (M). Gracias a sus propiedades fisicoquímicas se emplea en diferentes sectores 

industriales como agente gelificante, viscosificante y estabilizante. Actualmente, la industria 

farmacéutica ha mostrado un particular interés en los alginatos debido a que su composición química y 

arreglo secuencial de monómeros se ha relacionado con efectos biológicos relevantes, como el hecho 

de que polímeros con alto contenido de ácido manurónico inducen la producción de citocinas y 

estimulan receptores. También se ha demostrado que los oliguluronatos modifican transitoriamente 

estructuras de mucina, abriendo posibilidades para el tratamiento de algunas enfermedades 

respiratorias (Draget y Taylor, 2011). Dichos efectos biológicos, han derivado en una demanda de 

alginatos cada vez más específicos y con alto grado de pureza. Sin embargo, los alginatos comerciales 

se sintetizan a partir de algas marinas, por lo que su composición varía ampliamente dependiendo de 

las especies e incluso de los diferentes tejidos de que se extraen, limitando la producción de este tipo de 

polímeros. Como alternativa para su producción se ha evaluado la síntesis alginatos a partir de 

bacterias como Azotobacter vinelandii, debido a la posibilidad que ofrecen de sintetizar polímeros con 

características moleculares definidas. Para lograrlo se han diseñado numerosas estrategias que 

combinan principalmente dos áreas de investigación, la bioingeniería y la biología molecular. En la 

primera, se han modificado diversos parámetros de fermentación como la composición del medio de 

cultivo, la temperatura, el pH, la tensión de oxígeno disuelto (TOD) y el pH. Mientras que en la 

segunda se han elucidado los aspectos regulatorios de la genética microbiana, así como la ruta 

biosintética de los alginatos. No obstante, la producción industrial de alginatos microbianos aún no ha 

sido posible debido a que los rendimientos máximos alcanzados hasta ahora no son suficientes para 

competir con otros polímeros comerciales. Por otro lado, se ha considerado que participar en el 

mercado compitiendo por calidad más que por precio para satisfacer sectores que requieren alginatos 

de alta calidad, como el farmacéutico, podría hacerlos eventualmente competitivos en el mercado. 

Atendiendo lo anterior expuesto, el presente trabajo propone el uso de una cepa mutante a fin de 

caracterizar cinética, química y reológicamente a los alginatos que sintetiza bajo diferentes condiciones 

de crecimiento. Específicamente se trabajó con la mutante ATCN4 de A. vinelandii cultivada tanto en 

ambiente diazotrófico (fijación de nitrógeno atmosférico) como no diazotrófico. Esta cepa posee una 

mutación en el gen nqrE que codifica para una subunidad de la NADH: Ubiquinona oxidoreductasa 

translocadora de sodio (Na
+
-NQR). La primera etapa de la caracterización cinética permitió demostrar 

que al cultivar a esta cepa bajo condiciones diazotróficas, no sólo consume una baja concentración de 

la fuente de carbono (7 g/L) en comparación a la cepa silvestre (10.8 g/l), sino que además es capaz de 

metabolizarla de una manera muy eficiente, permitiendo la obtención de rendimientos globales con 

base a sacarosa 2.7 veces más altos en relación con los de la cepa silvestre; estos rendimientos se 

tradujeron en una mejor producción de alginato, un mayor crecimiento celular y una mayor 

acumulación de PHB. 

 Respecto a la caracterización química, destaca el hecho de que los alginatos sintetizados por la 

cepa mutante se encuentran no acetilados o con un menor grado de acetilación (4 %) en comparación a 

los de la cepa silvestre (12 %), dependiendo del ambiente donde se haya desarrollado la bacteria. Así 

mismo, la determinación del peso molecular permitió observar que mientras el alginato de la cepa 
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ATCN4 extraído de condiciones no diazotróficas es muy similar al de la cepa silvestre, el polímero 

sintetizado en diazotrofía por la cepa ATCN4 presentó el peso molecular más alto reportado hasta 

ahora (~ 2300 kDa) para cultivos en matraces. Otra característica determinada fue la relación G/M, los 

resultados mostraron que los cultivos no diazotróficos con la cepa mutante, permiten la síntesis de 

polímeros conformados principalmente por residuos de ácido G a diferencia de los productos 

sintetizados por la cepa silvestre.  

 Finalmente, se realizó la evaluación funcional de los alginatos en términos de sus propiedades 

reológicas, corroborando el comportamiento no Newtoniano del tipo pseudoplástico propio de los 

alginatos en solución. En el análisis del índice de consistencia (K) se encontró que para una misma 

concentración de alginato e independientemente de las condiciones ambientales, los polímeros de la 

cepa silvestre confieren una mayor calidad reológica en comparación a los sintetizados por la cepa 

mutante. La determinación de las propiedades viscoelásticas de soluciones de alginato (2 %), demostró 

el potencial de los alginatos bacterianos en comparación  a los productos algales, debido a que los 

polímeros sintetizados por las cepas ATCN4 (bajo condiciones diazotróficas) y ATCC 9046 (bajo 

condiciones no diazotróficas) superan hasta 4 veces la G* obtenida para los alginatos algales. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los alginatos son heteropolímeros lineales formados por ácido M y su epímero (C-5) ácido G 

unidos por enlaces β (14) (Espín, 2002). Actualmente son extraídos de algas marinas cafés 

(Phaeophyceae). La obtención de alginatos a partir de estas fuentes depende de la estacionalidad y de 

las condiciones ambientales, por lo que presentan composiciones muy variadas (Clementi, 1997). Estos 

polímeros son también sintetizados por bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas. 

Azotobacter vinelandii se ha empleado como modelo de estudio para la síntesis de alginatos debido la 

ausencia de patogenicidad y a que cuando se cultiva en presencia de iones calcio sintetiza largas 

cadenas de ácido G (Parente et al, 1998). 

Desde un punto de vista comercial, las capacidades gelificantes y viscosificantes son las 

propiedades más importantes de los alginatos ya que determinan su funcionalidad y aplicación en 

industrias como la alimentaria, textil, farmacéutica, biomédica y biotecnológica (Clementi, 1997).  

La biología molecular juega un papel relevante en el estudio de los alginatos, dado que ha 

permitido realizar estudios encaminados a la obtención de cepas mutantes de A. vinelandii capaces de 

sobreproducir el polímero (Peña et al, 2002; Segura et al, 2003; Núñez et al, 2009),  también ha hecho 

posible crear cepas productoras de alginatos con características químicas específicas (Peña et al, 2002), 

así como  evitar efectos indeseables en la degradación del alginato, lo cual permitiría la síntesis de un 

producto de mayor uniformidad en términos de los pesos moleculares (Trujillo-Roldán et al, 2003). 

El empleo de herramientas de bioingeniería ha permitido evaluar los alcances tecnológicos de 

las cepas mutantes de A. vinelandii en términos de la capacidad de producción de alginatos y de su 

crecimiento celular, mediante el control de variables de fermentación como temperatura, pH, TOD, 

velocidades de agitación y suministro de nutrientes. En este sentido, se encontró que la TOD es uno de 

los parámetros críticos más importantes en la síntesis de alginatos por A. vinelandii. Peña et al (2000) 

reportaron la influencia del oxígeno disuelto sobre la concentración y composición del polímero, 

estableciendo que A. vinelandii produce eficientemente alginatos en niveles de oxígeno de entre 3 y 5 

%.  

A pesar de los numerosos estudios realizados no se ha logrado que los alginatos microbianos 

sean una opción viable para su aplicación industrial en términos producción volumétrica. Sin embargo, 

el interés actual radica principalmente en la creación de alginatos microbianos de alta pureza, 

químicamente definidos y con propiedades funcionales atractivas para diversas aplicaciones 
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industriales. Por ello es necesario continuar investigando las posibilidades que ofrecen la biología 

molecular para la generación de cepas mutantes productoras de alginatos específicos, así como la 

bioingeniería, mediante el control y manipulación de las diferentes variables de fermentación. 
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 2. ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades del alginato  

Los alginatos forman una familia de biopolímeros de interés científico e industrial. Estos 

polímeros son polisacáridos lineales compuestos de cantidades variables de ácido M y ácido G. En el 

año de 1881, el científico británico Stanford describió la existencia de alginatos en algas marinas cafés, 

localizados en la matriz intracelular conformando más del 40 % de la materia seca. Actualmente, los 

alginatos comerciales son extraídos de algas marinas como Laminaria hyperborea, L. digitata, L. 

japonica, Macrocystispyrifera, Ascophyllum nodosum, entre otras (Clementi, 1997; Rehm y Valla, 

1997; Sabra et al, 2001).   

La mayor producción de alginatos se da en los Estados Unidos de Norte América (10 000 a 12 

000 ton/año), seguido de China (8 000 a 10 000 ton/año), Reino Unido (6 000 a 8 000 ton/año), 

Noruega (5 000 ton/año), Francia (2 000 ton/año) y Japón (1 500 a 2 500 ton/año). De las 12 000 

toneladas de alginato que se consumen en Estados Unidos, el 60 % se destina al sector alimentario, 20 

% al farmacéutico, 10 % se emplea en la industria del papel y 10 % en la industria textil (Boswell, 

2002). Para el caso de México la principal fuente de alginatos es Macrocystis pyrifera; sin embargo y 

debido a la falta de inversión, se exporta en fresco a Estados Unidos de Norte América para ser 

procesada (Zertuche-González, 1994). A pesar de que los precios de los alginatos algales son 

relativamente bajos ($5-$20 dólares/Kg), los precios de los polímeros de mayor pureza, utilizados 

principalmente en la industria farmacéutica, llegan a alcanzar los $40 000 dólares por kilogramo (Sabra 

et al, 2001). 

La composición química y la secuencia de los alginatos algales varían ampliamente entre 

diferentes especies de algas e incluso entre el tipo de tejido del que se extraen. Asimismo, son 

altamente dependientes de las condiciones ambientales donde se desarrolle el alga, edad y técnica de 

extracción (Draget et al, 2002). Es por ello que su uso en industrias donde se requieren alginatos con 

características químicas definidas y/o con altos pesos moleculares ha sido limitado. Por esta razón, se 

ha investigado la producción de alginato a partir de sistemas microbianos, ya que no únicamente 

ofrecen la ventaja de sintetizar polímeros de composición uniforme, sino que además es posible 

manipular al microorganismo mediante técnicas moleculares para generar alginatos con características 

específicas. 
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2.2 Características químicas de los alginatos 

2.2.1 Estructura  

El alginato es un polisacárido lineal compuesto por ácido M y su epímero (C-5) el ácido G 

unidos por enlaces β (1-4). La estructura secuencial de los monómeros puede ser diversa, teniendo 

bloques homopoliméricos o heteropoliméricos, en los que el número de monómeros es muy variable 

(figura 2.1). Adicionalmente, se sabe que los alginatos bacterianos poseen la característica de estar 

acetilados en sus residuos M. La mayoría de los residuos M se encuentran mono-O-acetilados en el 

carbono 2 o en el carbono 3. No obstante, algunos de ellos pueden encontrarse 2,3 di-O-acetilados 

[figura 2.1; (Skjak-Braek et al, 1989)]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1.Características estructurales del alginato: a) monómeros de alginato, b) conformación de la cadena, c) 

      distribución de bloques, d) alginato acetilado. 

 

Sin duda, el interés en un mayor entendimiento de la estructura secuencial de los alginatos 

parte de la fuerte correlación que existe entre la estructura, longitud y demás características químicas 

del polímero con sus propiedades funcionales, las cuales han resultado de gran interés para diversos 

sectores industriales. 

 

2.2.2 Peso molecular y distribución del peso molecular 

 El comportamiento reológico de los alginatos, específicamente la viscosidad o resistencia al 

flujo, está determinado por factores como el peso molecular, convirtiéndose en una de las variables 



 Antecedentes 

 

7 

Caracterización cinética, química y reológica. 

 

más importantes dentro de sus propiedades. No obstante, los alginatos como los polisacáridos en 

general son polidispersos, es decir que no exhiben un peso molecular uniforme. En este sentido, son 

más parecidos a los polímeros sintéticos que a otros biopolímeros como las proteínas y los ácidos 

nucléicos. Existen diferentes razones que explican la polidispersión de los alginatos, como la presencia 

de la enzima alginato liasa o una sustancial depolimerización en el momento de la extracción. Sin 

embargo, el motivo principal radica en que la síntesis de este polímero es un proceso enzimático que 

no depende de un templado (como en el caso de las proteínas y ácidos nucléicos), el cual garantizaría la 

conservación de la estructura y por ende la obtención de alginatos monodispersos (Moe et al, 1995; 

Steinbüchel, 2001; Draget et al, 2002). 

 Debido a la polidispersión, el peso molecular de los alginatos solo puede determinarse como un 

promedio de toda la distribución de pesos moleculares (Moe et al, 1995; Draget et al, 2002). El 

promedio puede calcularse de diferentes maneras, siendo las más comunes el peso molecular promedio 

(Mw) y el peso molecular promedio en número (Mn). Este último representa al peso total de las 

moléculas, dividido por el número total de moléculas del polímero. Mientras que Mw, se calcula bajo 

la premisa de que las moléculas más grandes representan una fracción mayor del peso total de la 

mezcla polimérica que las moléculas pequeñas, y se calcula promediando el peso de las moléculas que 

poseen una masa molecular específica (Moe et al, 1995). 

El cociente de Mw/Mn representa el índice de polidispersión (IP), en una población de 

moléculas polidispersas es válida la relación Mw > Mn, mientras que para una molécula monodispersa 

Mw = Mn. Un IP > 1 indica que la molécula se encuentra fraccionada, probablemente como 

consecuencia de la precipitación, solubilización, lavado o algunos otros procesos de separación. Un IP 

> 2 indica una distribución más amplia, lo que sugiere una mezcla de productos de diferente peso 

molecular posiblemente por degradación (Moe et al, 1995; Clementi et al, 1998). 

 

2.2.3 Acetilación  

 La acetilación es una de las diferencias estructurales relevantes entre alginatos algales y 

bacterianos, ya que únicamente estos últimos poseen grupos acetilo en su estructura (Gacesa, 1998). El 

grupo O-acetilo en el alginato tiene varias funciones, entre ellas mejorar la capacidad de retención de 

agua, hecho particularmente importante cuando la célula enfrenta condiciones adversas como la 

deshidratación (Vázquez et al, 1999; Nivens et al, 2001). No obstante, el alginato acetilado no solo es 

interesante por sus efectos fisiológicos, sino que además tiene implicaciones en las propiedades 
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funcionales como la capacidad gelificante y viscosificante, expandiendo así el potencial comercial de 

este polisacárido.  

 Químicamente el grupo acetilo reduce la carga neta negativa del polímero (Lee et al, 1996), y 

además incrementa la extensión y flexibilidad de la cadena (Cárdenas, 1997). Como consecuencia, se 

modifican las propiedades de ionización del polímero disminuyendo la capacidad del alginato para 

unirse a iones calcio, fenómeno determinante en la formación de geles. Por otro lado, se incrementa la 

capacidad viscosificante de los alginatos producto de un aumento en el volumen hidrodinámico (Skjak-

Braek et al, 1989; Moe et al, 1995; Lee et al, 1996; Peña et al, 2006). 

 

2.3 Propiedades funcionales de los alginatos 

 Las características físico-químicas de los alginatos les confieren propiedades como agentes 

viscosificantes y gelificantes, siendo útiles en industrias como la alimentaria, textil y agronómica. 

Además del alto potencial de aplicación en campos como la biotecnología, farmacéutica y biomedicina 

(Moresi et al, 2004). 

 

2.3.1 Capacidad viscosificante  

Los alginatos en solución se utilizan para controlar la viscosidad de múltiples sistemas 

comerciales como por ejemplo: pinturas, productos farmacéuticos y alimentos. Esta propiedad es 

resultado de la relación directa que existe entre el volumen hidrodinámico del alginato (volumen que 

ocupa la cadena del polímero en solución) con su peso molecular, estructura química e interacciones 

con el disolvente (Cárdenas, 1997). Debido al carácter polielectrolito de la molécula de alginato y a su 

conformación extendida, las propiedades viscosificantes de los alginatos dependen también de la fuerza 

iónica de la solución. A altas fuerzas iónicas la molécula adoptará una conformación menos extendida, 

por ende tendrá menor capacidad viscosificante. Adicionalmente, se ha demostrado que pequeños 

cambios en la acetilación del polímero, tienen efectos marcados en la viscosidad (Skjak-Braek et al 

1989; Peña et al, 2006).  

 En general, los alginatos en solución son fluidos no Newtonianos del tipo pseudoplástico, por 

lo que su viscosidad aparente disminuye conforme aumenta la velocidad de corte, lo cual es 
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independiente del tiempo (Mancini et al, 1996; Clementi et al, 1998), por lo que pueden ser definidos 

por el modelo de la Ley de la Potencia de Ostwald-de-Waele.  

 = K 
n 

Siendo: 

 = esfuerzo de corte (Pa) 

K = índice de consistencia (Pas
n
) 

 = velocidad de corte (s
-1

). 

n = índice de flujo 

 Entre más alto sea el valor de K, el fluido es más viscoso. El índice de flujo varía de 1 a 0 para 

fluidos pseudoplásticos; entre más bajo sea este valor, el comportamiento pseudoplástico del fluido 

será más pronunciado 

 

2.3.2 Capacidad gelificante  

Debido a un importante desarrollo en el campo de la biotecnología, la biomedicina y la 

industria farmacéutica, se ha popularizado el uso de geles de alginato como agentes de liberación 

controlada, inmovilización de enzimas y microorganismos, entre otros. Por ello, existe un creciente 

interés en elucidar los mecanismos de gelificación así como la forma en que la estructura química de la 

molécula de alginato influencia las propiedades de los geles (Skjak-Braek, 1992; Draget y Taylor, 

2011).  

La gelificación de los alginatos se encuentra directamente relacionada con sus capacidad para 

enlazarse a iones divalentes como el Ca
2+

, Mg
2+

, Sr 
2+

, Ba
2+

, Cu
2+

 y Pb
2+ 

(Haug y Smidsrod, 1965). La 

afinidad de estos polisacáridos hacia los iones divalentes es fuertemente dependiente de la composición 

del alginato, incrementando con la cantidad de bloques G presentes en el polímero. 

Los iones se unen a los residuos G del alginato ya que su arreglo geométrico permite la 

formación de espacios huecos en la cadena del polisacárido, lo que ocasiona que el calcio u otros iones 

permanezca en estas zonas de unión entre las moléculas dando lugar a una estructura llamada “caja de 

huevo” (figura 2.2). Las zonas de empalme se forman por asociaciones cooperativas de bloques G de 

20 o más residuos (Grant et al, 1973). 
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Por otro lado, los bloques de polimanuronato no se unen a iones divalentes, posiblemente 

porque adoptan una conformación de listón extendido, mientras que los bloques G muestran una 

conformación de “bucle” en virtud de un enlace 1  4 entre sus residuos; por tal razón los bloques M 

y MG, actúan como secuencias que solubilizan la red tridimensional, originando geles suaves y 

elásticos (Cárdenas, 1997; Sabra et al, 2001).   

 

Figura 2.2. Estructura tipo “caja de huevo”. 

Otro aspecto relacionado con la formación de geles de alginato es el grado de acetilación de la 

molécula. Skjak-Braek et al (1989) demostraron que existe una relación inversa entre la rigidez de los 

geles y la acetilación del alginato, llegando a la conclusión de que los grupos O-acetilo disminuyen la 

afinidad de los polímeros por el ión calcio (Geddie y Sutherland, 1994). 

A pesar de que los geles de calcio u otros iones divalentes han sido ampliamente estudiados, 

existe otro mecanismo de gelificación de alginatos, el cual consiste en una disminución del pH por 

debajo del pKa de los residuos urónicos (ácido M: 3.38, ácido G: 3.65). Se sabe que este tipo de geles 

(denominados como geles ácidos) se estabilizan principalmente por puentes de hidrógeno, siendo los 

bloques G estructuras fundamentales en la formación de la red, de tal manera que alginatos con altos 

contenido de ácido G forman geles considerablemente más duros comparados con los polímeros ricos 

en ácido M (Draget et al, 1994; Draget et al, 2006). 

En general, los geles de alginato son considerados como materiales viscoelásticos ya que son 

capaces de comportarse como sólidos un sólido elástico y como una solución viscosa. Posiblemente, 

los enlaces entrecruzados en la red del gel contribuyan al carácter elástico, mientras que algunas otras 

interacciones relacionadas con un mecanismo de deslizamiento estén relacionadas con la parte viscosa 

(LeRoux et al, 1999). Las propiedades viscoelásticas de los geles de alginato pueden caracterizarse 
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mediante ensayos de reología dinámica, donde se aplica a la muestra una pequeña deformación o 

velocidad de deformación oscilatoria (LeRoux et al, 1999; Moresi et al, 2004). Este tipo de ensayos se 

consideran “la huella digital” de la microestructura de un material y permiten determinar en qué 

medida se comporta como sólido o como líquido. Diversos parámetros reológicos definen estos 

comportamientos y a su vez proporcionan diferente información, entre ellos se encuentran los módulos 

dinámicos G´ que representa al módulo de almacenamiento o módulo elástico y hace referencia al 

carácter sólido de un material, G´´ es el módulo de pérdida o módulo viscoso y representa el 

comportamiento como fluido (Draget et al, 1994; Cárdenas, 1997; LeRoux et al, 1999; Moresi et al, 

2003). 

 

2.4 Aplicaciones de alginatos 

 Tradicionalmente los alginatos se han empleado como viscosificantes, estabilizantes, 

emulsificantes, gelificantes, agentes formadores de películas y ligadores de agua en una inmensa 

variedad de industrias (Skjak-Braek, 1992; Moe et al, 1995; Clementi, 1997; Rehm y Valla, 1997). En 

la tabla 2.1 se presenta un resumen de los usos tradicionales de estos polisacáridos. 

 

Tabla 2.1. Propiedades funcionales y usos industriales de los alginatos. 

INDUSTRIA PROPIEDADES APLICACIONES 

Alimentaria Estabilizador de emulsiones, 

agente gelificante, viscosificante; 

espesante, estabilizador de 

espuma 

Helados, gelatinas, rellenos para panificación, 

cubierta de embutidos, salsas, aderezos, 

productos congelados, deshidratados, cervezas. 

Farmacéutica y 

biotecnológica 

Emulsificante, espesante, agente 

desintegrador, gelificante 

Inmovilizador de células, impresión dental, 

jabones, lociones, tabletas, vendajes 

quirúrgicos; ungüentos y antibióticos 

Agronómica Agente de retención de agua Acondicionador de suelos 

Papelera Agente de suspensión Corte y dimensionamiento del papel 

Textil Espesante y gelificante Impresión de géneros 

Tratamiento de 

aguas 

Gelificante Incremento de tamaño de agregados en 

procesos de floculación 

*Editada de Moe et al, 1995; Rehm y Valla, 1997; Gacesa, 1998. 
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 Con el rápido desarrollo de las industrias farmacéutica, biomédica y biotecnológica, el 

mercado demanda alginatos cada vez más específicos y con un alto grado de pureza (Rehm y Valla, 

1997). Actualmente existe un número creciente de aplicaciones potenciales para los alginatos de más 

alta calidad, gracias a los nuevos conocimientos que se tienen acerca del impacto de la composición 

química y el arreglo secuencial en sistemas biológicos. El campo biomédico, por ejemplo, ha 

investigado su uso como biomateriales para la manufactura de lentes de contacto, tejidos y 

herramientas quirúrgicas. Igualmente se ha evaluado su uso en el trasplante celular, mediante la 

encapsulación de células se espera que el gel de alginato actúe como una barrera entre el trasplante y el 

sistema inmune del hospedero. Las líneas celulares propuestas incluyen células paratiroideas para el 

tratamiento de hipocalcemia y células cromafines productoras de dopamina para el tratamiento de la 

enfermedad de Parkinson (Draget y Taylor, 2011). Un ejemplo más es la encapsulación de células β 

pancreáticas (productoras de insulina) para el tratamiento de la diabetes tipo I. Estas cápsulas se han 

implantado en el cuerpo de una gran variedad de animales e incluso en humanos. En vista de los 

resultados se analiza la posibilidad de crear un páncreas artificial mediante la encapsulación de isletas 

de Langerhans (Clementi, 1997). 

 

 Durante muchas décadas los alginatos comerciales han sido extraídos únicamente de algas 

marinas cafés; su precio en general es bajo. Únicamente un grupo muy selecto de más alta calidad tiene 

precios muy elevados de hasta $ 40 000 dólares por kilogramo (Sabra et al, 2001); es justo con este 

tipo de polímeros en donde se genera el interés para producir alginatos bacterianos a nivel industrial. 

Con el tiempo y las múltiples investigaciones al respecto, se incrementan las oportunidades 

comerciales de los alginatos bacterianos, debido a la posibilidad que ofrecen para recurrir a procesos de 

fermentación utilizando materias primas libres de variaciones estacionales y/o geográficas, cepas 

específicas y/o condiciones de operación bien controladas y así poder adaptarse a necesidades 

industriales (Clementi et al, 1998). 

 

2.5 Alginatos microbianos  

 Hace más de 80 años se descubrió que los alginatos también pueden ser sintetizados por 

bacterias. Linker y Jones (1964) aislaron y caracterizaron el alginato producido por una cepa mucoide 

de Pseudomonas aeruginosa obtenido del esputo de un paciente con fibrosis quística. Dos años más 

tarde, Goring y Spencer (1966) demostraron que A. vinelandii también era capaz de sintetizar alginato. 
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Los alginatos bacterianos generalmente poseen pesos moleculares más altos que los algales. El 

peso molecular de estos últimos va de los 48 000 a los 186 000 Da; sin embargo, se ha reportado que 

A. vinelandii, produce polímeros de hasta 2x10
6 
Da (Peña et al, 1997; Peña et al, 2002). Probablemente 

la diferencia estructural más importante entre ambos tipos de alginatos es que los sintetizados por 

bacterias poseen grupos acetilos (Gacesa, 1998). 

A pesar de que la producción de alginatos ha sido ampliamente estudiada en diversas especies 

de Pseudomonas, A. vinelandii parece ser un sistema más adecuado para este fin, debido a que no es 

patógena y a su capacidad para producir secuencias contiguas de ácido G similares a las de los 

alginatos algales, indispensables para la formación de geles (Clementi, 1997; Gacesa, 1998; Peña et al, 

2002). 

 

2.5.1 A. vinelandii 

A.vinelandii es una bacteria aerobia, Gram-negativa, se reproduce por fisión binaria, habita 

comúnmente en el suelo y agua. Varía en su morfología y va desde bacilos hasta cocos (Espín, 2002). 

Se desplaza con flagelos perítricos y se distingue por la presencia de un ciclo de vida característico, en 

el cual se forman quistes resistentes a la desecación (Clementi, 1997). Es capaz de fijar nitrógeno 

(diazotrofía) en presencia de altas concentraciones de oxígeno y posee diversos mecanismos para la 

protección de su sistema nitrogenasa (Bertsova et al, 2001). Requiere molibdeno para fijar nitrógeno 

que puede ser parcialmente reemplazado por vanadio. Utiliza nitrato, sales de amonio y ciertos 

aminoácidos como fuente nitrogenada. Metaboliza la fuente de carbono mediante la vía Entner-

Doudoroff, el ciclo de las pentosas y ciclo de los ácidos tricarboxílicos, para su crecimiento y 

desarrollo. El rango de pH en el que crece en presencia de nitrógeno es de 4.8-8.5, en tanto que el pH 

óptimo para crecer cuando fijan nitrógeno es 7.0-7.5 (Espín, 2002). Posee la característica de sintetizar 

dos polímeros de interés industrial: el polisacárido extracelular alginato y el poliéster intracelular poli-

β-hidroxibutirato [(PHB), (Sabra et al, 2001)]. 

 

2.5.2 Biosíntesis de alginatos y PHB 

 La síntesis de un biopolímero puede iniciarse en una parte de la célula, continuar y terminar en 

otro compartimento (Steinbüchel, 2001). 
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 Este es el caso de los alginatos cuyo proceso de síntesis empieza en el citoplasma, 

posteriormente en el periplasma y finaliza en el espacio extracelular. 

A. vinelandii metaboliza los carbohidratos vía Entner-Doudoroff, de esta forma la glucosa es 

convertida a gluconato-6-P, una posterior deshidratación catalizada por la enzima 6-fosfogluconato 

deshidratasa forma el 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato, a continuación una aldolasa cataliza la escisión 

del 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato para obtener piruvato y gliceraldehido-3-P, esta molécula junto 

con su isómero (dihidroxiacetona-fosfato), dan origen a la fructosa-1,6-bifosfato y posteriormente a la 

fructosa-6-P (figura 2.3).  

 La biosíntesis de los alginatos bacterianos inicia en el citoplasma celular, donde la fructosa-6-

fosfato es isomerizada a manosa-6-fosfato por la acción de la enzima bifuncional fosfomanosa 

isomerasa/guanosina difosfomanosa pirofosforilasa (PMI/GMP). La manosa-6-fosfato es convertida 

por la enzima fosfomanomutasa (PMM) en manosa-1-fosfato, la enzima PMI/GMP  se encarga de 

catalizar la conversión de manosa-1-P a GDP-manosa, la cual es oxidada por la GDP-manosa 

deshidrogenasa (GMD) para obtener ácido GDP-M. La enzima manuronato polimerasa (MP), se 

encarga de polimerizar al ácido M [(figura 2.3), (Segura et al, 2003, Galindo et al, 2007)]. 

La modificación del ácido polimanurónico resultante es el siguiente paso en la biosíntesis de 

alginatos. Este es un proceso relevante ya que las propiedades mecánicas de los alginatos dependen en 

su mayoría de las cantidades relativas y la distribución de secuencias de los ácidos manurónico y 

gulurónico que se generen en esta etapa (Clementi, 1997). La modificación ocurre en el periplasma, el 

ácido polimanurónico es acetilado por el complejo acetilasa (AlgI, AlgV y AlgF). Se ha sugerido que 

las proteínas AlgK, AlgX, AlgL forman un andamio que guía el alginato a través del periplasma, para 

que posteriormente sea exportado mediante un canal iónico (AlgJ). Una vez fuera del periplasma una 

familia de epimerasas (AlgE1-7) convierten algunos de los residuos M en G, en tanto que la enzima 

alginato liasa (AlgL) se encarga de degradar preferentemente a los residuos no acetilados (Galindo et 

al, 2007).  

Por otro lado, el PHB en A. vinelandii es sintetizado en tres pasos a partir del acetil-CoA 

(figura 2.3). Una -cetotiolasa cataliza la primera reacción, que consiste en una condensación de dos 

moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, esta molécula es reducida por una acetoacetil-

CoA reductasa para producir -hidroxibutiril-CoA. Finalmente, las unidades de β-hidroxibutirato son 

polimerizadas por la PHB sintasa (Anderson y Dawes, 1990). 
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Figura 2.3. Ruta biosintética de alginato y PHB en A. vinelandii. 

 

2.5.3 Función biológica del alginato 

En células metabólicamente activas de Azotobacter, el alginato es producido como un 

exopolisacárido. El polímero, que es producido en células vegetativas no diferenciadas, forma películas 

que le permiten adherirse a las superficies. Se cree que la acumulación extracelular del alginato actúa 

como una barrera contra la difusión de oxígeno, metales pesados o como protección a condiciones 

adversas del medio ambiente (Sabra et al, 2001). El alginato también forma parte de las dos capas que 

conforman a los quistes maduros: exina e intina, de las cuales el 32 y 13 %, respectivamente, de su 

peso seco es alginato. La cubierta que forma el alginato protege a las células latentes de la desecación y 

el estrés mecánico. Bajo condiciones favorables de crecimiento, la cubierta de alginato se hidrata y los 

quistes germinan, se dividen y regeneran a células vegetativas (Skjak-Braek, 1992). 
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2.6 Cultivos de A. vinelandii 

A diferencia de los alginatos algales, los sintetizados por fermentación bacteriana representan 

una opción atractiva para sintetizar productos con características moleculares determinadas, que 

puedan ser orientadas a áreas como la química-farmacéutica, biomédica y biotecnológica. Diversos 

estudios se han enfocado en el entendimiento de cómo influyen los factores ambientales en la 

producción de alginato por A. vinelandii. Dichos factores, determinan la cantidad y calidad del 

polímero. Se han estudiado parámetros de cultivo como temperatura, pH, mezclado, TOD, 

componentes del medio de cultivo, entre otros. 

 Dentro de la gama de factores evaluados, la TOD y el mezclado son parámetros críticos en la 

producción de los alginatos bacterianos. Se ha reportado la influencia de estos parámetros sobre la 

concentración y características químicas de los alginatos sintetizados por A. vinelandii (Parente et al, 

1998; Peña et al, 2000; Sabra et al, 2001). Peña et al (2000) encontraron que tanto la producción como 

el peso molecular del polímero están fuertemente influenciados por la TOD y la agitación. 

Determinaron que a una TOD de 5 %, la bacteria produce más alginato (4.5 g/L) respecto a una TOD 

de 0.5 % (1 g/L) en cultivos realizados con agitación constante (300 rpm) y en presencia de extracto de 

levadura como fuente nitrogenada. Por otro lado, se definió que a una TOD constante (3 %), la 

velocidad de crecimiento incrementa conforme a la velocidad de agitación; sin embargo, disminuye el 

peso molecular del alginato.  

 

2.6.1 Matraces como bioreactores para el cultivo de A. vinelandii  

Se sabe que los matraces son los bioreactores más usados en biotecnología. En general se 

emplean para establecer condiciones de proceso básicas, desarrollar medios de cultivo, búsqueda de 

cepas, entre otras. Autores como Peña et al (1997), generaron información sobre la influencia de 

diferentes condiciones de aireación en el crecimiento celular, producción, características y propiedades 

de los alginatos. Para ello realizaron cultivos en matraces bafleados (alta oxigenación) y 

convencionales (baja oxigenación), encontrando que para los primeros el crecimiento de la bacteria era 

de aproximadamente dos veces más respecto a los cultivos en matraces convencionales. Sin embargo, a 

pesar de las condiciones de baja oxigenación en los matraces convencionales, fue posible sintetizar 

aproximadamente tres veces más alginato. Dicha sobreproducción de alginato ha sido correlacionada 

con la sensibilidad de las enzimas clave en la biosíntesis del polímero frente al oxígeno. Al respecto, 
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Horan et al (1983) encontraron que la actividad específica de la fosfomanosa isomerasa y la GDP-

manosa pirofosforilasa se incrementan en concentraciones de 1 y 5 % de la saturación y decrece a 

mayores niveles de oxígeno. Esto comparado con los niveles determinados a una TOD de 0 %.  

Peña et al (1997) señalaron que en matraces convencionales, los medios de cultivo presentaron 

mayor viscosidad (520 cps) comparado con los sintetizados en matraces bafleados (30 cps), sugiriendo 

un efecto importante del oxígeno en las características moleculares del polímero (peso molecular). Lo 

anterior demostró que mediante el control de las condiciones ambientales es posible producir alginatos 

con propiedades reológicas similares o mejores que las de los alginatos usados actualmente en el 

mercado de los hidrocoloides. No obstante, la manipulación de los diversos parámetros de 

fermentación no es la única variable para lograr producir polímeros químicamente superiores a los 

algales, estas herramientas biotecnológicas pueden ser combinadas con la biología molecular para la 

creación de cepas mutantes capaces de sintetizar alginatos hechos a la medida. 

 

2.7 Mutantes de A. vinelandii 

La regulación de la síntesis de alginato en A. vinelandii ha sido estudiada de manera muy 

importante. A partir de estos conocimientos ha sido posible la construcción de mutantes de A. 

vinelandii, las cuales han permitido incrementar la producción específica de alginatos así como obtener 

polímeros bien definidos químicamente (Tabla 2.2). Tal es el caso de la mutante SML2 que presenta 

una mutación en el gel algL (que codifica para la enzima alginato liasa). El bloqueo de esta actividad 

permitió sintetizar alginatos con pesos moleculares dos veces superiores a los de su fondo silvestre 

(cepa ATCC9046). Con el estudio de esta cepa se concluyó que la enzima AlgL es la responsable de 

degradar el alginato hacia el final del cultivo, situación indeseable en términos del potencial de 

aplicación de este polímero (Trujillo-Roldán et al, 2003). Por otro lado, la cepa AJ34 tiene una 

mutación no polar en el gen algF que codifica para AlgF, una alginato acetilasa, al tener bloqueada esta 

actividad la cepa AJ34 sintetiza alginatos no acetilados.  

También existen mutantes diseñadas con el objetivo de sobreproducir alginato. Algunas de 

ellas se construyeron bajo la premisa de que en A. vinelandii la síntesis de PHB, constituye un derroche 

de la fuente de carbono cuando se busca incrementar la producción de alginato. Debido a lo anterior, 

Segura et al (2003) realizaron una mutación en el primer gen del operón phbBAC (mutante AT6) que 

impidió completamente la síntesis de PHB. Sin embargo, el rendimiento volumétrico no incrementó 
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significativamente debido a un efecto deletéreo de esta mutación sobre el crecimiento celular (Galindo 

et al, 2007). 

La cepa DM, representa otro caso en el que se pretendió incrementar la producción del 

polímero. La mutante tiene bloqueado el gen phbR (codifica para el activador transcripcional del 

operón biosintético phbBAC) y el gen muc26 que incrementa la transcripción del gen algD (codifica 

para una enzima clave en la síntesis de alginatos). La evaluación de esta mutante demostró que no se 

sobreproducía el polímero; sin embargo, inesperadamente exhibió los pesos moleculares más altos 

nunca antes reportados (4 x 10
6
 Da) en comparación a los 0.8 x 10

6
 Da de la cepa silvestre (Galindo et 

al, 2007). 

Como se observa en la tabla 2.2, se han construido diferentes mutantes cada una con objetivos 

particulares. La información obtenida de ellas ha resultado interesante y enriquecedora, sobre todo en 

el ámbito regulatorio y de la fisiología de la bacteria. No obstante, se ha considerado que el potencial 

de estas cepas puede seguir explotándose mediante una caracterización integral del alginato que 

sintetizan, lo que resulta de suma importancia dado que podrían generar polímeros con características 

bien definidas, a diferencia de los alginatos algales. 

Tabla 2.2. Cepas mutantes de A. vinelandii, nivel al que han sido evaluadas y parámetros determinados a los alginatos 

    que sintetizan. 

Cepa 

mutante de 

A. 

vinelandii 

 

 

Mutación 

 

Efecto de la 

mutación 

Características evaluadas 

Crecimiento 

y 

producción 

de alginato 

 

Peso 

molecular 

 

Relación 

G/M 

 

Grado de 

acetilación 

 

Viscosidad 

 

Viscoelasticidad 

AT268 phbR Ninguno  
 

 
 

  
 

 
 

 

CNT26 muc26 Ninguno  
 

 
 

   
 

 

DM phbR y 
muc26 

Sintetiza 
alginato con 

altos PM 

      

SML2 algL No degrada 

alginato 

 
 

 
 

   
 

 

AT6 phbB No produce 

PHB 

 
 

 
 

   
 

 

AJ34 algF No acetila 

alginato 

      

ATCN4 nqrE Sobreproduce 

alginato 

      

  *Galindo et al, 2007. 

En la tabla 2.2, también se resume el trabajo realizado con algunas cepas mutantes de A. 

vinelandii, los cuadros vacíos representan determinaciones no realizadas. Cabe mencionar que se ha 

puesto especial atención en el peso molecular y la viscosidad de soluciones de alginatos; sin embargo, 
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aún no ha sido caracterizada la relación de bloques monoméricos (G/M) ni sus propiedades 

viscoelásticas, siendo éste último parámetro de gran relevancia dado que describen las características 

mecánicas de los geles de alginato. 

Lo anterior refleja la necesidad de realizar estudios más detallados de los alginatos producidos 

por cepas mutantes de A. vinelandii a fin de proponer alternativas prácticas, ya que el mercado actual y 

futuro de los alginatos demanda productos con alto valor agregado, que exhiban una alta pureza y 

posean características moleculares definidas para hacerlos eventualmente competitivos.  

 

2.7.1 Mutante ATCN4 de A. vinelandii 

 La NADH ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio (Na
+
 -NQR) es una bomba de 

sodio compuesta por seis subunidades estructurales conocidas como NqrA-F (figura 2.4). Estas 

subunidades están codificadas en el operón nqr (Nakayama et al, 1998; Häse y Barquera, 2001). Los 

organismos que expresan el complejo enzimático Na
+
 -NQR son principalmente bacterias marinas 

como Vibrio cholerae y Vibrio alginoliticus, aunque también se ha encontrado ampliamente distribuido 

en microorganismos patógenos como P. aeruginosa, Haemophulis influenzae, Neisseria gonorrhoeae, 

Yersinia pestis, entre otras (Skulachev, 1989; Häse y Barquera, 2001; Verkhovsky y Bogachev, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Mutación en el complejo enzimático Na+-NQR. Imagen tomada de Juárez y Barquera, 2012. 
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 La función principal de esta enzima es la de acoplar la oxidación exergónica del NADH por la 

ubiquinona al transporte de iones sodio del espacio citoplásmico al espacio extracelular (figura 2.4). En 

consecuencia disminuye la concentración interna de sodio y contribuye a la generación de un potencial 

transmembranal de sodio o fuerza sodio motriz (SMF), la cual es utilizada para realizar trabajo 

metabólico como el movimiento flagelar, expresión de factores de virulencia, síntesis te ATP e importe 

de solutos (Skulachev, 1989; Häse y Barquera, 2001; Núñez et al, 2009). 

A pesar de que A. vinelandii no es una bacteria marina o patógena, posee el complejo 

enzimático Na
+
-NQR. Se sabe que en este microrganismo la Na

+
-NQR es la principal bomba de sodio 

y que en conjunto con otras dos oxidoreductasas (NDH I y NDH II) constituyen las NADH 

deshidrogenasas que inician la cadena respiratoria. Núñez et al (2009) encontraron que la inserción de 

un mTn5 (minitransposon) en el operón nqr incrementa la síntesis de alginatos en A. vinelandii. La 

mutante nqr::Tn5, llamada ATCN4 se cultivó en medio sólido y bajo condiciones diazotróficas, donde 

produjo aproximadamente cuatro veces más alginato respecto a la cepa silvestre (800 g alg/ mg 

proteína para la cepa silvestre vs 3400 g alg/ mg de proteína para la mutante), sugiriendo que la Na
+ 

-

NQR regula negativamente la síntesis de alginato y que la ausencia del gradiente transmembranal de 

sodio podría ser una señal que desencadena la producción del polímero (Núñez et al, 2009). Sin 

embargo, hasta ahora se desconocen las razones moleculares de dicho efecto. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los estudios realizados con A. vinelandii se han enfocado a elucidar aspectos regulatorios y 

fisiológicos así como a incrementar la producción volumétrica del alginato. No obstante, dadas las 

bajas concentraciones de alginato logradas hasta ahora [(10 g/L), (Mejía et al, 2010)] el proceso no ha 

resultado económicamente viable. A pesar de esto, no se descarta la posibilidad de hacerlos 

eventualmente competitivos por su calidad, ya que mediante modificaciones genéticas y/o ambientales 

se espera diseñar polímeros hechos a la medida. En este sentido, se considera importante conocer el 

tipo de alginato producido por cepas con alguna modificación genética. Por ello, el presente trabajo 

propone realizar una caracterización del comportamiento cinético de una cepa mutante denominada 

ATCN4; así mismo evaluar las características químicas y propiedades reológicas de soluciones y geles 

del alginato sintetizado por esta cepa, esperando que la información generada contribuya a entender el 

comportamiento intrínseco de la cepa y a evaluar las posibilidades tecnológicas de los polímeros 

sintetizados bajo las condiciones de cultivo planteadas para este trabajo.  

 

4. HIPÓTESIS 

Cultivos líquidos con la cepa mutante ATCN4, afectada en la subunidad E del complejo Na
+
-

NQR, permitirán la síntesis de mayores concentraciones de alginatos con características químicas 

diferentes a las de la cepa silvestre, tales como PMP, grado de acetilación y relación G/M. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar cinética, química y reológicamente los alginatos sintetizados por la mutante 

ATCN4 de A. vinelandii cultivada bajo condiciones diazottróficas y no diazotróficas. 

 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

o Evaluar la cinética de crecimiento, producción de alginato y PHB de la cepa ATCN4 en 

cultivos diazotróficos y no diazotróficos. 

o Caracterizar químicamente a los alginatos (peso molecular, relación G/M, grado de 

acetilación) producidos por la cepa ATCN4 desarrollada en cultivos diazotróficos y no 

diazotróficos. 

o Determinar los parámetros reológicos (índice de consistencia “K” e índice de flujo “n”) de 

los caldos de fermentación. 

o Evaluar las propiedades viscoelásticas de soluciones de alginato en términos del módulo de 

almacenamiento (G´), módulo de pérdida (G´´) y módulo complejo (G*). 

o Analizar la funcionalidad de los alginatos sintetizados por la cepa silvestre ATCC 9046 y 

la mutante ATCN4 en relación a la viscosidad y gelificación, así como compararla con los 

alginatos algales.  
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 El presente trabajo planteó como objetivo realizar una caracterización integral del 

comportamiento cinético, químico y reológico de los alginatos producidos por la cepa mutante 

ATCN4, desarrollada en cultivos sumergidos en matraz y bajo condiciones diazotróficas y no 

diazotróficas. Para ello se diseñó la siguiente estrategia experimental (figura 7.1).  

 Hasta el momento, el trabajo realizado con la cepa mutante ATCN4 se ha centrado en aspectos 

de biología molecular, desarrollando cultivos en placa y en ambiente diazotrófico (Núñez et al, 2009). 

Por lo anterior, se planteó una primera etapa que consistió en la evaluación de los diferentes parámetros 

cinéticos de crecimiento celular, síntesis de productos (alginato y PHB) y consumo de fuente de 

carbono de la cepa ATCN4, desarrollada en cultivos sumergidos en matraces y bajo condiciones 

diazotróficas y no diazotróficas.  

 La segunda etapa consistió en el análisis químico de los alginatos sintetizados, evaluando 

aspectos como el peso molecular, relación de los ácidos gulurónicos/ácidos manurónicos (G/M), así 

como el grado de acetilación de los alginatos sintetizados por la mutante ATCN4 bajo las diferentes 

condiciones de cultivo planteadas. El peso molecular fue determinado por cromatografía de filtración 

en gel (Peña, 1998), el grado de acetilación se determinó por cromatografía de intercambio iónico, en 

tanto que la relación (G/M) se estimó por determinaciones colorimétricas (Blumenkrantz y Asboe-

Hansen, 1973). 

En una tercera etapa, se realizó una caracterización reológica tanto de caldos de fermentación 

como de soluciones reconstituidas de alginato (2 %). A los primeros se les realizó un barrido de 

velocidades de deformación determinando la viscosidad, con la finalidad de calcular sus parámetros 

reológicos, es decir, el índice de consistencia (K) y el índice de flujo (n). Las soluciones reconstituidas 

de alginato se trabajaron con reología oscilatoria para evaluar su comportamiento viscoelástico en 

términos del módulo elástico (G´) y módulo dinámico (G´´). Para realizar dichas determinaciones se 

utilizó un reómetro con una configuración de cono – plato y plato – plato para la viscosidad y 

viscoelasticidad respectivamente.   

Es importante señalar que la cepa parental ATCC 9046 se utilizó como control en cada una de 

las etapas de este proyecto, con fines de comparación.  
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Figura 7.1. Estrategia experimental del proyecto. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Microorganismos, medio de cultivo y condiciones de crecimiento 

 Las cepas ATCN4 y ATCC 9046, fueron preservadas a 4ºC en tubos inclinados (slants) en el 

medio de cultivo Burk modificado solidificado con agar (18 g/L). El mantenimiento se realizó 

mediante resiembras mensuales, como se ha descrito previamente por Peña et al (1997). 

 Se empleó el medio Burk modificado (Peña et al, 1997) para el crecimiento celular el cual 

tiene la siguiente composición: sacarosa (20 g/L), K2HPO4 (0.66 g/L); KH2PO4 (0.16 g/L); MOPS 

(1.42 g/L); CaSO4 (0.05 g/L); NaCl (0.2 g/L); MgSO47H2O (0.2 g/L); NaMoO42H2O (0.0029 g/L); 

FeSO47H2O (0.027 g/L). En el caso de los cultivos no diazotróficos se adicionó extracto de levadura 

(3 g/L) como fuente de nitrógeno. Las sales de potasio, la sacarosa, el extracto de levadura y el MOPS 

se disolvieron en 900 mL de agua destilada y el pH se ajustó a 7.2 con NaOH (2 N). Por otro lado, el 

sulfato de calcio se disolvió en 50 mL de agua destilada y las sales restantes se disolvieron en el mismo 

volumen de agua destilada. Se esterilizó a 121 ºC por 20 minutos cada una de las tres fracciones, con el 

objetivo de evitar la formación de precipitados. Una vez estériles, fueron mezcladas en la campana de 

flujo laminar.  

8.1.2 Inóculo  

 Los inóculos se obtuvieron por resiembras de slants a cajas de Petri y fueron incubadas por 72 

horas a 29 ºC. Se utilizaron entre 3 y 5 asadas de las células generadas en las cajas Petri para inocular 

matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo, los cuales fueron incubados a 29 ºC 

y a 200 rpm por 24 horas. Posteriormente, las células obtenidas se utilizaron para inocular los 

matraces. La cantidad de inóculo fue la necesaria para obtener una densidad óptica de 0.1 a 540 nm 

medida en un espectrofotómetro Beckman modelo DU 650.  

 

8.2 Condiciones de operación 

Se trabajó con matraces Erlenmeyer de 500 mL, con un volumen de llenado de 100 mL, a una 

temperatura de 29 ° C y agitación de 200 rpm. Se ajustó el pH a 7.2 con una solución de NaOH (2 N). 

Los cultivos se realizaron por triplicado, sacrificando matraces tras 12, 24, 36, 48 y 72 h de cultivo. 
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8.3 Métodos analíticos 

8.3.1 Determinación de biomasa por gravimetría  

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

descrito por Peña et al (1997). Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL de Na2EDTA (0.1 

M) y 1 mL de NaCl (1 M). Se centrifugó a 8 000 rpm durante 10 minutos. Se separó el sobrenadante y 

posteriormente el paquete celular fue filtrado con membranas Millipore de 0.45 m de poro, 

previamente taradas. Las membranas se secaron a 70 ºC por 24 horas en una estufa (Felisa), por 

diferencia de peso se determinó la concentración de la biomasa en g/L. Cada determinación se realizó 

por triplicado. 

8.3.2 Determinación de biomasa por turbidimetría 

Esta técnica es una manera rápida de determinar el crecimiento microbiano, para realizarlo se 

tomó una alícuota de 1 mL de caldo de cultivo y se hizo una dilución 1:50 con agua destilada. Se 

determinó la densidad óptica a una longitud de onda de 540 nm, en un espectrofotómetro Beckman 

modelo DU 650. Utilizando una curva patrón se correlacionó la densidad óptica con la concentración 

celular (g/L). Las figuras 8.1 y 8.2 muestran las curvas patrón para las cepas utilizadas en el desarrollo 

del proyecto.  

 

Figura 8.1. Curva patrón para la determinación de biomasa para la cepa ATCC 9046. 
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Figura 8.2. Curva patrón para la determinación de biomasa para la cepa ATCN4. 

 

8.3.3 Determinación de proteína por el método de Lowry 

 El método de Lowry se basa en una reacción de unión del cobre a las proteínas bajo 

condiciones alcalinas, y en la reacción redox que ocurre entre los aminoácidos aromáticos y el ácido 

fosfomolíbdico-fosfotúngstico del Folin-Ciocalteau que se reduce para formar heteropolimolibdeno 

azúl. La reacción resulta en un color azul fuerte detectable fácilmente por espertrofotometría (Lowry et 

al, 1951). 

 Se tomó una alicuota de medio de cultivo (1 mL) y se centrífugo a 12, 000 rpm por 10 minutos, 

se separó el sobrenadante y las células se lavaron con 1 mL de una solución de NaCl (0.85 %). Se 

tomaron 200 L de esta mezcla y se llevaron a 1 000 L con H2O. Se añadieron 5 mL de solución 

reactiva: Na2CO3 (2 %) en NaOH (0.1 N), Tartrato de Na y K (2 %) y CuSO4 (1 %). Se dejó reposar 

por 10 minutos y a continuación se añadieron 0.5 mL de reactivo de Folin (diluido con 1 volumen de 

agua). Se reposó por 30 minutos. La absorbancia fue leída a 625 nm (Lowry et al, 1951). Al mismo 

tiempo se corrió una curva de calibración (por triplicado) usando una solución patrón (2 mg/mL) de 

albúmina (figura 8.3). 
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Figura 8.3. Curva patrón para la determinación de proteína por el método de Lowry. 

 

8.3.4 Extracción y cuantificación de alginato 

 La técnica consiste en la precipitación del polímero con isopropanol y su posterior 

cuantificación gravimétrica (Jarman et al, 1978). Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL de 

EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl (1 M), posteriormente se centrifugó a 11 000 rpm por 10 minutos. El 

sobrenadante se separó y mezcló con 30 mL de isopropanol, dejando reposar por 10 minutos para la 

precipitación del polímero. El precipitado se filtró en membranas Millipore de 0.22 m, puestas 

previamente a peso constante, posteriormente se secaron a 70 º C por 24 horas en una estufa (Felisa). 

La concentración de alginato se calculó por diferencia de peso.  

 

8.3.5 Determinación de consumo de sacarosa (DNS) 

Este método se basa en la hidrólisis de la sacarosa usando una invertasa y la posterior medición 

de los azúcares reductores libres por medio de la reducción del ácido dinitrosalicílico (DNS). Se forma 

un compuesto nitro-aminado de color amarillo, cuya densidad óptica es proporcional a la concentración 

de grupos reductores (Miller, 1959). 

La solución de DNS se preparó pesando 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y 10 g de 

DNS y se mezclaron en este orden en 1.0 L de agua destilada, con adición lenta del DNS para evitar 
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Sacarosa (g/L) = (Absorbancia + 0.0033)/ 0.5035 
R² = 0.9947 
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precipitación. La solución enzimática se preparó mezclando 20 mg de la enzima β-fructosidasa con 1.0 

ml de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6). El procedimiento es como sigue: se tomó una alícuota 

de 1.0 ml del caldo de fermentación, se diluyó 1:20 con agua destilada, se sirvieron 0.9 ml en tubos de 

ensayo y se mezclaron con 0.1 ml de la solución enzimática. La mezcla se incubó a temperatura 

ambiente durante 10 min. Posteriormente se adicionó 1.0 ml de la solución DNS a cada muestra. Los 

tubos se calentaron a ebullición durante 5 minutos, e inmediatamente después se enfriaron en baño de 

hielo. A cada tubo se le adicionaron 10 ml de agua destilada y se leyó la absorbancia a 540 nm 

(espectrofotómetro Beckman DU 650) contra un blanco de reactivos. Los valores se extrapolaron en la 

curva patrón, la cual se elaboró por triplicado utilizando soluciones de sacarosa en concentraciones de 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/ml (figura 8.4).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.4. Curva patrón para la determinación de sacarosa. 

 

8.3.6 Determinación del peso molecular por HPLC 

 El peso molecular promedio se determinó por cromatografía de filtración en gel (CFG), 

utilizando una serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500, Waters) de 7.8 mm (diámetro interno) por 

300 mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters, 2996) con un detector de índice de refracción 

(Waters, 2414). Como fase móvil se usó NaNO3 (0.1 M) a 35 ºC a un flujo de 0.9 mL/min. La señal del 

detector fue procesada en un programa de PC compatible (Empower, Waters). La calibración de las 

columnas se realizó utilizando pululanos de Aerobasidium pullulans como estándares de peso 
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molecular con un rango de 5 800 a 78 800 Da. La muestra de alginato fue filtrada a través de una 

membrana Millipore de 0.22 m y una muestra de 100 L se inyectó al sistema HPLC. 

 

8.3.7 Determinación de la relación G/M 

La determinación de ácido M se realizó con un método espectrofotométrico (Haug y Larsen, 

1962). Se hidrolizaron 5 mg de alginato con 1 mL de H2SO4 (2N) a 121 ºC por 30 minutos. 

Posteriormente, fueron neutralizados con 2.5 mL de CaCO3 (1N). La mezcla se centrifugó a 3 500 rpm 

por 20 min. Del sobrenadante se separó 1 mL y se añadieron 6 mL de H2SO4concentrado. La mezcla se 

dejó enfriar para posteriormente calentar a 55 ºC durante 20 minutos. Finalmente, se añadieron 0.2 mL 

de la solución de carbazol (1% p/v en etanol), se dejó reposar durante 3 horas y se leyó la absorbancia a 

530 nm que corresponde al ácido M presente. La concentración del ácido M fue calculada con la 

respectiva curva patrón elaborada por triplicado (figura 8.5).  

 

Figura 8.5. Curva patrón para la determinación de ácido manurónico 

 

A la concentración del alginato microbiano se le restó el valor obtenido de ácido M, con lo que 

se obtiene la concentración de ácido G, el cociente es la relación G/M. 
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Concentración (mg/mL) = Abs - 0.0032/ 2.0363 

R2 = 0.9931 
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8.3.8 Determinación espectrofotométrica de la pureza de alginato 

La concentración de alginato para la determinación de la relación G/M se realizó por un 

método espectrofotométrico (Blumenkrantz y Asboe – Hansen, 1973). Se tomaron 0.2 mL de las 

soluciones de alginato a una concentración de 1 mg/mL. Se adicionaron 1.2 mL de la solución de 

tetraborato (0.0125 M de tetraborato de sodio en H2SO4 concentrado). Las muestras se enfriaron en un 

baño de hielo por 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se agitaron en Vortex y calentaron en 

un baño de agua hirviendo durante 5 minutos. Las muestras se enfriaron nuevamente y se adicionaron 

20 L de la solución de meta-hidroxidifenil. Finalmente, las muestras fueron agitadas en Vortex y se 

dejaron reposar por 30 minutos en baño de hielo. Pasado este tiempo se leyó absorbancia a 520 nm. 

Los valores se extrapolaron en una curva patrón elaborada por triplicado (figura 8.6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.6. Curva patrón para la determinación de la concentración de alginato. 

 

 

8.3.9 Determinación del grado de acetilación por HPLC-UV 

 El grado de acetilación de los alginatos se determinó por cromatografía, adaptando el método 

original reportado por Cheetham y Punruckyong, 1984. Se utilizó una columna HPX-87H de Biorad, 

con un detector de arreglo de diodos, como fase móvil se usó H2SO4 (0.014 N) a 50°C a un flujo de 

0.65 mL/min. Se mezclaron 500 µL de H2O con 10 mg de alginato. Posteriormente, se adicionaron 500 

µL de NaOH (1 N), la mezcla fue homogenizada y burbujeada con N2. Se acidificó con 120 µL de 

H2SO4 concentrado y se centrifugó a 10 000 rpm durante 5 minutos, transcurrido el tiempo, la muestra 
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se filtró con microdiscos de 0.45 µm y se inyectaron 40 µL. Se elaboró una curva patrón (por 

triplicado) utilizando acetato de sodio como estándar a diferentes concentraciones (figura 8.7). 

 

Figura 8.7. Curva patrón para la determinación de acetilos. 

 

8.3.10 Determinación de PHB  por HPLC-UV 

Recuperación de PHB. Se centrifugó 1 mL de medio de cultivo a 12 000 rpm por 10 minutos, 

se retiró el sobrenadante y se adicionó 1 mL de hipoclorito de sodio comercial (2 %). La mezcla se 

incubó a 30°C por una hora. Transcurrido el tiempo, se centrifugó por 10 minutos a 12 000 y se retiró 

el sobrenadante. Posteriormente se adicionó 1 mL de agua destilada, nuevamente de centrifugó bajo las 

mismas condiciones y se retiró el sobrenadante. El procedimiento anterior se repitió con 1 mL de 

etanol absoluto y 1 mL de acetona grado reactivo. Después de separar el último sobrenadante, el 

precipitado (PHB) se secó por 5 minutos (Law y Slepecky, 1961).  

 Se adicionó 1 mL de H2SO4 concentrado y se calentó a 90 ° C por una hora, con el fin de 

obtener el ácido crotónico, producto de la hidrólisis ácida del PHB. 

Cuantificación de PHB. Esta técnica se basa en la determinación de ácido crotónico, se realizó 

utilizando una técnica de HPLC (equipo Waters, 2695), con un detector UV (211 nm) y una columna 

de intercambio iónico (Aminex HPX-87H).Se utilizó H2SO4 (0.014 N) como fase móvil, con un flujo 

de 0.7 mL/min y una temperatura de 50°C (Karr et al, 1983). El tiempo de corrida de cada muestra fue 

Acetilos (mg/mL) = Absorbancia /1E+06 

R² = 0.9667 
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PHB (mg/mL)  = (Absorbancia  - 5 X 10  )/ 6 x 10   

R² = 0.9935 
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de 30 minutos y las muestras fueron inyectadas por duplicado. La señal del detector se procesó con un 

programa PC compatible (Empower, Waters). Se realizó una curva patrón por triplicado, utilizando 

ácido crotónico como estándar (figura 8.8). 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 8.8. Curva patrón para la determinación de ácido crotónico. 

 

8.3.11 Determinación de la viscosidad aparente 

Para realizar las determinaciones de los parámetros reológicos del caldo de cultivo, se utilizó 

un reómetro de cono y plato marca TA Instruments-Waters LLC modelo Advanced Rheometer 1000 

(AR 1000) a 25ºC. Se trabajó con un gradiente de deformación de entre 0.5 a 1500 s-1 (Mejía, 2008). 

Los datos obtenidos se ajustaron al modelo de la ley de la potencia para obtener el índice de 

consistencia y el índice de flujo: 

 = K *  
n 

Siendo: 

 = esfuerzo de corte (Pa) 

K = índice de consistencia (Pasn) 

 = velocidad de corte (s-1). 
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n = índice de flujo 

Para la calibración del reómetro se utilizaron aceites de la marca Brookfield. 

 

 8.3.12 Determinación de las propiedades viscoelásticas 

 Preparación de la muestra: De cada uno de las muestras de alginatos se prepararon 

soluciones (2 %) y se mezclaron con CaCl2 (0.7 M). Instantáneamente se formó un gel heterogéneo, el 

cual se dejó reposar por 10 minutos antes de ser analizado. 

 Análisis viscoelástico: Se utilizó un reómetro marca TA Instruments-Waters LLC modelo 

Advanced Rheometer 1000 (AR 1000), equipado con una configuración de plato-plato. Se trabajó con 

un barrido de frecuencia en la zona viscoelástica lineal. Los parámetros operacionales fueron los 

siguientes: 1 Hz de frecuencia, a una temperatura de 25°C. Se realizó un barrido de deformación para 

asegurar que los resultados se encontraran dentro de la zona viscoelástica lineal.  

 

 8.3.13 Cálculo de los parámetros cinéticos y estequiométricos  

 Asumiendo que durante la fase exponencial la velocidad de crecimiento de las células se 

incrementa en forma constante, la velocidad máxima específica de crecimiento (μmáx) fue calculada 

mediante la siguiente expresión:  

                                                                        dX/dt= μX                                                                     (1) 

Donde:  

dX/dt= Velocidad de crecimiento  

μ = Velocidad específica de crecimiento en la fase exponencial  

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

X = Xo e
μt

 

Simplificando:  

lnX = ln Xo + μt 
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Posteriormente se graficó el tiempo contra lnX y la pendiente obtenida representa la velocidad 

específica de crecimiento.  

 La cinética de formación de producto puede ser descrita por la ecuación de Luedeking-Piret, la 

cual ha sido utilizada con éxito en la descripción de la cinética de producción de exopolisacáridos 

sintetizados por Xanthomonas campestris, Aureobasidium pullulans, Azotobacter vinelandii y 

Pseudomonas sp. (Luong et al, 1988; Weiss y Ollis, 1980; Serrano-Carreón et al, 1998). Para el caso 

de A. vinelandii, la generación de alginato puede estar asociado al crecimiento bacteriano  y/o estar 

asociada a la fase estacionaria. Esta relación es representada por la siguiente ecuación:  

                                                                   dP/dt = α dX/dt + βX                                                           (1) 

El parámetro α se obtiene a partir de la ecuación logística:  

                                                                   dX/dt = μx (1-X/Xm)                                                          (2) 

Donde:  

Xm = máxima concentración de biomasa  

La integración y re arreglo de la ecuación (2) genera la siguiente ecuación:  

                                                           X (t) = Xo{e⌃μt
/[1- (Xo/Xm)(1-e⌃μt

)]                                         (3) 

 La integración de la ecuación (1) y la posterior sustitución en la ecuación (2) genera la 

evolución de P en el tiempo (4):  

                    P (t) = Po + α(Xm/μ) ln[1-(Xo/Xm)(1- e⌃μt
)] + βXo{e⌃μt

/[1- (Xo/Xm)(1-e⌃μt
)]}          (4) 

 El parámetro β (constante no asociada al crecimiento) se evaluó a partir de los datos 

experimentales de dP/dt tomados de la cinética de cultivo en la fase estacionaria.  

β= (dP/dt)Xm 

 El valor (dP/dt) se obtuvo a partir de los incrementos de P (alginato) en el tiempo (t) a partir de 

los datos experimentales.  
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El parámetro α se obtiene a partir de la ecuación (4) re arreglada:  

            P (t) = Po + αXo {e⌃μt
/ [1-(Xo/Xm)(1- e⌃μt

)]} + β(Xm/μ) ln[1- (Xo/Xm)(1-e⌃μt
)]}            (5) 

De tal forma que:  

       P(t) – Po = αXo {e⌃μt
/ [1-(Xo/Xm)(1- e⌃μt

)]} + β(Xm/μ) ln[1- (Xo/Xm)(1-e⌃μt
)]}                        (6) 

Como:  

X(t)= { e⌃μt
/ [1-(Xo/Xm)(1- e⌃μt

)]} 

El parámetro α (constante asociada al crecimiento), se obtuvo de la pendiente que resulta de graficar:              

P-Po-β(Xm/μ) ln[1- (Xo/Xm)(1-e⌃μt
)]} contra X(o)- X(t)                                                         (7) 
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9. RESULTADOS  

Capítulo I 

9.1 Caracterización cinética 

 La cepa ATCN4 posee una mutación en el gen nqrE (nqrE::Tn5) el cual codifica para una 

subunidad de la NADH: Ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio (Na
+
-NQR). Este complejo 

es una bomba que acopla la oxidación exergónica del NADH con la ubiquinona al transporte de iones 

sodio del espacio citoplásmico al espacio extracelular, contribuyendo a la generación de un potencial 

transmembranal de sodio. Durante cultivos sólidos la mutante ATCN4 produjo ~ 4 veces más alginato 

respecto a la cepa silvestre (800 g alg/ mg de proteína para la silvestre vs 3400 g alg/ mg de 

proteína), sugiriendo que en A. vinelandii la falta en la actividad de la enzima Na
+
-NQR, causa la 

ausencia de un gradiente transmembranal de sodio e incrementa la producción de alginato (Núñez et al, 

2009). A la fecha, la cepa mutante ATCN4 no ha sido evaluada en cultivos líquidos, por lo que se 

propuso una primera etapa de caracterización en términos del crecimiento celular, producción de 

alginato, acumulación de PHB y consumo de fuente de carbono. 

 Los resultados de las determinaciones se muestran en las figuras de los siguientes apartados, en 

donde se compara el desempeño de la cepa ATCN4 en relación al de la cepa silvestre ATCC 9046. Los 

puntos de las gráficas representan el promedio de tres cultivos independientes y las barras de 

desviación estándar reflejan la reproducibilidad de los datos.  

 

9.1.1 Crecimiento celular 

 En diferentes estudios se ha encontrado que las mutaciones capaces de generar un incremento 

en la producción de alginato también provocan efectos negativos sobre el crecimiento celular, 

atribuyendo este fenómeno a un posible desvío de la fuente carbonada hacia la sobreproducción del 

polímero, en detrimento del crecimiento celular (Galindo et al, 2007).Tal es el caso de la cepa AT6, 

que posee una mutación (inserción) en el primer gen del operón phbBAC, que impidió por completo la 

síntesis de PHB y dio como resultado un aumento significativo en la producción de alginato en 

matraces agitados. Sin embargo, la mutación tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento celular, 

presumiblemente por el costo energético impuesto por la producción de altas cantidades de alginato. 
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Por lo anterior, la estrategia inicial en esta etapa del proyecto consistió en promover el crecimiento 

celular de la mutante mediante el uso de una fuente nitrogenada. Para ello se seleccionó el extracto de 

levadura ya que de acuerdo a estudios previos realizados por Tinoco (1993), en donde se evaluaron 

fuentes de nitrógeno orgánicas (peptona, triptona) e inorgánicas (acetato de amonio, cloruro de 

amonio), cuando A. vinelandii se cultiva en presencia de extracto de levadura, no solo incrementa la 

síntesis de biomasa si no también mejora la producción de alginato (Reyes et al, 2003; Mejía, 2008).  

 Las cinéticas de los cultivos se corrieron a lo largo de 72 horas, tiempo reportado para que A. 

vinelandii se encuentre en la fase estacionaria. Los resultados de producción de biomasa de la cepa 

ATCN4 y de la cepa ATCC 9046 se presentan en la figura 9.1. Después de las primeras 24 horas de 

cultivo el crecimiento bacteriano de la mutante difiere al observado para la cepa silvestre, obteniéndose 

una velocidad específica de crecimiento (μ) de 0.1 h
-1

 y una concentración máxima de biomasa de 5.2 

g/L en el caso de la mutante; mientras que la cepa control produjo 4.1 g/L de biomasa con una μ 

correspondiente a 0.094 h
-1

. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.1. Cinética de crecimiento celular (en términos del peso seco) de la mutante ATCN4 () y cepa silvestre ATCC 

      9046 () cultivadas bajo condiciones no diazotróficas.  

 

 Resulta interesante el mayor crecimiento celular exhibido por la cepa ATCN4, este 

comportamiento difiere al de otras cepas mutantes de A. vinelandii previamente reportadas. Estas cepas 

tienden a sintetizar menores concentraciones de biomasa comparadas con la cepa silvestre, tal y como 

lo muestran los estudios de Miranda (1998), Segura et al (2003) y Mejía (2008), en donde se encontró 

que al cultivar a estas cepas bajo las mismas condiciones ambientales empleadas en este trabajo, las 

mutaciones (dirigidas a incrementar la producción de alginato) parecen afectar negativamente el 
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crecimiento celular (figura 9.2). En el mejor de los casos, se reportó que la cepa SML2 (que lleva una 

mutación la cual impide la depolimerización de alginato) logra un crecimiento celular similar al de la 

cepa silvestre (Trujillo-Roldán et al, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9.2. Concentración máxima de biomasa sintetizada por diferentes cepas mutantes de A. vinelandii cultivadas en 

       matraces agitados y bajo condiciones no diazotróficas. * *Galindo et al, (2007); *Miranda (1998).  

 

 Por otro lado, observaciones al microscopio óptico muestran que las células de la cepa ATCC 

9046 poseen una morfología bacilar, típica de las condiciones de cultivo no diazotróficas (figura 9.3a). 

En contraste, la mutante presentó morfología esférica (figura 9.3b), sugiriendo una mayor acumulación 

de gránulos de PHB. Debido a que el PHB se almacena de manera intracelular es común que la 

determinación de biomasa medida por peso seco (figura 9.1) incluya también a este polímero. Por lo 

tanto, los datos obtenidos para la determinación de crecimiento podrían ser un reflejo de la capacidad 

de acumulación del PHB, más que del crecimiento microbiano, sobreestimando así la producción de 

biomasa alcanzada por la cepa mutante. Con la finalidad de descartar esta posibilidad se cuantificó a la 

biomasa con base a la proteína presente (figura 9.4). 

                                a)  Cepa ATCC 9046                                                  b) Cepa ATCN4 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.3. Fotografías al microscopio óptico (100 X), tomadas de cultivos no diazotróficos con 72 horas de fermentación: a) 

    cepa silvestre ATCC 9046, b) cepa mutante ATCN4. 
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 La cuantificación de proteína se presenta en la figura 9.4, se observó que después de las 36 

horas de cultivo la mutante supera la producción de biomasa en relación con la cepa silvestre. Así, a las 

72 horas de fermentación la mutante alcanzó 1.17 g/L, mientras que la cepa silvestre logra un valor de 

0.8 g/L, confirmando el mayor crecimiento celular de la cepa ATCN4 observado en la determinación 

por peso seco.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.4. Cinética de crecimiento celular con base a proteína: cepa ATCN4 () y cepa ATCC 9046 () cultivadas bajo 

      condiciones no diazotróficas. 

 

 Estudios previos con la cepa ATCN4 en donde se observó su potencial como sobreproductora 

de alginato, fueron realizados en ambiente diazotrófico. Es bajo esa condición que en cultivos sólidos 

se seleccionan mutantes con fenotipo mucoide (potenciales sobreproductoras de alginato). Tomando en 

cuenta lo anterior y debido a las diferencias fisiológicas que podría presentar la cepa mutante en ambas 

condiciones de cultivo, se llevó a cabo una evaluación en ambiente diazotrófico, eliminando el extracto 

de levadura del medio.  

 En la figura 9.5 se muestran los resultados de crecimiento con base a peso seco para los 

cultivos diazotróficos. Se aprecia que después de las 24 horas la mutante alcanzó una concentración de 

biomasa correspondiente a 1.16 g/L con una μ de 0.057 h
-1

. Por su parte, la cepa ATCC 9046 logró 

sintetizar 1.94 g/L con una μ de 0.08 h
-1

. En este caso, la mutante cultivada bajo condiciones 

diazotróficas acumuló 40 % menos biomasa que el control (cepa ATCC 9046). No obstante, al igual 

que en las condiciones no diazotróficas cabe la posibilidad de que la acumulación de PHB haga que se 

sobreestime el crecimiento microbiano, por lo que se cuantificó el contenido de proteína. 
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Figura 9.5. Cinética de crecimiento celular con base a peso seco: cepa ATCN4 () y cepa ATCC 9046 () cultivadas bajo 

      condiciones diazotróficas.  

 

 De modo similar, se determino el crecimiento cuantificando la cantidad de proteína para evitar 

las posibles interferencias ocasionadas por la acumulación de PHB. En la figura 9.6 se muestra el 

efecto de las condiciones diazotróficas sobre la producción de proteína. Se aprecia claramente cómo se 

invierten las tendencias en la síntesis de biomasa en comparación a las determinadas con base a peso 

seco (figura 9.5). Es decir, que la cepa mutante produce niveles superiores de proteína, alcanzando a 

partir de las 36 h, alrededor de 1.5 veces más proteína en comparación a la cepa ATCC 9046. Una 

mayor acumulación de PHB o la presencia de algún otro metabolito de reserva como el glucógeno, 

explicaría las diferencias entre los resultados de peso seco y proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.6. Cinética de crecimiento celular con base proteína: mutante ATCN4 () y cepa silvestre ATCC 9046 ()       

       cultivadas bajo condiciones diazotróficas.  
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Para propósitos comparativos, se analizaron las concentraciones máximas de proteína 

sintetizada bajo condiciones no diazotróficas (figura 9.7a) y diazotróficas (figura 9.7b). Esta 

comparación permitió observar que independientemente de la cepa, la eliminación del extracto de 

levadura disminuye el crecimiento celular en aproximadamente 2 veces para ambos casos (figura 9.7). 

Esto seguramente se debe al gasto energético que implica a la célula no tener los aminoácidos 

disponibles en el medio de cultivo, aunado al enorme gasto energético producto de la fijación biológica 

de nitrógeno (Tinoco, 1993; Reyes et al, 2003 y Mejía et al, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9.7. Concentración máxima de proteína sintetizada por las cepas ATCN4 y ATCC 9046 bajo condiciones de cultivo 

      no diazotróficas y diazotróficas.  

 

 En general, los datos de proteína indican que la mutación en la cepa ATCN4 favorece el 

crecimiento celular en cualquiera de las condiciones en que se cultivó la mutante. Debido a que la 

mayor parte de la información acerca del rol fisiológico del complejo Na
+
-NQR se ha generado a partir 

de bacterias marinas Gram negativas (Page, 1991) resulta difícil proponer un mecanismo para explicar 

el fenómeno de mayor desarrollo celular. A pesar de esto, es probable que en la mutante ATCN4 una 

disminución en la actividad de la NADH deshidrogenasa resulte en una redistribución de poder 

reductor favoreciendo la producción de biomasa. 

 

 

b) Cultivos diazotróficos a) Cultivos no diazotróficos 
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9.1.2 Acumulación de PHB 

 Durante las observaciones al microscopio mencionadas previamente (figura 9.3), la mutante 

ATCN4 mostró una morfología que se caracteriza por la acumulación de PHB, un polímero de reserva 

sintetizado en condiciones de desequilibrio nutricional, usualmente cuando ocurren limitaciones de una 

fuente de nitrógeno, fósforo o magnesio en presencia de un exceso de la fuente de carbono y energía. 

Otro papel propuesto para el PHB es el de reservorio de poder reductor. Cuando en la célula se 

presenta una condición de baja concentración de oxígeno y existe un exceso de la fuente de carbono, se 

favorece la acumulación de NADH y NADPH. Como se sabe, la cepa ATCN4 tiene bloqueado el 

funcionamiento de la bomba Na
+
-NQR, misma que participa en la cadena respiratoria de A. vinelandii 

al acoplar la oxidación del NADH a la translocación de Na
+
 (Häse y Barquera, 2001). Como 

consecuencia de la mutación, la cepa ATCN4 podría estar acumulando poder reductor y por ende 

sintetizando mayores niveles de PHB, respecto a la cepa silvestre. Por lo anterior, se decidió cuantificar 

los niveles de este polímero intracelular (Figura 9.8). 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9.8. Cinética de producción de PHB. a) Condiciones de cultivo no diazotróficas: mutante ATCN4 () y cepa          

silvestre ATCC 9046 (). b) Condiciones de cultivo diazotróficas: mutante ATCN4 () y cepa silvestre  

ATCC  9046 (). 

 

 La figura 9.8 muestra los cambios en el porcentaje de acumulación de PHB con base a peso 

seco para las dos condiciones de cultivo manejadas en este trabajo. En ambiente no diazotrófico (figura 

9.8a) se aprecia que transcurridas 36 horas de fermentación las cepas ATCN4 y ATCC 9046 

acumularon niveles similares de PHB, entre un 51 y 53 % aproximadamente. Antes de este tiempo se 

b) a) Cultivos no diazotróficos a) b) Cultivos diazotróficos 
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observó una diferencia importante, marcada principalmente por el comportamiento de la cepa ATCN4 

que tuvo un notable incremento en los niveles de este polímero, el cual coincide con la fase 

exponencial de crecimiento ocurrida entre las 12 y las 36 horas de la cinética. En lo que respecta a la 

cepa control, el contenido de PHB permaneció relativamente constante, sólo se incrementó alrededor 

de 15 % desde el inicio hasta las 36 horas de cultivo.  

 De modo similar se evaluaron los cultivos diazotróficos (figura 9.8b), en donde la acumulación 

máxima de PHB de la cepa ATCN4 (66 %) resultó ser mayor respecto a la observada para la cepa 

silvestre (49 %). Se determinó que al igual que en los cultivos con extracto de levadura, el incremento 

en la acumulación de PHB de la cepa ATCN4 coincide con la fase exponencial de crecimiento 

bacteriano (de 12 a 24 horas). Sin embargo, en este caso la síntesis del polímero continúa hasta el 

inicio de la fase estacionaria (24 a 48 horas). Por otro lado, a lo largo de la fermentación, no se observó 

una variación considerable en la acumulación de PHB correspondiente a la cepa silvestre. En general 

se encontró que en cualquiera de las condiciones de cultivo, la cepa mutante incrementa el contenido 

de PHB, en cambio, en la cepa silvestre este polímero permanece relativamente constante.  

 

9.1.3 Biosíntesis de alginato  

 Uno de los principales factores que motivó los estudios de la cepa ATCN4 en cultivos líquidos 

fue el fenotipo mucoide observado en medio sólido (Núñez et al, 2009). Los resultados de la 

producción de alginato en cultivos sumergidos para la cepa ATCN4 y su respectivo control se 

muestran en la figura 9.9. Se aprecia que en ambiente no diazotrófico (figura 9.9a), ambas cepas 

sintetizan concentraciones de alginato similares. Únicamente al final de la fermentación (72 horas) la 

mutante produce ~ 14 % más polímero en relación a la cepa silvestre (4.3 g/L).De forma similar, el 

análisis de los cultivos diazotróficos (figura 9.9b) reveló que esta condición permite a la mutante 

sintetizar mayores concentraciones de alginato (35 – 38 %) en relación a la cepa silvestre.  

 La comparación de ambas condiciones ambientales permite distinguir que en ambiente no 

diazotrófico se producen las concentraciones más altas de alginato. De este modo, las cepas silvestre y 

mutante sintetizan 1.8 y 1.5 veces más alginato, respectivamente. Adicionalmente, se examinó de 

manera detallada la eficiencia en la producción de alginato, mediante el cálculo de los distintos 

rendimientos por unidad celular, denotados por YAlg/X (figura 9.10). 
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Figura 9.9.  Cinética de producción de alginato. a) Condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 () y cepa silvestre ATCC 

      9046 (). b) Condiciones diazotróficas: mutante ATCN4 () y cepa silvestre ATCC 9046 (). 

 

 En la figura 9.10a, se aprecia que en ambiente no diazotrófico, la mutante ATCN4 no superó 

los rendimientos de alginato calculados para la cepa ATCC 9046, lo que coincide con investigaciones 

previas (Peña et al, 2002; Galindo et al, 2007) en las que se ha encontrado que diferentes cepas 

mutantes consideradas como sobreproductoras de alginato (en cultivos sólidos y ambiente diazotrófico) 

no son tan eficientes una vez que se cultivan en medio líquido (matraces) y bajo condiciones de cultivo 

no diazotróficas. Esto podría ser consecuencia del cambio ambiental, ya que en cultivos no 

diazotróficos se adiciona extracto de levadura al medio de cultivo. Al incluir la fuente nitrogenada, la 

disposición de aminoácidos en el medio permitiría que la bacteria no se encontrara limitada y 

canalizara su metabolismo hacia el crecimiento celular más que a la producción de alginato. 

 Contrario a los resultados de cultivos no diazotróficos, bajo condiciones diazotróficas se 

promueve un incremento de ~ 1.6 veces el rendimiento por unidad celular por parte de la cepa mutante 

(figura 9.10b). Aún así, estos datos no superan los reportados para cultivos sólidos, correspondientes a 

~ 4 veces más alginato que la cepa silvestre (Núñez et al, 2009). Lo anterior, podría ser una respuesta a 

las diferencias en la transferencia de nutrientes y difusión de oxígeno entre cultivos sólidos y 

sumergidos. Resulta interesante la similitud en los rendimientos observados para la cepa ATCC 9046 y 

ATCN4 de cultivos no diazotróficos y diazotróficos respectivamente, debido a que para términos de 

aplicación, los cultivos con la cepa mutante ahorrarían el costo de la fuente de nitrógeno, que es 5 

veces más costosa que la fuente de carbono (Sigma-Aldrich ®, 2012). 

d) a) Condiciones no diazotróficas c) b) Condiciones diazotróficas 
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Figura 9.10. Rendimientos por unidad celular de las cepas ATCN4 y ATCC 9046 cultivadas bajo condiciones de cultivo 

        diazotróficas y no diazotróficas. 

 En la tabla 9.1 se muestran las constantes  (asociada al crecimiento) y  (no asociada al 

crecimiento) de la ecuación de Luedeking-Piret. Se encontró que en todos los casos la producción de 

alginato es parcialmente asociada al crecimiento, por lo que   0. Es decir que el polímero se sintetiza 

tanto en la fase exponencial como en fase estacionaria. En esta misma tabla se presentan los 

porcentajes de alginato sintetizado durante fase estacionaria en función de las condiciones de cultivo. 

Se observó que independientemente de la cepa, bajo condiciones no diazotróficas se sintetiza ~ 25 % 

del alginato total. Por otro lado, en ambiente diazotrófico, alrededor de un 50 % de alginato es 

producido una vez que las bacterias se encuentran en la fase estacionaria. Estos resultados son 

congruentes con estudios previos realizados por Horan et al, (1981), Brivonese y Sutherland (1989), 

Tinoco (1993), Peña et al (1997), Peña et al (2002) y Reyes et al (2003), quienes trabajaron con 

diferentes cepas de A. vinelandii cultivadas en medio líquido, determinando que para estos casos, la 

síntesis del polímero también se encuentra parcialmente asociada al crecimiento. Al respecto, 

Sutherland (1977) y Horan et al (1983) sugirieron que el aumento en la producción de alginato en fase 

estacionaria podría estar relacionado con la disponibilidad de intermediarios para la síntesis de alginato 

como la GDP manosa y lípidos isoprenoides, los cuales también son utilizados en la síntesis de 

peptidoglicanos y lipopolisacáridos para la formación de la pared celular durante el crecimiento.   

f) a) Condiciones no diazotróficas 

 

e) b) Condiciones diazotróficas 
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Tabla 9.1. Constantes de Luedeking Piret y porcentaje de alginato sintetizado en cada etapa de crecimiento celular. 

 

 

 

 

 De manera global los resultados en la producción de alginato por la mutante demuestran que 

las condiciones diazotróficas favorecen su producción por unidad celular, consiguiendo sintetizar 

niveles similares a los de la cepa silvestre (cultivada en presencia de extracto de levadura). Estos 

resultados indican que en diazotrofía, la falta en la actividad de la enzima Na
+
-NQR favorece la síntesis 

del alginato. 

 

9.1.4 Consumo de sacarosa  

 La energía para los procesos de crecimiento, síntesis de macromoléculas y sus 

correspondientes monómeros proviene principalmente de la oxidación de la fuente de carbono. Una 

vez que la fuente carbonada es consumida por la bacteria, se cataboliza para producir poder reductor, 

esqueletos carbonados (intermediarios) y CO2. Una porción de los equivalentes de reducción son 

oxidados por los componentes de la cadena respiratoria, resultando en la síntesis de ATP, mientras que 

otra fracción de este poder reductor, se utiliza para convertir los intermediarios en polímeros y biomasa 

durante las reacciones redox.  

 La vía Entner-Doudoroff es la principal ruta para la degradación de la glucosa en A. vinelandii. 

Esta vía posee la característica de tener un bajo rendimiento energético, produce solo una molécula de 

ATP por molécula de glucosa. De acuerdo a los estudios realizados por Horan et al (1981) y Mejía et 

al (2010), la bacteria es capaz de utilizar una amplia variedad de sustratos carbonados como glucosa, 

fructosa, manitol, glicerol, sorbitol y sacarosa. Sin embargo, esta última promueve un mayor 

crecimiento celular y producción de alginato, por lo que se seleccionó como fuente de carbono y 

energía para este trabajo. 

 La cinética de consumo de sacarosa bajo condiciones no diazotróficas y diazotróficas se 

muestra en la figura 9.11. En general ninguna de las cepas a cualquiera de las condiciones de cultivo 

Cepa Condición de cultivo  
(galg/gbiom) 

 
(galg/gbiomh) 

% Alginato 
F. Estacionaria 

ATCN4  No diazotrófica 1.15 + 0.3 0.0059 + 0.001 26 + 3.22 

ATCC 9046  1.12 + 0.5 0.006 + 0.001 25 + 2.05 

ATCN4  Diazotrófica 1.08 + 0.12 0.02 + 0.003 50 + 4.6 

ATCC 9046  0.32 + 0.06 0.008 + 0.002 46 + 3.05 
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agotó por completo la fuente de carbono. Hay que enfatizar que el crecimiento celular entró en la fase 

estacionaria después de las 36 y 24 horas para las condiciones de cultivo no diazotrófico y diazotrófico, 

respectivamente, por lo se propone que la sacarosa no es el sustrato limitante para el crecimiento 

celular de las cepas ATCN4 y ATCC 9046. En otro sentido, la producción no asociada al crecimiento, 

junto con la presencia de fuente de carbono en el medio de cultivo durante la fase estacionaria, sugiere 

la posibilidad de sintetizar el polímero después de la fase exponencial de crecimiento.  

 

Tiempo de cultivo (h) 

0 12 24 36 48 60 72

S
a
c
a
ro

sa
 (

g
/L

)

5

10

15

20

Tiempo de cultivo  (h) 

0 12 24 36 48 60 72

5

10

15

20

 

Figura 9.11. Consumo de sacarosa. a) Condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 (), cepa silvestre ATCC 9046 ().   

        b) Condiciones diazotróficas: mutante ATCN4 (), cepa silvestre ATCC 9046 (). 

 

 Como se observa en la figura 9.11 la mutación tuvo efectos importantes sobre el de consumo 

de la fuente de carbono en las 2 condiciones de crecimiento evaluadas. Se determinó que bajo 

condiciones no diazotróficas (figura 9.11a), la cepa ATCN4 incorporó a su metabolismo el 60 % (11.9 

g/L) de la sacarosa a una velocidad de 0.12 g sac/g celh; la cepa silvestre agotó el 73 % (14.6 g/L) con 

una velocidad de consumo de 0.2 g sac/g celh. Por otra parte, en cultivos diazotróficos (figura 9.11b) 

la mutante se comportó de manera singular, debido a que metabolizó únicamente el 30 % de la fuente 

de carbono a una velocidad de consumo de 0.38 g sac/g celh. En cuanto a la cepa silvestre, oxidó el 

59 % (10.8 g/L) de la sacarosa suministrada al medio a una velocidad de consumo de 0.48 g sac/g 

celh.  

 La presencia o ausencia de extracto de levadura afectó claramente el metabolismo de la cepa 

ATCN4. Por lo anterior, se decidió analizar la distribución de la sacarosa en los principales productos 

h) a) Cultivos no diazotróficos g) b) Cultivos diazotróficos 
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generados. Los cuales se expresan como los rendimientos de alginato (Y Alg/S), PHB (Y PHB/S), biomasa 

(Y X/S) y rendimiento global, es decir, el equivalente a la suma de los rendimientos previos (figura 

9.12). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.12. Rendimientos con base a sacarosa en la fase exponencial de crecimiento de la mutante ATCN4 y la cepa ATCC 

       9046 cultivadas bajo condiciones diazotróficas y no diazotróficas. Y Global (  ) Y PHB/S (  ); Y Alg/S (  );       

       Y X/S (  ). 

 

 A pesar de que bajo condiciones no diazotróficas no existieron diferencias marcadas en la 

sacarosa consumida (figura 9.11a), el flujo de la fuente carbonada hacia uno u otro producto 

metabólico si es distinto entre las dos cepas (figura 9.12a). Comenzando con el hecho de que el 

rendimiento global (Y Global/S) de la mutante superó 1.6 veces el de la cepa silvestre. Esto implica que 

los rendimientos de Y PHB/S y Y Alg/S sean 1.5 veces más altos, mientras que Y X/S resultó 1.8 veces 

superior al de la cepa ATCC 9046. Para las condiciones diazotróficas, la figura 9.12b muestra que la 

mutación incrementó 2.7 veces los rendimientos globales con base a sacarosa, 1.6 veces los Y PHB/S, 3.8 

veces los Y Alg/S y 1.4 veces los Y X/S. Los resultados anteriores evidencian cambios generados en los 

flujos de carbono como resultado de la mutación la cepa ATCN4. 

 Los cultivos con la cepa mutante ATCN4 bajo ambas condiciones de cultivo presentaron un 

efecto positivo en metabolismo celular, ya que además de desviar preferencialmente el flujo de carbono 

Y 
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i) a) Cultivos no diazotróficos j) b) Cultivos diazotróficos 
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hacia la síntesis de alginato, se obtuvieron rendimientos superiores de biomasa y PHB en comparación 

a los de la cepa silvestre. Esto sugiere que la mutación en el complejo Na
+
-NQR podría estar 

relacionada con el uso eficiente de la fuente carbonada en A. vinelandii. 
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Capítulo II 

9.2 Caracterización química  

 La producción industrial de alginatos bacterianos no ha sido posible debido a las bajas 

concentraciones volumétricas alcanzadas hasta ahora. Mejía et al (2010) obtuvieron una concentración 

final de 10 g/L, la cual, a pesar de ser la más alta reportada en la literatura, no es suficiente para 

competir con la obtenida de fuentes algales o incluso con otros polímeros microbianos como la xantana 

y el ácido poliglutámico, cuyas concentraciones máximas alcanzaron los 30 y 23 g/L, respectivamente 

(Richard y Margaritis, 2003). Sin embargo, se ha considerado que una sinergia entre la biología 

molecular y la bioingeniería, permitiría generar alginatos bacterianos de alta calidad, con propiedades 

mejoradas en relación a los algales. De esta manera se harían eventualmente competitivos en el 

mercado. Por lo anterior, en la segunda parte del proyecto se llevó a cabo la caracterización del grado 

de acetilación, peso molecular y relación G/M de los alginatos obtenidos en las diferentes condiciones 

evaluadas.  

 

9.2.1 Grado de acetilación 

 Los cambios en las propiedades de los alginatos pueden resultar muy valiosos para algunas 

aplicaciones, sobre todo en el campo biomédico y biotecnológico. Esto convierte a la acetilación en 

una de las características más importantes de los alginatos bacterianos ya que su presencia en los 

residuos manurónicos, aún en pequeñas proporciones, origina alginatos con propiedades deseables 

(Skjak-Braek et al, 1989), como una mayor capacidad viscosificante y la posibilidad de formar geles 

suaves y flexibles. Sin duda, el poder controlar el grado de acetilación de los alginatos ayudaría a 

mejorar sus propiedades funcionales. Dada la importancia de esta propiedad química, se decidió 

cuantificarla en los polímeros sintetizados durante este trabajo, considerando que el proceso enzimático 

de acetilación podría verse afectado por algún cambio inherente a la mutación en ATCN4.  

 Como se puede observar en las figuras 9.13a y 9.13b, no existen modificaciones significativas 

en el grado de acetilación de los alginatos sintetizados en condiciones diazotróficas y no diazotróficas. 

Así, al final de los cultivos los alginatos presentan un contenido de acetilos ~ 12 %. Estos resultados 

contrastan con lo reportado previamente por Peña et al (1997) y Miranda (1998), quienes encontraron 

grados de acetilación de entre 1 y 3 % para esta misma cepa desarrollada en ambiente no diazotrófico. 
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La discrepancia de estos resultados podría deberse a las distintas sensibilidades de los métodos 

utilizados en cada caso.  

 Peña et al (1997) y Miranda (1998) emplearon un método colorimétrico, basado en una 

reacción entre el alginato acetilado con hidroxilamina en solución alcohólica (McComb y McCready, 

1957). Dado que se trata de un método indirecto se ha considerado poco preciso, de tal forma que 

subestima los valores reales .Por otro lado, en este trabajo se empleó una técnica directa y sencilla que 

consiste en la ruptura del enlace O-acetilo del polisacárido y la posterior cuantificación de los acetilos 

liberados mediante cromatografía de intercambio iónico (Cheetham y Punruckyong, 1984). 
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 Figura 9.13. Evolución en el grado de acetilación del alginato. a) Condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 (), cepa 

         silvestre ATCC 9046 (); b) Condiciones diazotróficas: mutante ATCN4 (), cepa silvestre ATCC 9046 (). 

 

 Para los alginatos producidos por la cepa ATCN4, se aprecia claramente que el proceso de 

acetilación se inhibe por completo en los cultivos no diazotróficos (figura 9.13a) o disminuye 

considerablemente (3 veces menos) respecto a la cepa silvestre en cultivos diazotróficos (figura 9.13b), 

alcanzado como máximo ~ 4 % de acetilación. Aún cuando se requiere más información al respecto, 

los datos sugieren que la ausencia de la actividad de Na
+
-NQR afecta negativamente la etapa de 

acetilación del polímero.  
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b) Cultivos diazotróficos 
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9.2.2 Peso molecular promedio del alginato 

 Entre las características químicas que influyen de manera notable en las propiedades de los 

alginatos se encuentra su peso molecular. Esta propiedad es particularmente importante en la 

viscosidad de los polímeros en solución, ya que una molécula de alto peso molecular tiende a adquirir 

un gran volumen hidrodinámico generando un notable incremento en la viscosidad (Cárdenas, 1997). 

En la figura 9.14 se presentan los datos de los pesos moleculares promedio (PMP) correspondientes a 

los alginatos evaluados. Se observó que en ambiente no diazotrófico la cepa mutante sintetizó alginatos 

con un peso molecular promedio similar al de la cepa silvestre (figura 9.14a) y que estos se 

incrementan gradualmente durante el transcurso de la fermentación, alcanzando valores máximos de 

aproximadamente 1500 kDa. Bajo condiciones diazotróficas la cepa mutante sintetizó polímeros de 

alrededor de 2300 kDa a las 36 horas de cultivo. Después de este tiempo se observó una notable 

disminución de los pesos moleculares promedio (figura 9.14b). Mientras tanto, el alginato obtenido por 

la cepa ATCC 9046 cultivada bajo estas mismas condiciones (figura 9.14b), presentó PMP 

prácticamente constantes después de las 24 horas de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.14. Evolución en el peso molecular promedio del alginato: a) Condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 (), 

        cepa silvestre ATCC 9046 (); b) Condiciones diazotróficas: mutante ATCN4 (), cepa silvestre ATCC 9046     

       (). 

 

 Resulta relevante el notable incremento en el PMP de los alginatos aislados de cultivos 

diazotróficos con la cepa ATCN4 (~ 2300 kDa). Hasta ahora, este valor no solo supera los PMP 

calculados en este trabajo, sino que además es superior respecto a lo encontrado previamente para la 

a) Cultivos no diazotróficos 

 

b) Cultivos diazotróficos 
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cepa silvestre (1500 a 1900 kDa) y otras cepas mutantes cultivadas en matraces (Galindo et al, 2007). 

Tal es el caso de las cepas mutantes AT6 (340 kDa), CN26 (1130 kDa), AT268 (1100 kDa), SML2 

(1150 kDa) e incluso la DM (1700 kDa). Esta última, anteriormente reportada como una cepa capaz de 

sintetizar polímeros con los PMP más altos para en cultivos con matraces (Peña et al, 1997; Reyes et 

al, 2003, Segura et al, 2003; Trujillo-Roldán et al, 2003; Galindo et al, 2007).  

 

9.2.3 Distribución del peso molecular del alginato 

 Se realizó el análisis de los perfiles de distribución de pesos moleculares (cromatogramas) del 

alginato producido a diferentes tiempos del cultivo, tanto en ambiente no diazotrófico como en 

diazotrófico. La distribución del peso molecular del alginato obtenido de las cepas mutante y silvestre 

bajo condiciones no diazotróficas fueron relativamente similares a partir de las 24 horas de cultivo 

(figura 9.15a y 9.15b), antes de este tiempo (12 h) se observa que el alginato de la mutante ATCN4 

presentó un perfil de distribución más amplio respecto al de la cepa ATCC 9046. También, se aprecia 

que en cada una de las muestras existen distribuciones de una familia de pesos moleculares bien 

definida, señalada por la presencia de un solo pico en el cromatograma.  

Se sabe que el desplazamiento de los cromatogramas hacia la izquierda indica la síntesis de 

alginatos de mayor peso molecular. Para este trabajo se observó que los alginatos la cepa ATCN4 

(condiciones no diazotróficas) presentaron los PMP más altos entre las 48 y 72 horas (figura 9.15a). A 

partir de las 36 horas, la cepa ATCC 9046 comienza a sintetizar este tipo de alginatos de alto peso 

molecular (figura 9.15b). Los datos, son congruentes con lo previamente reportado para alginatos 

aislados de cultivos en matraz con la cepa silvestre de A. vinelandii en relación a los perfiles de 

distribución y el peso molecular promedio (Peña et al, 1997).  

Por otro lado, se determinó que bajo condiciones diazotróficas no existen diferencias marcadas 

en las distribuciones de los PMP para la cepa ATCC 9046 (figura 9.15d), confirmando los PMP 

prácticamente constantes calculados para estos polímeros (figura 9.14b). De acuerdo a los resultados de 

la figura 9.14b, los alginatos de mayor PMP para las cepa ATCN4 cultivada bajo condiciones 

diazotróficas se calcularon a las 36 h de fermentación. Por lo que es congruente que el cromatograma 

correspondiente a esta muestra, presente el mayor desplazamiento hacia la izquierda (figura 9.15c). 

Posteriormente, entre las 48 y 72 horas de cultivo ocurre un desplazamiento del cromatograma hacia la 

derecha y una clara disminución de área bajo la curva, sugiriendo que una familia de alginatos de bajo 
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peso molecular (posible consecuencia de la despolimerización), se está “diluyendo” con los alginatos 

de mayor peso molecular (2300 kDa). 

      

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.15. Distribución de peso molecular e índices de polidispersión del alginato sintetizado bajo condiciones 

diazotróficas y no diazotróficas por la mutante ATCN4 (a,c) y cepa silvestre ATCC 9046 (b,d) a diferentes 

tiempos de fermentación. 

 La polidispersión de un polímero es un reflejo de la distribución de los pesos moleculares que 

se encuentran en una determinada muestra. De acuerdo a Moe et al (1995) y Clementi et al (1998), 

existe una relación inversa entre el IP y el número de moléculas del mismo peso molecular presentes en 

una población. De esta forma, los IP más altos corresponden a poblaciones más heterogéneas. Se 

calcularon los diferentes índices de polidispersión, la tendencia general muestra un aumento en los IP 

conforme los cromatogramas se desplazan hacia la izquierda (figura 9.15). Esto indica que conforme 

aumenta la edad de los cultivos, las familias de pesos moleculares se vuelven más diversas, debido a 

que contienen alginatos con pesos moleculares de tiempos iniciales del cultivo.  
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 Finalmente, se encontró que el análisis de los pesos moleculares y su distribución permitieron 

elucidar que bajo condiciones de cultivo no diazotróficas la mutación en ATCN4 no ejerce cambios 

notables en el proceso de polimerización del alginato. En cambio, en ambiente diazotrófico se tiene un 

impacto positivo al sintetizar polímeros de alto PMP. En este sentido y debido a que el alginato juega 

diferentes roles dependiendo de las condiciones ambientales, es posible que el alginato de alto peso 

molecular de la mutante ATCN4 se sintetice como respuesta a un probable aumento de la osmolaridad 

intracelular. 

 

9.2.4 Relación Gulurónicos/Manurónicos (G/M) 

 Como se mencionó previamente en los antecedentes, el alginato está constituido por dos 

unidades estructurales, el ácido M y el ácido G. Considerando que el contenido relativo, secuencia y 

distribución de estos monómeros de alginato tiene un profundo impacto sobre sus propiedades 

fisicoquímicas. Uno de los principales problemas de los polímeros algales es la alta variación que 

presentan en su composición. Por ello se ha buscado un proceso de modificación enzimática que 

permita producir alginatos más homogéneos, sin embargo, hasta la fecha no existe algún producto en el 

mercado con esta peculiaridad (Draget et al, 2002). Alternativamente, los alginatos bacterianos poseen 

la ventaja de contar con un sistema de epimerización del alginato. Se trata de un conjunto de enzimas 

que se encargan de epimerizar el C-5 de algunos residuos manurónicos para convertirlos en ácido 

gulurónico, creando así diferentes patrones de epimerización, incluyendo ácido poligulurónico (Rehm 

y Valla, 1997; Draget et al, 2002; Galindo et al, 2007). A pesar de que existe muy poca información 

acerca de las epimerasas, diversos autores, entre ellos Skaj-Braek et al (1985) y Valla et al (2001), han 

planteado la hipótesis de que los grupos acetilo de la cadena de alginato funcionan como una barrera 

estérica que impide el funcionamiento de estas enzimas. Debido a lo anterior, resultó atractivo evaluar 

el contenido relativo de monómeros G y M de los alginatos provenientes de la cepa ATCN4, misma 

que al parecer tiene afectado el proceso de acetilación, los resultados se presentan en la figura 9.16. 

 Los alginatos generados bajo condiciones no diazotróficas con la cepa ATCC 9046 (figura 

9.16a) mostraron una relación G/M prácticamente constante (~2.8). Por otra parte, los valores 

calculados para los polímeros de la cepa ATCN4 exhibieron un notable incremento a lo largo de la 

fermentación (de 1.3 a 4.3), llegando a ser superiores a los de la cepa silvestre después de 24 horas de 

cultivo (figura 9.16a). Contrariamente, bajo condiciones diazotróficas la relación G/M de los alginatos 

producidos por la cepa silvestre a lo largo de la fermentación, tiende a ser superior que la calculada 
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para los de cepa mutante (figura 9.16b). Así, al final del cultivo la cepa silvestre produce alginatos con 

una relación G/M ~2 veces mayor que los alginatos de la cepa mutante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.16. Evolución de la relación (G/M) del alginato. a) Condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 (), cepa 

silvestre ATCC 9046 (); b) Cultivos diazotróficos: mutante ATCN4 (), cepa silvestre ATCC 9046 (). 

 

 Al parecer, los resultados de la relación G/M obtenidos para ambas cepas, no son congruentes 

con la hipótesis de protección estérica que ejercen los grupos acetilo ante la actividad de las 

epimerasas. De ser así, los polímeros de la cepa ATCN4 serían mejores sustratos para las epimerasas 

que los sintetizados por la cepa silvestre. Sin embargo, es posible que las diferencias en la relación 

G/M reflejen distinta actividad en las epimerasas de cada cepa (Clementi, 1997), producto de los 

cambios impuestos por el ambiente y por la mutación. 
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Capítulo III 

9.3 Caracterización reológica de caldos de fermentación y soluciones 

reconstituidas de alginato  

 Las aplicaciones industriales de los alginatos basadas en sus propiedades viscosificantes, 

gelificantes y estabilizantes representan los usos cuantitativamente más importantes de estos polímeros, 

por lo que conocer sus características reológicas es de gran interés, sobre todo si se trata de alginatos 

sintetizados por A. vinelandii, que hasta ahora han sido relativamente poco investigadas. Por ello, en 

una tercera etapa de este proyecto se evaluaron las propiedades reológicas de los alginatos, en términos 

del índice de flujo e índice de consistencia. Se investigaron también las propiedades mecánicas 

(módulo de almacenamiento o elástico y módulo de pérdida o viscoso) de soluciones (2 %) preparadas 

con los mismos polímeros.  

 

9.3.1 Viscosidad de los caldos de fermentación  

 Los alginatos en solución se caracterizan por ser fluidos no Newtonianos del tipo 

pseudoplástico (Mancini et al, 1996; Clementi et al, 1998). Un fluido no Newtoniano es aquel que no 

tiene un valor de viscosidad definido y constante (Malkin e Isayev, 2006; Barnes, 2000), en estos casos 

la viscosidad se denomina viscosidad aparente (µap) y depende del gradiente de deformación ().  

 Las curvas de flujo son herramientas básicas en el análisis reológico de un fluido. Su forma 

permite identificar la naturaleza reológica del fluido o material, así como determinar la viscosidad y los 

parámetros fundamentales bajo diferentes condiciones de trabajo u operación (Barnes, 2000; Malkin e 

Isayev, 2006). La evolución de la viscosidad aparente en todas las muestras de los caldos de 

fermentación exhibió un comportamiento típico de un fluido no Newtoniano. Con el objeto de 

ilustrarlo se presentan las curvas de flujo de una muestra representativa obtenida de cultivos no 

diazotróficos con la cepa mutante ATCN4 (figura 9.17).  

  En la figura 9.17 se aprecia claramente que la µap disminuye con el incremento del gradiente de 

deformación (), confirmando que se trata de un fluido no Newtoniano. Las flechas en la figura 9.17 

indican que el comportamiento no Newtoniano se vuelve más pronunciado conforme transcurre el 

tiempo de fermentación. Para analizar y comparar a detalle cada una de las muestras a diferentes 

tiempos de cultivo se calcularon parámetros reológicos como son el índice de consistencia (K) y el 



 Resultados   
 

59 

Caracterización cinética, química y reológica. 

 

Velocidad de deformacion (s
-1

 )

1 10 100 1000 10000


a
p
 (

m
P

a
*
s)

0.1

1

10

100

índice de flujo (n) de acuerdo al modelo de la Ley de la potencia (ver detalles en Materiales y 

métodos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.17. Reograma de viscosidad aparente de caldos de fermentación, obtenidos de cultivos no diazotróficos con la cepa 

       ATCN4: 12 h (), 24 h (), 36 h (), 48 h () y 72 h (). 

 

 En el modelo de la Ley de la Potencia el índice de consistencia (K) está relacionado con la 

calidad reológica del alginato, en el entendido de que para este trabajo “calidad reológica” representa 

una mayor capacidad de los alginatos para conferir viscosidad a la solución en que se encuentra 

disuelto (en este caso el medio de cultivo). En cuanto al índice de flujo (n), indica la desviación del 

comportamiento del fluido evaluado con relación a un fluido Newtoniano, donde n = 1. Así, es posible 

obtener valores de n < 1 el cual determina la pseudoplasticidad. Entre menor sea este valor al de la 

unidad, el fluido tendrá un carácter más pseudoplástico. El comportamiento pseudoplástico es aquel en 

donde un aumento en la velocidad de corte provoca disminución de su viscosidad, independientemente 

del tiempo. Al cesar la deformación este tipo de fluidos recuperan su viscosidad inicial. 

 En la figura 9.18 se presenta la evolución de los parámetros reológicos K y n a lo largo de las 

fermentaciones bajo condiciones no diazotróficas y diazotróficas. Como se observa en la figura 9.18a, 

los alginatos sintetizados en cultivos no diazotróficos, no exhibieron diferencias en cuanto a 

pseudoplasticidad, alcanzando valores de n ~ 0.6 a tiempos finales de fermentación. Respecto al índice 

de consistencia, se aprecia que después de 36 horas los alginatos de la cepa silvestre confieren una 

12 h 

72 h 
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mayor calidad reológica en relación a los producidos por la cepa mutante ATCN4. Así, al final del 

cultivo (72 horas) los polímeros producidos por la cepa silvestre logran valores de K = 117 mPa*s
n
, 

que representan 1.6 veces el índice de consistencia calculado para los de la cepa ATCN4 (74 mPa*s
n
). 

En ambiente diazotrófico (figura 9.18b) se observa que independientemente de la cepa, esta condición 

de cultivo promueve la síntesis de alginatos con parámetros reológicos de mayor magnitud comparados 

con los cultivos no diazotróficos (figura 9.18a). Destaca el alginato sintetizado por la cepa ATCN4 

(figura 9.16b), ya que presenta el mayor carácter pseudoplástico y la mejor calidad reológica, con 

valores de n = 0.35 y K = 352 mPa*s
n
, al final del cultivo.  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 9.18. Evolución de los parámetros reológicos K y n de los caldos de fermentación a lo largo del cultivo: a)  

condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 (,) y cepa ATCC 9046 (,); b) condiciones 

diazotróficas: mutante ATCN4 (, ) y cepa silvestre ATCC 9046 (, ). 

 

  

 La figura 9.18 muestra la evolución de los parámetros reológicos a lo largo del cultivo, cabe 

mencionar que dichas propiedades dependen de factores como la concentración de alginato y las 

características químicas de la molécula. Con la finalidad de analizar la influencia de la concentración 

sobre las propiedades reológicas de los alginatos se presentan las figuras 9.19a y 9.19b. De manera 

global se observa que el incremento en la concentración del polímero promueve un comportamiento no 

Newtoniano del tipo pseudoplástico cada vez más pronunciado, indicado por la notable disminución de 

los índices de flujo para todos los alginatos evaluados. Por otro lado, también se aprecia un incremento 

en la calidad reológica de los polímeros (K), lo cual se traduce en una mayor viscosidad en solución. 
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Figura 9.19.  Influencia de la concentración de alginato sobre los parámetros reológicos K y n de los caldos de fermentación a 

         lo largo del cultivo: a) Condiciones no diazotróficas: mutante ATCN4 (,) y cepa ATCC 9046 (, ); b)    

        Condiciones diazotróficas: mutante ATCN4 (, ) y cepa silvestre ATCC 9046 (, ). 

 

 

 Adicionalmente, en la figura 9.19 se observa que independientemente de la cepa, se necesitan 

concentraciones superiores a 1 g/L de alginato producido en cultivos diazotróficos para observar 

incrementos significativos en el índice de consistencia (figura 9.19b). En cambio, para los alginatos de 

condiciones no diazotróficas se 3 g/L para aumentar la capacidad viscosificante (figura 9.19a). 

También resulta notable que una vez iniciado el incremento en los índices de consistencia e 

independientemente de las condiciones ambientales, los alginatos de la cepa ATCC 9046, confieren 

mayor calidad reológica para una misma concentración del polímero en relación a los de la mutante 

ATCN4. Por ejemplo, para una concentración de alginato de 3.5 g/L bajo condiciones no diazotróficas 

se obtienen índices de consistencia de 66 mPa*s
n
 con los alginatos de la cepa silvestre y de 30 mPa*s

n 

para los polímeros de la cepa mutante (9.19a). Estas diferencias confirman la influencia de otros 

factores sobre las propiedades de flujo, tales como la composición química (G/M), el grado de 

acetilación y peso molecular del alginato. Por ello se analizó en qué medida la capacidad viscosificante 

se ve influenciada por cada uno de estos factores (figura 9.20). 

 Las figuras 9.20 a, b, c y d muestran los índices de consistencia, PMP, % acetilos y relación 

G/M en función del tiempo de cultivo. Como ya se mencionó anteriormente en esta condición, el índice 

K incrementa a concentraciones superiores a los ~3 g/L, las cuales se alcanzan pasadas 36 h de cultivo. 

En la figura 9.20b se observa que después de los 36 h, los PMP de alginatos correspondientes a la cepa 

ATCC 9046 tienden a ser constantes (~ 1400 kDa). En cuanto a la acetilación, se alcanzan niveles de 9 
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b) Cultivos diazotróficos 
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% y continúan incrementando (figura 9.20c). En cambio, la relación G/M del alginato producido por 

esta misma cepa, no presenta cambios drásticos a lo largo del cultivo (figura 9.20d). De acuerdo a los 

datos expuestos, para los alginatos de la cepa silvestre es posible proponer que la concentración (figura 

9.19) aunada al cambio en el grado de acetilación, son los principales responsables de modular el 

cambio en la calidad reológica, siempre y cuando el alginato posea un PMP cercano a 1400 kDa y una 

relación G/M que oscile entre 2.3 y 3. Por otro lado, para los alginatos sintetizados por la cepa mutante, 

el incremento en K, después de los 36 horas de cultivo  y 3 g/L de alginato  (figuras 9.19 y  9.20a), 

coincide con un aumento en el PMP de 900 a 1600 kDa (figura 9.20b). Además, se observa que los 

polímeros producidos por la cepa mutante se encuentran completamente deacetilados y la relación G/M 

se mantiene prácticamente constante después de los 36 h (figuras 9.20c y 9.20d), por lo que podrían  no 

contribuir en gran medida al cambio en la calidad reológica. Estos hechos sugieren que para alginatos 

no acetilados y con una relación G/M cercana a 4, los PMP y la concentración de alginato, son 

parámetros determinantes para incrementar el índice de consistencia y por ende la capacidad de 

conferir viscosidad en solución.  

 De acuerdo con lo discutido previamente, se requieren concentraciones superiores a 1 g/L para 

observar cambios significativos en el índice K de los alginatos sintetizados bajo condiciones 

diazotróficas (figura 9.19), en términos de tiempo, estas concentraciones de alginato se alcanzan 

pasadas las 12 horas de fermentación.  En el caso de la cepa silvestre,  las 12 h de cultivo marcan el 

inicio de tendencias casi constantes en las características químicas del polímero, de tal forma que la 

molécula de alginato posee un PMP de aproximadamente 850 kDa (figura 9.20f), ~ 12 % de acetilación 

(figura 9.20g),  únicamente la relación G/M   incrementa de ~ 3  a 5 (figura 9.20h). Por lo que parece 

probable que una vez logradas tales características químicas en el alginato, el cambio en la 

concentración, junto con la relación G/M sean los  factores responsables de elevar  la calidad reológica 

(figura 9.19). Para la cepa mutante cultivada bajo estas mismas condiciones ambientales, se aprecia que 

después de 12 h hay un marcado incremento en el PMP y relación G/M de los alginatos. En cuanto a la 

acetilación, no se observan cambios significativos. Los anterior, sugiere que el PMP y la relación G/M 

tienen mayor contribución en modular los valores de K, siempre y cuando se tenga una relación G/M 

de ~1.7  (9.20f, 9.20g, 9.20h). 
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Figura 9.20.  Parámetros reológicos de caldos de fermentación y propiedades químicas de las cepas mutante  (,) y 

           silvestre (,) polímero. Cultivos no diazotróficos: a) Índice de consistencia (K), b) PMP, c) % Acetilos, d) 

           Relación G/M. Cultivos diazotróficos: e) Índice de consistencia (K), f) PMP, g) % Acetilos, h) Relación G/M. 
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 9.3.2 Propiedades viscoelásticas de alginatos en solución 

 El principal objetivo de esta sección fue la generación de información básica acerca de la 

capacidad gelificante de los alginatos sintetizados por las cepas ATCN4 y ATCC 9046. Para ello se 

realizó un primer acercamiento mediante la evaluación del comportamiento viscoelástico de soluciones 

reconstituidas del polímero (2 %), las cuales se mezclaron con CaCl (0.7 M). Debido a que los 

alginatos gelifican instantáneamente se observó la formación de geles heterogéneos.  

 La figura 9.21 refleja la variación de los módulos dinámicos (G´ y G´´) a lo largo de un rango 

de frecuencia (0.1 y 100 rad/s) para muestras de alginato extraído a las 72 h de cultivo con las cepas 

ATCN4 y ATCC 9046. Recordemos que G´ representa el carácter sólido de un material, en tanto que 

G´´ se refiere al comportamiento como fluido (Draget et al, 1994; Cárdenas, 1997; LeRoux et al, 1999; 

Moresi et al, 2003). Para efectos prácticos los nombres de las muestras coinciden con el de la cepa de 

la que provienen. El comportamiento reológico general fue el típico de una solución macromolecular 

con G´´ > G´ (Ferry, 1980). Debido a lo anterior, las muestras de alginato serán denominadas como 

soluciones. La comparación de las propiedades dinámicas en los extremos del rango de frecuencia (0.1 

y 100 rad/s) hacen evidente una significativa dependencia de la frecuencia (Ferry, 1980; LeRoux et al, 

1999). 

 Se determinaron diferentes zonas del espectro mecánico para las muestras atcn4 y atcc9046 de 

condiciones no diazotróficas (figura 9.21a). A bajas frecuencias (0 a 10 rad/s) se observó la zona 

viscosa terminal donde G´´ predomina y el comportamiento fluido prevalece. Eventualmente, apareció 

la zona de transición, que es el punto de entrecruzamiento entre G´ y G´´ (Moresi et al, 2001). Para las 

muestras atcn4 y atcc9046 la transición ocurrió a los 10 y 22 rad/s, respectivamente. Posteriormente se 

presentó la zona de la meseta elástica (figura 9.21a) donde se generó un comportamiento tipo gel, el 

cual se caracteriza porque G´ > G´´ (Moresi et al, 2001). De acuerdo con lo reportado por Barnes 

(2000), las regiones del espectro mecánico para un sistema polimérico en particular, dependen de su 

concentración y peso molecular. En el caso de los geles atcn4 y atcc9046, los resultados indican que 

no existen importantes diferencias entre los límites de cada una de las zonas del espectro, debido 

posiblemente la similitud en los pesos moleculares (1500 -1600 kDa) de los alginatos correspondientes.  

 Los resultados de las soluciones de alginatos sintetizados bajo condiciones diazotróficas se 

presentan en la figura 9.21b. La muestra atcn4 que contiene alginatos de alto peso molecular (2300 

kDa), presentó la zona viscosa terminal en un rango de frecuencias entre 0 y 10 rad/s, con G´´ > a G´. 

Posterior al punto de transición (10 rad/s) se observó el inicio de la meseta elástica. En cambio, 



 Resultados   
 

65 

Caracterización cinética, química y reológica. 

 

Frecuencia angular (rad/s)

0.01 0.1 1 10 100 1000

G
´ 

y
 G

 ´
´ 

(P
a
)

0.0001

0.001

0.01

0.1

1

10

100

Frecuencia angular (rad/s)

0.01 0.1 1 10 100 1000

G
´y

 G
´´

 (
P

a
)

0.0001

0.001

0.01

0.1

1

10

100

atcc9046, caracterizada como la solución de más bajo peso molecular de este ensayo (900 kDa), 

exhibió únicamente la zona viscosa terminal y el punto de transición se presentó al final del barrido de 

frecuencia (200 rad/s). Las diferencias en las zonas del espectro determinadas para cada tipo de 

solución son congruentes con lo reportado por Barnes (2000), quién indicó que en polímeros de alto 

peso molecular se generan zonas de meseta más pronunciadas y en algunas ocasiones los puntos de 

transición aparecen a frecuencias más bajas, tal y como ocurrió para la muestra atcn4 (figura 9.21b). 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.21. Espectros mecánicos, dependencia del módulo de almacenamiento (G´) y módulo de perdida (G´´) sobre la                                               

frecuencia angular () de soluciones de alginato (2%): a) condiciones no diazotróficas: muestra atcn4: G´ (), 

G´´  (); muestra atcc9046: G´ (), G´´ (). b) Condiciones diazotróficas; muestra atcn4: G´ (), G´´ (),  

muestra atcc9046: G´ (), G´´ (). 

  

  

 Otro de los objetivos planteados para esta sección consistió en comparar las propiedades 

viscoelásticas de los alginatos con respecto a otros polímeros capaces de formar geles. Para ello se 

utilizó el módulo complejo (G*) que representa la resistencia total a la deformación de un material 
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(Cárdenas, 1997; LeRoux et al, 1999). La recopilación de estos datos se muestra en la tabla 9.2. Se 

observa que la muestra atcc9046 obtenida de ambiente diazotrófico, a pesar de ser la menos rígida de 

este ensayo (0.4 Pa), supera 2.5 veces la del alginato algal y 2 veces la fuerza de la F-actina, ésta última 

preparada a una concentración de 2 %. En el caso atcn4 de cultivos diazotróficos, la fuerza es 17 y 14 

veces la del alginato algal (Sigma Aldrich) y de la F-actina. Adicionalmente, se puede observar que las 

muestras de proteoglicano necesitan prepararse a una concentración de 3.7 % para lograr las valores de 

G* similares a los de atcn4 de cultivos no diazotróficos (3 Pa). 

 Las muestras atcn4 de cultivos diazotróficos y atcc9046 de cultivos no diazotróficos, son 

materiales relativamente rígidos: su valor de G* supera 40, 30 y 2 veces los del alginato algal (Sigma 

Aldrich), F-actina y hialuronato respectivamente. Sin embargo, también son más débiles que el 

hialuronato, colágeno, fibrina y agar, aunque hay que considerar la importante diferencia en 

concentraciones para cada muestra. 

Tabla 9.2. Comparación del módulo complejo (G*) de distintos sistemas poliméricos. 

Polímero Concentración (%) G* (Pa)
a
 Fuente 

Alginato algal (Sigma Aldrich) 2 0.16 Este trabajo 

F-actina 2  0.21 Maruyama et al, 1974 

ATCC9046 (Cultivos diazotróficos) 2  0.4 Este trabajo 

ATCN4 (Cultivos no diazotróficos) 2  3 Este trabajo 

Proteoglicano 3.7  3 Zhu et al, 1996 

ATCN4 (Cultivos diazotróficos) 2  6.4 Este trabajo 

ATCC9046 (Cultivos no diazotróficos) 2  6.6 Este trabajo 

Hialuronato 20  90 Zhu et al, 1994 

Colágeno 3.7  150 Zhu et al, 1996 

Fibrina 0.94  200 Roberts et al, 1974 

Alginato algal 2  2310 LeRoux et al, 1999 

Agar 2  40000 Clark et al,1983 
         a Los resultados pertenecen a frecuencias angulares de 10 rad/s en todos los casos, excepto para la F-actina, donde  = 2  

       rad/s. No en todas las muestras corresponden a soluciones. 

 

  Un fenómeno interesante se observó al comparar los resultados de alginato que se 

determinaron en este trabajo con los obtenidos previamente por LeRoux et al, (1999). Como se 

muestra en la tabla 9.3, a pesar de que en ambos casos se utilizó la misma concentración de alginato (2 

%), los últimos son, en el mejor de los casos, hasta 350 veces más fuertes. Este hecho puede ser debido 

a las diferencias en la estructura de la molécula de alginato, al método de gelificación o incluso a la sal 

utilizada en la formación de la red (Moresi et al, 2001; Moresi et al, 2004). La principal diferencia 
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radica en que las muestras analizadas por LeRoux et al, (1999) son geles preparados por difusión en 

CaCl2 (0.05 M) durante 1.5 h a temperatura ambiente, en tanto que los alginatos de este trabajo son 

soluciones al 2 % mezcladas con CaCl2 (0.7 M) durante 10 minutos, a pesar de la formación de un gel 

heterogéneo, el análisis de viscoelasticidad determinó que las muestras se comportaron 

preferencialmente como soluciones. 
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Capítulo IV 

9.4 Análisis tecnológico de los alginatos sintetizados por las cepas         

ATCC 9046 y ATCN4 

 En la tabla 9.3 se presentan las principales propiedades funcionales, características químicas y 

de producción de los alginatos sintetizados por las cepas ATCN4 y ATCC 9046 en las condiciones de 

cultivo planteadas para este trabajo. También, se muestran los mismos parámetros para algunos 

alginatos algales comerciales provenientes de M. pyrifera. 

 En términos de funcionalidad, se observa que en general los polímeros bacterianos superan por 

mucho la capacidad viscosificante y gelificante de los algales. En el mejor de los casos la calidad 

reológica de los alginatos producidos por la cepa ATCN4 es 39 veces superior, comparada los 

alginatos algales de bajo peso molecular. Los módulos complejos de alginatos algales pueden ser hasta 

40 veces más bajos en relación a los de los polímeros bacterianos, sugiriendo que estos últimos forman 

soluciones más rígidas.  

 La tabla 9.3 también muestra los resultados de PMP e IP de para los alginatos algales y 

bacterianos. Es claro, que los PMP de los polímeros bacterianos son hasta 6 veces más altos respecto a 

los algales (alginato de la cepa ATCN4 a condiciones diazotróficas vs alginato algal de bajo peso 

molecular). En lo que respecta al IP de alginatos bacterianos se observan rangos amplios y más altos 

comparados con los algales. A pesar de esto, los polímeros bacterianos presentan la ventaja de tener un 

IP definido en función del tiempo de cultivo en que sea cosechado. Por otra parte, en términos de 

acetilación se confirmó que a pesar de no estar acetilados, los polímeros bacterianos pueden 

proporcionar mejores características funcionales en relación a los algales. En cuanto a la relación G/M, 

nuevamente se observan marcadas diferencias entre alginatos algales y bacterianos. Así, la relación 

G/M de estos últimos supera hasta 7 veces la de polímeros algales. 

  Respecto a los parámetros de producción, no existen diferencias significativas entre ambas 

cepas cultivadas en ambiente no diazotrófico (tabla 9.3). De manera opuesta, bajo condiciones 

diazotróficas la concentración y la producción específica de alginato de la mutante ATCN4 representan 

1.6 veces las obtenidas por la cepa silvestre. Como ya se ha mencionado anteriormente, destaca el 

consumo de la fuente de carbono de la cepa mutante dado que metaboliza 35 % menos sacarosa que la 

cepa ATCC 9046, desarrollada en el mismo ambiente (condiciones diazotróficas). 
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Tabla 9.3.  Parámetros de producción de alginato y características químicas de los alginatos sintetizados por la cepa silvestre ATCC 9046 y la cepa      

        mutante ATCN4. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*NA: No aplica 
Soluciones reconstituidas a concentración de 4 g/L, tomando como base la concentración más alta de alginatos bacterianos obtenida bajo condiciones no 

diazotróficas con la cepa mutante ATCN4.  

 Alginatos algales de Sigma – Aldrich. 

 Geles preparados con soluciones de alginato al 2 %. 
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(mPa*sn) 

 

G* 

(Pa) 

 

PMP 
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(kDa) 

 

IP min 

( - ) 

 

Acetilación 

(%) 

 

G/M 

( - ) 

 

Alginato 

máximo  

(g/L) 

 

Y Alginato/X 

(g/g) 

 

Consumo de 

fuente de 

carbono (g/L) 

ATCC 9046 

 
No 

Diazotróficas 

 

117 6.6 1440 + 193 2.5 - 5.2 13.3 + 2 3 + 0.4 3.7 + 0.25 4.5 + 0.5 
 

14.4 + 0.8 

ATCN4 

 
74 3 1587 + 192 2.5 - 6.4 0 4.6 + 0.4 4.3 + 0.12 3.9 + 0.3 11.8 + 1.5 

ATCC 9046 

 

 

Diazotróficas 

 

 

236 0.4 900 + 48 4.8 - 5.7 12 + 0.4 4.6 + 0.6 1.8 + 0.2 2.65 + 0.02 10.8 + 1.3 

ATCN4 

 
352 6.4 2300 + 300 3.8 - 4.3 4.6 + 0.31 2.6 + 0.5 2.85 + 0.12 4.5 + 0.34 7 + 1  

Macrocystis pyrifera 
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 En los resultados de la tabla 9.3 se presentó solo un ejemplo del potencial que ofrecen los 

alginatos bacterianos sobre los algales. Se demostró que es posible sintetizar alginatos bacterianos con 

propiedades cualitativas únicas y superiores a los productos comerciales. En teoría, por sus 

características químicas, los polímeros bacterianos podrían destinarse a industrias farmacéuticas o 

biotecnológicas, e incluso abrir nuevos mercados a precios relativamente altos. Existen diversos 

avances experimentales para emplearlos como fibra dietética, cápsulas para liberación prolongada de 

drogas e incluso como inmunoestimulante (Brownlee et al, 2005; Sriamomsak y Sungthongjeen, 2007; 

Draget y Taylor, 2011). Hasta ahora, se ha mencionado que no existe un proceso de producción 

competitivo para este tipo de polímeros, sin embargo, la empresa Dextra del Reino unido, comercializa 

polímeros no puros de A.vinelandii. Los precios de sus productos oscilan en los $1400 pesos/g de 

alginato.  
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10. DISCUSIÓN  

 De acuerdo a la teoría quimiosmótica de Mitchell (1961), los organismos aerobios adquieren la 

mayor parte de la energía al establecer un gradiente de protones a través de la membrana celular lo que 

les permite sintetizar ATP. Este proceso es realizado por una bomba de H
+
, que se acopla a la cadena 

respiratoria y a la enzima H
+
-ATP sintetasa. Sin embargo, Unemoto et al (1977) descubrieron que la 

bacteria marina V. alginolyticus posee una bomba de sodio directamente acoplada a la cadena 

respiratoria. Además, demostraron que la NADH oxidasa de esta bacteria se estimula específicamente 

por sodio y que la dependencia de este ión en la oxidación del NADH no se asocia a una regulación 

alostérica de la enzima NADH:quinona oxidoreductasa sino más bien al acoplamiento de esta con una 

transferencia transmembranal de Na
+
 (Unemoto et al 1977, Tokuda y Unemoto, 1984).  

 En 1995, fue secuenciado el operón que codifica para la NADH: quinona oxidoreductasa 

translocadora de sodio (Na
+
-NQR) en V. alginolyticus. Se encontró que la enzima consiste de seis 

subunidades (NqrA-F) correspondientes al producto de 6 genes del operón nqr (Rich et al, 1995 y 

Hayashi et al, 1995; Nakayama et al, 1998). Posteriormente, el operón se identificó en diferentes 

microorganismos marinos y algunos patógenos, entre ellos P. aeruginosa (Page, 1991; Verkhovsky y 

Bogachev, 2010).  

 Actualmente se sabe que el NADH puede ser oxidado en la cadena respiratoria de las bacterias 

vía diferentes NADH: quinonas oxidoreductasas: NADH-1, NADH-2 (enzimas translocadoras de H
+
) y 

las Na
+
-NQR, una tercera clase de enzimas oxidoreductasas originadas independientemente de las otras 

dos. Esta última, acopla la oxidación exergónica del NADH con la ubiquinona al trasporte de iones 

sodio del citoplasma al espacio periplásmico (Skulachev, 1989, Häse y Barquera, 2001). 

Recientemente se demostró que en la cadena respiratoria de muchas bacterias, la Na
+
-NQR funciona 

junto o en lugar de la NDH-1 (Verkhovsky y Bogachev, 2010), ambas enzimas son capaces de oxidar 

NADH, así como a su análogo, el dNADH (Bertsova y Bogachev, 2004; Verkhovsky y Bogachev, 

2010; Núñez et al, 2009). No obstante, se desconoce cuál es la ventaja de que algunos 

microorganismos utilicen la Na
+
-NQR ya que su eficiencia energética es 2 veces más baja respecto a la 

enzima NDH-1(Verkhovsky y Bogachev, 2010).  

 Debido a que la mayoría de los microorganismos que poseen una bomba de sodio tienden a 

desarrollarse en ambientes de alta salinidad, se ha considerado que la principal función de la Na
+
-NQR 

es la de mantener un gradiente de sodio alto en la membrana bacteriana. Sin embargo, recientemente la 

enzima Na
+
-NQR también ha sido identificada en microorganismos que habitan en ambientes con bajas 
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concentraciones de este ión, como en el caso de A. vinelandii (Fadeeva et al, 2008; Núñez et al, 2009). 

Otra posible explicación que se ha generado respecto al rol metabólico de la Na
+
-NQR, es que participe 

directamente en el denominado ciclo del sodio. En este sentido, el potencial transmembranal de sodio 

formado por la enzima podría ser utilizado por las células para la rotación flagelar, transporte de 

sustratos y síntesis de ATP (Häse y Mekalanos, 1999; Häse y Barquera, 2001).  

 

Mutación del gen nqrE en A. vinelandii (cepa ATCN4) 

 La cepa ATCN4 de A. vinelandii lleva una mutación en el gen nqrE (nqrE::Tn5), el cual 

codifica para una de las subunidades de la NADH:Ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio. 

El bloqueo de este gen en la cepa ATCN4 inhibe la actividad de la enzima Na
+
-NQR, provocando la 

ausencia del gradiente transmembranal de sodio (Núñez et al, 2009). Se sabe, que la subunidad NqrE 

junto con la NqrD son homólogas y aparentemente se originaron de una proteína ancestral por un 

proceso de duplicación. A pesar de su homología, estas subunidades poseen orientación opuesta en la 

membrana, debido a una redistribución selectiva de aminoácidos cargados positivamente entre los 

fragmentos polares que flanquean los extremos transmembranales. Se ha sugerido que debido a sus 

topologías opuestas, NqrE y NqrD forman un complejo cuasisimétrico inusual a través de la membrana 

interna, la cual podría tener implicaciones interesantes en el transporte de iones (Verkhovsky y 

Bogachev, 2010). También, es notable que las subunidades posean un par de residuos de cisteína 

estrictamente conservados. Se ha demostrado que estas cisteínas son necesarias para el correcto 

plegamiento y/o estabilidad del complejo Na
+
-NQR. Adicionalmente, estudios recientes de 

mutagénesis revelaron que NqrD y NqrE contienen varios aminoácidos polares necesarios para que el 

Na
+
 estimule la actividad de Na

+
-NQR (Verkhovsky y Bogachev, 2010). 

 Núñez et al (2009) fueron los primeros en dar evidencia acerca de la presencia de una bomba 

de sodio en A. vinelandii. A pesar de que esta bacteria no tiende a desarrollarse bajo condiciones de 

alta salinidad, resulta interesante el hecho de que posee la afinidad más alta reportada hasta ahora para 

iones Na
+
, con una Km  0.1 Mm, en comparación a V. harvey, bacteria marina que presenta una Km  

2 - 3 mM y Klebsiella pneumoniae con una Km  0.67 (Bogachev et al, 2001, Fadeeva et al, 2008). 
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Caracterización cinética de la cepa mutante ATCN4 

 Se sabe que las mutaciones en el operón nqr originan fenotipos inesperados. Por ejemplo, en V. 

cholerae el bloqueo de Na
+
-NQR induce la síntesis de factores de virulencia (Häse y Mekalanos, 

1999), mientras que en A. vinelandii genera una sobreproducción de alginato (Núñez et al, 2009). Sin 

embargo, la sobreproducción del polímero no es la única característica fenotípica de esta mutante. En 

el presente trabajo se generó información que demuestra el impacto de la mutación nqrE en el 

metabolismo de este microorganismo, en las características químicas de los alginatos que se sintetizan, 

así como del impacto sobre las propiedades funcionales de los polímeros obtenidos. 

 Crecimiento celular. El crecimiento celular se determinó mediante diferentes ensayos entre 

los que se encuentran los gravimétricos (peso seco). Sin embargo, debido a la acumulación de 

polímeros intracelulares (como el PHB), se decidió cuantificar el crecimiento en relación al contenido 

de proteína utilizando el método de Lowry. En cualquiera de las condiciones ambientales, la cepa 

mutante ATCN4 presentó una mayor síntesis de biomasa en comparación a la cepa silvestre (figura 

9.7), sugiriendo que la falta en la actividad de la enzima Na
+
-NQR impacta positivamente el 

crecimiento celular. Como se mencionó en párrafos anteriores, la enzima Na
+
-NQR acopla la oxidación 

del NADH con el transporte de iones sodio del citoplasma al espacio periplásmico (Skulachev, 1989, 

Häse y Barquera, 2001), de forma que la enzima participa tanto en un proceso iónico como en uno 

energético. Así, la mutación en la cepa ATCN4 provocaría una acumulación interna del sodio que no 

es translocado e incluso posiblemente de poder reductor (figura 2.4).  

 Es probable que el mayor crecimiento celular de la mutante esté relacionado con un cambio 

iónico en el citoplasma, ya que trabajos como el de Page (1986) demostraron que el crecimiento de 

cepas de A. chrococcum (más tarde re-nombradas A. salinestris por Page, 1991) es dependiente o 

estimulado por la presencia de iones como sodio, litio y magnesio. Sin embargo, no se elucidó cómo es 

que el sodio u otros iones se conectan con el metabolismo celular para favorecer el crecimiento celular. 

En este sentido, trabajos previos al de Page (1991) en donde se evaluó el papel del Na
+
 y el K

+
 en el 

transporte y metabolismo de A. vinelandii (Postma et al, 1973; Viser y Postma, 1973), revelaron que en 

esta bacteria, la presencia de sodio y potasio estimulan la oxidación de algunos intermediarios del ciclo 

de Krebs. Así mismo, propusieron que el K
+
 es necesario intracelularmente para compensar la carga 

eléctrica de los intermediarios del ciclo de Krebs y otros aniones que se acumulan dentro de la célula. 

Finalmente, los autores proponen la existencia de una bomba de K
+
 ligada a la generación de energía 

en A. vinelandii. No obstante, sus datos no son suficientes para determinar el mecanismo principal de 

este fenómeno. Es probable que las investigaciones de Postma et al (1973) no solo sean uno de los 
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primeros antecedentes que revelen la importancia de los iones en el metabolismo de A. vinelandii, sino 

de la presencia de una bomba de iones asociada a un proceso energético.  

 Cabe mencionar que en otros organismos como Escherichia coli se ha encontrado que la 

estimulación en la oxidación es paralela a un incremento en el consumo de K
+
, sugiriendo la 

importancia de este ión al interior de la célula (Miller et al, 1964). De manera contraria, los resultados 

de Weiden et al (1967) permiten concluir que para el transporte de fosfato, este ion actúa 

principalmente de manera extracelular. Por su parte, Frank y Hopkins (1969) reportaron que el 

transporte de glutamato en E. coli se estimula por la presencia de Na
+
. Pese a los numerosos estudios 

realizados en este tema, actualmente no se ha concluido si los iones actúan intracelularmente 

estimulando la actividad de una o más enzimas conectadas con el metabolismo o si más bien se 

estimula el transporte de sustratos (Postma et al, 1973).  

 En otro sentido, Swan et al (1991) evaluaron el crecimiento celular de bacterias marinas 

cultivadas a diferentes concentraciones de NaCl. Dichas bacterias se clasificaron previamente como 

poseedoras o no poseedoras de una bomba primaria de Na
+
. Los autores, determinaron que de 27 cepas 

que poseen el complejo Na
+
-NQR, 22 de ellas requieren NaCl (> 0.5 %) para su crecimiento. Por su 

parte, Unemoto et al (1993) utilizando un análogo de un aminoácido no metabolizable, analizaron el 

efecto del Na
+
 en el consumo de aminoácidos para bacterias moderadamente halófilas. Encontraron que 

de 8 cepas investigadas, 6 bacterias Gram-negativas que poseen la enzima Na
+
-NQR, requieren 

específicamente Na
+
 para el consumo de aminoácidos. De lo anterior se puede deducir que en ambos 

casos existe una correlación entre la presencia de la enzima Na
+
-NQR con el crecimiento y con el 

consumo de aminoácidos. 

 Acumulación de PHB. Mediante el ensayo de Law y Slepecky (1961) aunado a una técnica 

cromatográfica, se cuantificó el porcentaje de acumulación de PHB. Se observó que bajo condiciones 

de cultivo no diazotróficas, no existe diferencia en el porcentaje máximo de PHB acumulado entre la 

cepa ATCN4 y la cepa ATCC 9046. Por el contrario, los experimentos en condiciones diazotróficas 

permitieron a la cepa mutante acumular 17 % más PHB que la cepa silvestre. Para ambas condiciones 

ambientales, el PHB acumulado en la mutante ATCN4 incrementa durante la fase exponencial de 

crecimiento, mientras que en la cepa silvestre el PHB permanece prácticamente constante a lo largo del 

cultivo.  

 En A. vinelandii, la síntesis del PHB se controla postranscripcionalmente a nivel de la actividad 

de la enzima -cetotiolasa, la cual cataliza el primer paso en la síntesis de PHB. La limitación de 
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oxígeno es una de las condiciones que desencadenan la síntesis de este polímero. Cuando no existe 

dicha limitación, el acetil CoA es alimentado al ciclo de Krebs, resultando en que la CoA inhibe la 

actividad de la -cetotiolasa. Bajo condiciones de limitación de oxígeno y en presencia de un exceso de 

la fuente de carbono, el nivel de NAD(P)H incrementa, consecuentemente se inhiben las enzimas 

citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa, elevando los niveles de acetyl-CoA y disminuyendo los de 

CoA. De esta forma se contiende con la inhibición de la -cetotiolasa, lo cual permite la síntesis de 

PHB (Page y Knosp, 1989; Anderson y Dawes, 1990; Peralta-Gil et al, 2002).  

 Comúnmente se ha encontrado que el PHB comienza a sintetizarse hacia el final de la fase 

exponencial (Brivonese y Sutherland, 1989; Senior et al, 1972) o durante la fase estacionaria cuando 

ocurre el agotamiento de algún nutriente esencial, en presencia de un exceso de la fuente de carbono 

(Anderson y Dawes, 1990). Sin embargo, el trabajo de Page y Knosp (1989) demostró la posibilidad de 

un comportamiento diferente en la síntesis de PHB. Estos autores aislaron la cepa UWD, una mutante 

de A. vinelandii afectada en la cadena respiratoria, específicamente en una NADH oxidasa, capaz de 

producir PHB durante la fase exponencial de crecimiento. En este trabajo los autores encontraron que 

después de 24 horas de cultivo, el polímero representó alrededor del 70 % del peso seco. A la par, los 

autores examinaron las enzimas involucradas en de la síntesis de PHB, determinando una deficiencia 

en la actividad de la enzima citrato sintasa. Lo anterior, permitió a los autores plantear la posibilidad de 

que la mutación en la NADH oxidasa promoviera un incremento en la concentración de NADH, 

provocando así la inhibición de la enzima, uno de los requisitos necesarios para iniciar la síntesis de 

PHB. Esto apoya en parte a la hipótesis planteada al inicio de la descripción de resultados, donde se 

propuso la acumulación de PHB debido al bloqueo en el funcionamiento del complejo Na
+
-NQR. De 

acuerdo a lo anterior, es posible proponer que mutaciones en la cadena respiratoria de A. vinelandii, 

como en el caso de las cepas ATCN4 y UWD, afectan el metabolismo oxidativo provocando un 

incremento en el poder reductor que promueve la acumulación de PHB durante la fase exponencial de 

crecimiento.  

 Otro aspecto interesante, es el elevado porcentaje de PHB observado a las primeras horas de 

cultivo con la cepa silvestre bajo las condiciones de cultivo evaluadas (figura 9.8). Como ya se ha 

mencionado, la acumulación de PHB se origina como respuesta a una limitación nutricional y en 

presencia de un exceso de la fuente de carbono. También, es sabido que A. vinelandii presenta una alta 

actividad respiratoria (Dalton y Postgate, 1968; Oelze, 2000; Bertsova et al, 2001) ocasionando 

limitaciones de oxígeno desde etapas tempranas del cultivo (Díaz-Barrera et al, 2007). Lo anterior, 

podría explicar los altos niveles en la acumulación de PHB durante las primeras horas de fermentación 
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diazotrófica y no diazotrófica con la cepa ATCC 9046, debido posiblemente a una baja transferencia de 

oxígeno en el matraz. Además, sustenta la hipótesis de menor actividad respiratoria en la cepa mutante 

ATCN4. Al tener disminuida la respiración, las células agotarían gradualmente el oxígeno disuelto, 

dando como resultado el incremento gradual observado en los niveles de PHB (figura 9.8).  

 Síntesis de Alginato. El alginato producido en las diferentes condiciones ambientales por las 

cepas evaluadas se extrajo y cuantificó por la técnica de peso seco. Los resultados demostraron que no 

hubo mejoras en la producción por unidad celular de la cepa ATCN4 cuando se cultivó bajo 

condiciones no diazotróficas (figura 9.10a). Mientras que el ambiente diazotrófico permitió un notable 

incremento (~ 1.6 veces) en la producción del polímero por parte de la cepa ATCN4 (figura 9.10b) en 

comparación a los sintetizados por la cepa ATCC 9046. Recientemente se observó que la ausencia de 

la actividad en la enzima Na
+
-NQR en A. vinelandii, cultivada en medio sólido y bajo condiciones 

diazotróficas, resulta en un incremento en la producción de alginato (Núñez et al, 2009), atribuyendo 

dicho incremento a una posible regulación negativa. Es decir, que la ausencia del gradiente 

transmembranal de sodio puede ser una señal que desencadene la producción del polímero. Además, se  

propone que la regulación en la síntesis del alginato por la enzima Na
+
-NQR, es similar a la regulación 

de los factores de virulencia en V. cholerae, los cuales son positivamente controlados por la proteína 

ToxT. TcpP y TcpH son proteínas internas de membrana que controlan la transcripción de toxT. El 

trabajo de Häse y Mekalanos, (1999) ha sugerido que el complejo Na
+
-NQR juega un rol importante en 

la respuesta de la expresión de factores de virulencia ante  cambios en la concentración de Na
+
. De 

modo que elevados niveles de este ión en el medio de cultivo disminuyen la habilidad de  TcpP/H para 

activar toxT. Por el contrario, la pérdida en la actividad de la enzima Na
+
-NQR causa un incremento en 

la actividad de toxT, debido a que el efecto de este complejo es el de bombear Na
+
 fuera del 

citoplasma. 

 En A. vinelandii, el producto del gen algU que codifica para un factor sigma alternativo, es el 

responsable de iniciar la transcripción de algD, cuyo producto enzimático es clave en la biosíntesis del 

alginato. Los genes alg8, alg44, algK y algJ que se localizan inmediatamente abajo de algD están 

organizados en una unidad transcripcional (el operón alg) sus productos participan en la polimerización 

y secreción del alginato. Se sabe que la transcripción de alg puede ser inducida mediante condiciones 

ambientales como la deshidratación, limitación de nitrógeno y limitación de fósforo (Terry et al, 1990; 

Rehm y Valla, 1997). Además, estudios previos realizados por Berry et al (1989) demostraron que una 

alta osmolaridad en el medio de cultivo aumenta la trascripción del gen algD de una cepa mucoide de 

P. aeruginosa, lo que permitió incrementar la síntesis de alginato en un ambiente altamente salino. Este 
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hecho, permite plantear la posibilidad de que en la cepa ATCN4 cultivada bajo condiciones 

diazotróficas, detecte los cambios osmóticos asociados a la falta en la actividad en la Na
+
-NQR y 

desencadenen señales que ejerzan un efecto positivo en la síntesis de alginato.  

 Consumo de fuente de carbono. Los resultados de consumo de fuente de carbono se 

obtuvieron mediante la determinación de azúcares reductores. Los datos de los experimentos muestran 

que en ambas condiciones de cultivo, la cepa mutante incorpora a su metabolismo una menor 

concentración de sacarosa en comparación a la cepa silvestre. La cepa silvestre, consume más del 50 % 

de la fuente carbonada suministrada al medio (figura 9.11) en ambas condiciones de cultivo. Cabe 

mencionar que bajo condiciones diazotróficas, la mutante metaboliza únicamente 7 g/L de sacarosa, lo 

cual representa únicamente el 35 % del azúcar total. Lo anterior resulta aún más interesante cuando se 

analizan los flujos de carbono, dado que como se observa en la figura 9.12b, la cepa mutante ATCN4, 

incorpora una menor cantidad de fuente carbonada y es capaz de metabolizarla eficientemente, de 

manera que presenta rendimientos superiores de biomasa, PHB, y sobre todo alginato con base a 

sacarosa, en relación a la cepa ATCC 9046. Respecto a las condiciones de cultivo no diazotróficas se 

observan también rendimientos superiores para la cepa mutante (figura 9.12a), no obstante para este 

caso, la cepa ATCN4 consume prácticamente el doble (~ 12 g/L) que cuando se cultiva bajo 

condiciones diazotróficas. Los resultados indican que existe una relación entre la mutación y el uso 

eficiente de la fuente de carbono; lo cual es de gran importancia debido a que la alta actividad 

respiratoria que caracteriza a A. vinelandii (Dalton y Postgate, 1968; Oelze, 2000; Bertsova et al, 2001) 

provoca que una gran parte de la fuente de carbono que consume la bacteria se convierta 

principalmente a CO2, un proceso energéticamente fútil cuando se trata de producir alginato. Este rasgo 

se acentúa aún más cuando la bacteria fija nitrógeno e inicia la respiración desacoplada para proteger a 

su sistema nitrogenasa (Jarman et al, 1978).  

 Considerando a la qs como una manera indirecta de evaluar la capacidad oxidativa celular, los 

datos demuestran que los valores de qs calculados para las condiciones diazotróficas (0.38 gsac/gcelh 

para la cepa ATCN4 y 0.48 gsac/gcelh para la cepa ATCC 9046) son más altos respecto a los de 

condiciones no diazotróficas (0.12 gsac/gcelh para la cepa ATCN4 y 0.2 gsac/gcelh para la cepa 

ATCC 9046), sugiriendo una alta actividad respiratoria típica del ambiente diazotrófico. La 

comparación puntual en cada una de las condiciones ambientales demostró que ATCN4 posee valores 

de qs más bajos comparados con los de la cepa ATCC 9046, sustentando la hipótesis de que la 

mutación en nqrE impacta de manera negativa en la cadena respiratoria de A. vinelandii, al provocar 

una baja actividad oxidativa celular comparada con la cepa ATCC 9046.  
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 Los resultados de consumo de sacarosa resumen el efecto general que ejerce la mutación en el 

metabolismo de A. vinelandii, debido posiblemente a que una acumulación intracelular de Na
+
, 

favorezca reacciones enzimáticas de algunas rutas metabólicas centrales, como en el ciclo de Krebs. 

Así mismo, la probable baja actividad respiratoria en ATCN4, podría generar acumulación de poder 

reductor, impactando en la síntesis de PHB y promoviendo una menor capacidad oxidativa de la 

bacteria, asociada a la fuente de carbono.  

 

Caracterización química de los alginatos sintetizados por la cepa ATCN4. 

 En este trabajo, también se evalúo el efecto de la mutación en la cepa ATCN4 sobre las 

características químicas de los alginatos producidos en las condiciones planteadas para esta tesis. 

 Grado de acetilación. La determinación del grado de acetilación demostró que los polímeros 

provenientes de cultivos no diazotróficos con la cepa mutante se encuentran completamente 

deacetilados y en el caso de los alginatos extraídos de cultivos diazotróficos se observó un menor grado 

de acetilación en comparación a la cepa silvestre (figura 9.13).  

 La acetilación del polímero ocurre en el espacio periplásmico por la acción de la enzima 

acetilasa, utilizando acetil-CoA como la fuente de grupos acetilos (Leitao et al, 1992; Leitao y Sá-

Correia, 1993; Vázquez et al, 1999). Por lo tanto, los diferentes grados de acetilación podrían ser un 

reflejo de la disponibilidad de acetil-CoA, que a su vez estaría regulada por diferentes rutas 

metabólicas que se encuentran activas en la célula como resultado de las condiciones ambientales 

como la aireación y el pH (Peña et al, 2006). En este sentido, se sabe que la adición de una fuente 

nitrogenada orgánica al medio de cultivo ahorra la necesidad de fijar nitrógeno, provocando una 

disminución en la actividad respiratoria, redistribuyendo la fuente de carbono y la forma en la cual 

emplea el acetil-CoA. Como se observa en la figura 9.13, esta hipótesis resulta probable únicamente 

para los polímeros de la mutante, sugiriendo que la condición ambiental impuesta por la presencia de 

extracto de levadura, canaliza la disponibilidad de acetil-CoA para incrementar el crecimiento celular 

(figura 9.7) en detrimento de la acetilación del alginato. 

 Peso molecular promedio: El PMP de los alginatos producidos por la cepa mutante bajo 

condiciones no diazotróficas, exhibió un comportamiento similar a los de la cepa silvestre (9.14a). En 

cambio, para las condiciones diazotróficas se observa un notable incremento respecto a la cepa 

silvestre, aún cuando después de 36 horas de fermentación se degrada el alginato posiblemente como 
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resultado de la actividad de la enzima alginato liasa (9.14b). En A. vinelandii las enzimas Alg8 

(codificado por alg8) y Alg44 (codificado por alg44) son subunidades catalíticas del complejo 

polimerasa (Remminghorst y Rehm, 2006), mientras que la alginato liasa (codificada por algL) cataliza 

la degradación del polímero producido por las bacterias, funcionando como enzima de edición que 

controla la longitud y peso molecular del alginato (Díaz-Barrera et al, 2007). Como lo reflejan los 

resultados, la polimerización del alginato depende de las condiciones ambientales en el medio de 

cultivo. En diferentes estudios se ha reportado que para P. aeruginosa la expresión de genes claves en 

la producción del alginato, como alg8 (Remminghorst y Rehm 2006), algA, algC, algD, así como la 

actividad de las enzimas de la ruta de biosíntesis de alginato son influenciadas por las condiciones 

ambientales y por el nivel del oxígeno disuelto en el medio de cultivo (Leitão y Corriea 1997). Como 

se observa, los alginatos de la cepa mutante ATCN4  presentan cambios marcados en sus PMP cuando 

se cultivan en ambiente diazotróficos. Sugiriendo que la falta en la actividad de Na
+
-NQR impacta en 

el proceso de polimerización únicamente bajo estas condiciones de cultivo. 

 Otra posible explicación a los altos pesos moleculares se basa en que los grupos acetilo 

funcionan como un impedimento estérico que protege a la molécula de la acción de enzimas como las 

liasas y las epimerasas. Es posible que el alginato de la mutante ATCN4 cultivada bajo condiciones 

diazotróficas, al estar menos acetilado que el de la cepa silvestre, se encuentre más expuesto al corte de 

las liasas, esto explicaría la caída del PMP hacia el final del cultivo, contrario a lo observado con el 

alginato producido por la cepa ATCC 9046, que presenta un peso molecular prácticamente constante a 

lo largo de todo el cultivo.  

 Por otro lado, se sabe que en los alginatos algales comerciales los valores de IP son 

generalmente más bajos (1.5 a 3) comparados con algunas muestras de alginatos bacterianos 

preparadas en el laboratorio (2 a 6). Esto se debe a que en los polímeros algales el IP es dependiente 

del proceso de extracción y de producción de las sales de alginato. La precipitación, solubilización, 

filtración, lavado, purificación u otros procedimientos de separación suelen causar degradación de las 

fracciones de alto peso molecular (Moe et al, 1995). Como se observa en la figura 9.14, los valores de 

IP de los alginatos sintetizados por las cepas ATCN4 y ATCC 9046, bajo cualquiera de las condiciones 

de cultivo evaluadas (2.5 a 6.4), son más altos comparados los reportados para alginatos algales 

comerciales. Sin embargo, los polímeros bacterianos presentan la ventaja de no ser dependientes del 

método de extracción o procesamiento, pudiendo obtener IP específicos en función del tiempo de 

cultivo en que sean cosechados.   
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 Relación G/M: El contenido relativo de ácidos G y M determinado por la relación (G/M) se 

evaluó con ensayos colorimétricos (Haug y Larsen, 1962; Blumenkrantz y Asboe – Hansen, 1973). Se 

observó que en los cultivos diazotróficos, la relación G/M de los alginatos producidos por la cepa 

ATCN4 incrementa de 1.3 a 4.3 (figura 9.16a), mientras el alginato de la cepa ATCC 9046 mantiene 

valores de G/M prácticamente constantes (~2.8). Para las condiciones diazotróficas se presenta el 

comportamiento opuesto en los polímeros de cada una de las cepas (figura 9,16b). Los resultados 

demuestran que las diferencias en la relación G/M (al igual que en el proceso de polimerización) se 

encuentran en función del ambiente impuesto por la condición de fijación o no fijación de nitrógeno, 

además de los cambios intracelulares debidos a la mutación en la cepa ATCN4 (figura 9.16).  

 Trabajos previos han evaluado la relación G/M para alginatos producidos por distintas cepas de 

A. vinelandii (Sutherland, 1994; Clementii, 1997, Sabra et al, 2000, Peña et al, 2006), habiéndose 

observado valores de entre 0.2 y 1.3. En cuanto a los alginatos de algunas especies de Pseudomonas, se 

han encontrado valores de G/M de entre 0.05 y 0.6, como máximo (Sutherland, 1994; Clementi, 1997). 

A pesar de que en los alginatos algales la composición y distribución de bloques monoméricos varían 

en función de la estacionalidad y condiciones de cultivo (Clementi, 1997), pueden ser referidos como 

alginatos de alto contenido de ácido M o alto contenido de ácido G (Moe et al, 1995). Especies como 

M. pyrifera, L. japonica y A. nodosum se consideran productoras de alginatos con alto contenido de 

ácido M, en ellas se ha calculado una relación G/M de ~ 0.7 (Sutherland, 1994; Moe et al, 1995; 

Clementi, 1997). Los polímeros comerciales con alto contenido de ácido G sintetizados principalmente 

por L. hyperborea, presentaron valores de relación G/M de entre 2 y 3 (Sutherland, 1994; Moe et al, 

1995; Clementi, 1997). 

 De acuerdo a lo anterior expuesto, la relación G/M de los alginatos sintetizados por las cepas 

ATCN4 y ATCC 9046, es superior en comparación a los previamente reportados para otras cepas de A. 

vinelandii y algunas bacterias del género Pseudomonas (Sutherland, 1991; Sutherland, 1994; 

Clementii, 1997). Sin embargo, estos valores son consistentes con los obtenidos para alginatos algales 

de especies como Laminaria hyperborea, sugiriendo un alto contenido de ácido G independientemente 

de la cepa y las condiciones de cultivo.  

 Es ampliamente conocido que los alginatos bacterianos se encuentran acetilados en los 

residuos 2 y/o 3 del ácido M (Skjak-Braek et al, 1985; Rhem y Valla, 1997; Gacesa, 1998). Los grupos 

acetilo presentes en los alginatos previenen la epimerización de las unidades de ácido M en ácido G. 

Así, la acetilasa controla indirectamente la actividad de las diferentes epimerasas de A. vinelandii 

(Sutherland, 1994; Rhem y Valla, 1997). Basados en lo anterior, estructuralmente se ha encontrado que 
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un contenido de acetilos superior al 22 % es típico para alginatos que con más de un 55 % de residuos 

de ácido M, mientras que polímeros con menos del 8 % de acetilos consisten principalmente de ácido 

G (Loginov et al, 2011). Lo anterior, sustenta los resultados de un alto contenido de ácido G en los 

polímeros analizados, dado que el grado de acetilación de la cepa silvestre es de alrededor del 12 % y 

el de la cepa mutante oscila entre 0 y 4 %, dependiendo de las condiciones ambientales.  

  Estos resultados son interesantes desde un punto de vista funcional ya que dependiendo de la 

condición de cultivo impuesta durante la síntesis de alginatos es posible modificar el grado de 

acetilación y como consecuencia la composición monomérica del polímero, para producir alginatos con 

un alto contenido de ácido G, capaces de formar geles en presencia de iones divalentes, principalmente 

calcio (Sabra et al, 2001). En general, alginatos con una alta relación G/M, producen geles brillantes y 

fuertes, haciéndolos adecuados para la encapsulación en aplicaciones biomédicas. Mientras que los 

alginatos con una baja relación G/M tienden a formar geles suaves y elásticos, deseables para 

productos alimenticios, farmacéuticos o cosméticos (Murillo-Álvarez y Hernández-Carmona, 2007).  

 

Caracterización reológica de caldos de fermentación y geles de los alginatos 

sintetizados por la cepa ATCN4 

 Se sabe que el estudio del complejo Na
+
-NQR es importante desde el punto de vista médico, ya 

que se encuentra ampliamente distribuida entre microorganismos patógenos se ha considerado la 

posibilidad de utilizarlo como blanco en el tratamiento o prevención de enfermedades infecciosas 

(Verkhovsky y Bogachev, 2010), sobre todo después de demostrar el papel que desempeña en la 

inducción de factores de virulencia en V. cholerae (Häse y Mekalanos, 1999). En lo que se refiere a A. 

vinelandii, los resultados previos reportados por Núñez et al (2009) junto con los de este trabajo, 

revelan que la enzima Na
+
-NQR desempeña un papel muy importante en la fisiología de esta bacteria, 

participando en procesos bioenergéticos dependientes del transporte de Na
+
. Como se señaló en 

párrafos anteriores, la falta de su actividad en la cepa ATCN4 promueve el uso eficiente de la fuente de 

carbono, así como características peculiares en la química del alginato que sintetiza. Tales 

características podrían impactar de manera particular en la funcionalidad del polímero, haciéndolo 

atractivo para diversas aplicaciones biotecnológicas, sobre todo por el hecho de que, a diferencia de los 

algales, las condiciones de cultivo y proceso de extracción de los alginatos bacterianos se pueden 

controlar, de manera que es posible conocer el tipo de alginato que se obtiene a determinado tiempo de 
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fermentación bajo las condiciones de cultivo elegidas. Así, podrían producirse polímeros con 

propiedades definidas.  

 Viscosidad de caldos de fermentación, índice de consistencia e índice de flujo. Los análisis 

reológicos se realizaron empleando un reómetro con configuración de cono – plato. Las 

determinaciones de viscosidad aparente de caldos de fermentación a diferentes tiempos de cultivo 

confirman que en cualquiera de las muestras analizadas se presenta un comportamiento no Newtoniano 

del tipo pseudoplástico (figura 9.17), característico de estos polímeros (Mancini et al, 1996; Peña et al, 

1997; Clementi et al, 1998; Moresi et al, 2001, Peña et al, 2006). No obstante, Mejía et al (2008) 

reportó alginatos en solución (5 mg/mL) exhibiendo un carácter Newtoniano, es decir que la viscosidad 

del fluido permanece constante independientemente del esfuerzo de corte aplicado. Así, existe una 

relación lineal entre el esfuerzo y la velocidad de corte, cuya pendiente representa la viscosidad. Mejía 

(2008), atribuye dicho comportamiento a la composición química de las moléculas del alginato. Como 

se sabe, la viscosidad de los alginatos está determinada por la conformación monomérica, grado de 

acetilación, peso molecular y concentración del polímero (Peña et al, 2006). En este trabajo los 

resultados reflejaron un incremento marcado en el índice K conforme aumenta la concentración de los 

polímeros, indicando mayor calidad reológica y a su vez mayor capacidad para conferir viscosidad a 

una solución (figura 9.19). Lo anterior, se explica basado en que la evolución en la concentración del 

polímero permite la presencia de mayor número de moléculas, generando contactos cada vez más 

frecuentes. También, se ha considerado la formación de una red entrecruzada de los alginatos en 

solución. Particularmente para los alginatos que son polímeros polidispersos, el carácter no 

Newtoniano depende de la superposición y deformación de cadenas largas, así como de un 

deslizamiento mutuo entre las moléculas de la red (Malkin e Isayev, 2006).  

 Diversos trabajos han reportado que la viscosidad del alginato depende principalmente de su 

peso molecular (Martinsen et al, 1991; Mancini et al 1996; Clementi et al, 1998; Sabra et al, 2000; 

Peña et al, 2006) debido a que incrementa el volumen hidrodinámico de la molécula en solución. Otros 

autores han considerado que el grado de acetilación también es capaz de conferir un aumento en el 

volumen hidrodinámico, de forma que altos contenidos de grupos acetilos resultan en soluciones de 

alginato con alta capacidad viscosificante y con un comportamiento pseudoplástico más pronunciado 

(Skjak-Braek et al, 1989; Leitao et al, 1992; Lee et al, 1996; Rehm y Valla; Sabra et al, 2000; Peña et 

al, 2006). La relación G/M también ha sido considerado como fundamental en la viscosidad de los 

alginatos. Al respecto, Annison y Couperwhite (1986) y Peña et al (1997) sugirieron que los residuos 

G de la cadena de alginato forman asociaciones con el calcio suspendido en el medio de cultivo, como 
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consecuencia, al igual que el PMP y la acetilación también provocan un incremento en el volumen 

hidrodinámico. Como se aprecia, los estudios realizados hasta ahora, involucran únicamente efectos 

individuales del PMP, grado de acetilación y relación G/M. Sin embargo en este trabajo se analizó la 

respuesta del índice de consistencia (relacionado con la viscosidad) ante el conjunto de elementos que 

conforman la estructura química de los diferentes tipos de alginato sintetizados. Como se aprecia en la 

figura 9.20 los incrementos en viscosidad de cada tipo de alginato dependen de más de un factor y al 

parecer deben cumplirse determinadas características químicas en cada uno de los polímeros para 

observar efectos importantes en la calidad reológica. De modo que la viscosidad conferida por la 

molécula de alginato es resultado de un fenómeno sinérgico de las características que definen a esta 

molécula. 

 

Propiedades viscoelásticas de soluciones de alginato 

 Se evaluó la viscoelasticidad en los extremos del rango de frecuencia de los espectros 

mecánicos (0.01 a 200 rad/s). Se encontró que para todas las soluciones analizadas predomina el 

carácter viscoso a bajas frecuencias. Pasando el punto de transición, todas las muestras excepto 

atcc9046 obtenida de ambiente diazotrófico, exhiben un ligero comportamiento tipo gel. El cálculo del 

módulo complejo (G*) permitió determinar que todas las muestras alginatos bacterianos sintetizados 

por las cepas ATCN4 y ATCC 9046 son más rígidas comparadas con algunos alginatos comerciales o 

con polímeros como la F-actina, proteoglicano, hialuronato, etc (tabla 9.2).  

 Analizando únicamente las muestras de alginatos bacterianos se observó que las más sólidas o 

rígidas corresponden a los alginatos de la cepas ATCC 9046 y ATCN4, cultivadas en condiciones no 

diazotróficas y diazotróficas respectivamente (figura 9.21 y tabla 9.2). Por otro lado, las muestras 

menos rígidas se prepararon a partir de alginatos sintetizados por la cepa ATCC 9046 desarrollada en 

ambiente diazotrófico (figura 9.21b y tabla 9.2). Como ya se sabe, los residuos de ácido G son las 

estructuras más efectivas para formar zonas de unión a calcio u otros iones divalentes, por lo que se 

esperaría que los alginatos con mayor relación G/M formaran geles más fuertes. Sin embargo, las 

muestras más rígidas se prepararon de alginatos con una relación G/M cercana a 3. Esto es 1.5 veces 

menor comparada a la de los alginatos que generan muestras más suaves. Posiblemente, el mecanismo 

que modula el cambio en las propiedades reológicas sea la presencia de arreglos homopoliméricos G 

más que la cantidad de estos monómeros distribuidos a lo largo de la molécula. A pesar de que en este 

estudio no es posible establecer el papel de secuencias homogulurónicas, trabajos como los de Grant et 
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al (1973) y Cárdenas (1997) apoyan esta hipótesis. Estos autores encontraron que la formación de la 

estructura de “caja de huevo” requiere asociaciones cooperativas de secuencias contiguas mayores a 20 

monómeros G y que la presencia de secuencias M-G en el polímero actúan solubilizando la red 

tridimensional. 

 

Análisis tecnológico de los alginatos sintetizados por las cepas ATCC 9046 y 

ATCN4.  

 Las aplicaciones tradicionales de los alginatos están relacionadas a su habilidad para retener 

agua y a sus propiedades gelificantes, viscosificantes y estabilizantes. Por otro lado, futuras 

aplicaciones biotecnológicas, se basan en efectos biológicos específicos de la molécula de alginato o en 

su transición sol/gel en presencia de iones calcio, lo que hace a los alginatos aptos como matrices de 

inmovilización para células.  

 La caracterización integral de la cepa ATCN4 y los alginatos que sintetiza permitió la 

obtención de parámetros significativos (tabla 9.3), que destacan principalmente la factibilidad para 

emplear microorganismos en la producción de alginatos con características superiores a los algales. De 

manera general, en la tabla 9.3 se observa que para una misma concentración de alginato, los polímeros 

sintetizados por las cepas silvestre ATCC 9046 y mutante ATCN4, confieren mayor capacidad 

viscosificante y gelificante que los alginatos comerciales. Este hecho, ofrece la ventaja de reducir la 

cantidad de producto requerido para determinada aplicación.  

 Respecto a la composición química, se aprecia una gran variabilidad entre los polímeros 

bacterianos (tabla 9.3). Se cuenta con alginatos de pesos moleculares entre 900 y 2300 kDa, IPs de 2.5 

a 6, grados de acetilación que alcanzan valores máximos de 13 % y relaciones G/M en un intervalo de 

2.6 a 4.6. Tecnológicamente, todos estos parámetros podrían resultar ventajosos para aplicaciones 

como agentes de liberación prolongada o materiales de inmovilización celular ya que determinan las 

características de difusión, porosidad, homogeneidad y estabilidad de la red de los geles (Martinsen et 

al, 1991; Draget et al, 1994; Draget y Taylor, 2006; Sriamomsak y Sungthongjeen, 2007). De acuerdo 

a los trabajos previos realizados por Martinsen et al (1987) y Sriamomsak y Sungthongjeen (2007), la 

utilidad de los alginatos como geles es resultado de una combinación de sus características 

moleculares. En cuanto al estudio de alginatos algales para la encapsulación de medicamentos, se ha 
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determinado la importancia que tiene el contenido de monómeros en la disolución de la misma, así 

como la relación en el contenido de ácidos G y M para la formación de una matriz porosa. En este 

sentido, es posible modificar la composición monomérica de los polímeros que sintetizan las cepas 

ATCN4 y ATCC 9046 para obtener alginatos con diferentes relaciones G/M que puedan ser empleados 

para la liberación prolongada de medicamentos. En cuanto los grupos acetilo, en la tabla 9.3 se aprecia 

que los alginatos de la cepa ATCC 9046 cultivada en cualquiera de las condiciones ambientales 

produce alginatos con un grado de acetilación más alto comparados con los de la cepa ATCN4. A nivel 

tecnológico la acetilación modifica las propiedades de ionización reduciendo la carga negativa de la 

cadena (Lee et al, 1996). En este sentido, se esperaría que las cadenas de alginatos de la cepa ATCN4 

fueran más negativas que las de los alginatos de la cepa silvestre. Las propiedades en solución también 

se encuentran en función de la acetilación, así, un mayor grado de acetilación, como en el caso de los 

alginatos de la cepa ATCC 9046, reduce la solubilidad y aumenten la viscosidad (Lee et al, 1996).  

 El análisis de la tabla 9.3 permite inferir al menos dos ventajas que ofrecen los alginatos 

bacterianos sobre los comerciales. En primer lugar, se reitera el hecho de que la funcionalidad en 

términos de viscosidad y gelificación supera por mucho a la de los alginatos algales. El segundo lugar, 

se refiere a la posibilidad de manipular el ambiente para obtener moléculas de interés para aplicaciones 

particulares. La única posible desventaja es la viabilidad económica de la producción biotecnológica de 

alginatos. Al respecto, Miranda-Medina et al (2008), realizaron un estudio de factibilidad para instalar 

una planta productora de ácido algínico a partir de A. vinelandii. Los autores, evaluaron esta 

posibilidad a niveles de mercado, así como en términos económicos, tecnológicos y ambientales. De 

acuerdo a su investigación, encontraron que México representa una plaza importante en el consumo de 

estos productos ya que importa anualmente hasta 300 toneladas de alginatos, siendo Estados Unidos de 

Norte América su principal proveedor. Bajo este esquema concluyen que la inversión inicial se 

recuperaría después de 6.5 años de iniciar la operación.  

 El éxito de los alginatos en el mercado depende de dos factores, las propiedades del material y 

los costos de manufactura, Rehm y Valla (1997) han reportado precios de venta de alginatos algales en 

un rango de $70 a 270/Kg. En la actualidad, Sigma-Aldrich comercializa alginatos algales con precios 

entre $3800 a 5000/Kg. En el caso de productos de alta pureza estos son comercializados por arriba de 

los $540000/Kg. Así, la posibilidad de producir alginatos a nivel biotecnológico a partir de bacterias, 

podría resultar un proceso industrial atractivo en términos económicos.  
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  11. Conclusiones 

 La mutación del gen nqrE en A. vinelandii favorece el crecimiento celular de la cepa ATCN4 

en las condiciones de cultivo evaluadas. 

  En ambiente diazotrófico, la mutación del gen nqrE en A. vinelandii promueve un incremento 

de 1.6 veces el rendimiento de alginato. 

 Bajo las condiciones de cultivo evaluadas, la fuente de carbono y energía (sacarosa) es 

consumida por la cepa ATCN4 a bajas velocidades, ocasionando que la bacteria incorpore a su 

metabolismo menores concentraciones de sustrato respecto de la cepa silvestre ATCC 9046, 

esto indica que la mutación en el complejo enzimático Na
+
-NQR promueve el uso eficiente de 

la fuente carbonada. El sustrato metabolizado es desviado hacia la síntesis de proteína, PHB y 

preferencialmente hacia alginato.  

 Las características químicas de los alginatos, como grado de acetilación, peso molecular y 

relación G/M, sinterizados por la cepa mutante ATCN4, se encuentran en función de las 

condiciones ambientales. 

 La calidad reológica de los alginatos en solución  producidos por la cepa silvestre ATCC 9046 

y la cepa mutante ATCN4 depende de la concentración y una combinación de características 

químicas específicas.  

 Los geles preparados a partir de soluciones reconstituidas de alginatos bacterianos (2 %) son 

más firmes comparados con los geles de alginatos algales comerciales, elaborados a la misma 

concentración.  

 Las propiedades funcionales: índice de consistencia y viscoelasticidad de los alginatos 

bacterianos, demostraron tener potencial de aplicación a nivel comercial.  

 La información de las características cinéticas de la cepa mutante ATCN4, tales como mayor 

crecimiento celular, producción de alginato y consumo eficiente de la fuente de carbono, 

aunada a las peculiaridades en la estructura química de la molécula de los alginatos producidos 

por esta cepa, sugieren que el complejo enzimático Na
+
-NQR juega un papel muy importante 

en el metabolismo de A. vinelandii. 
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12. Perspectivas  

 Se plantea realizar estudios sobre el efecto de la respiración en la cinética de crecimiento y 

producción de alginato de A. vinelandii. Para esto se sugiere generar mutantes afectadas en la 

cadena respiratoria.  

  Con la finalidad de comprender los efectos de la mutación en el gen nqrE,  se plantea realizar 

un análisis transcriptómico de los genes involucrados en la síntesis y modificación del alginato 

bajo diferentes condiciones ambientales, variando la fuente de nitrógeno. 

 Para continuar la evaluación tecnológica de alginatos bacterianos, se propone realizar 

caracterizaciones cinéticas, químicas y reológicas de los alginatos producidos por diferentes 

cepas mutantes, principalmente aquellas que tienen afectados genes que participan en la 

edición del alginato.  
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