VIl Simposio Internacional de
Produccion de Alcoholes y Levaduras

PRODUCCION DE ALGINATO EN UN CULTIVO POR ETAPAS MEDIANTE UNA CEPA
MUTANTE DE Azotobacter vinelandii INCAPAZ DE SINTETIZAR POLI-B-HIDROXIBUTIRATO

Miguel Mejia, Enrique Galindo y Carlos Pefia
Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia, UNAM Apdo. Post. 510-3,
Cuernavaca, 62210 Morelos, MEXICO Fax: (777) 317 23 88, e-mail: miguelm@ibt.unam.mx.

Palabras clave: alginato, Azotobacter, cultivo por etapas, PHB, mutante.

Introducciéon. Azotobacter vinelandii produce dos
polimeros de interés comercial: el alginato y el poli-B-
hidroxibutirato (PHB). Por tal razén, cuando se busca
incrementar la produccion de alginato, la sintesis de PHB
constituye un derroche del substrato. Mediante el uso de
una cepa modificada genéticamente se ha logrado
mejorar el rendimiento de la sintesis de alginato por
unidad celular. Sin embargo, el crecimiento de esta cepa
en cultivo sumergido fue inferior cuando se comparé con
el alcanzado por la cepa silvestre (1).

El objetivo del presente estudio fue implementar una
estrategia de fermentacion por etapas con la finalidad de
incrementar la produccion de alginato, empleando una
cepa mutante de A. vinelandii incapaz de sintetizar PHB.

Metodologia. La cepa mutante AT6 (la cual lleva una
mutacién en el operon phbBAC que bloquea
completamente la sintesis de PHB) se crecid en
fermentador con un volumen de trabajo de 2 L de medio
Burk modificado a 700 rpm, 29°C y un pH de 7.2. Durante
la primera etapa, la cepa AT6 se cultivd a una TOD del
10 % con la finalidad de generar una alta densidad
celular. En una segunda etapa, el cultivo fue limitado por
oxigeno, se disminuyé la agitaciéon a 300 rpm y se
alimenté una solucion de sacarosa a una alta
concentracién para incrementar la produccion de
alginato. Bajo las mismas condiciones se crecio la cepa
silvestre ATCC9046, la cual se uso como referencia. Se
determind la concentracibn de biomasa, alginato,
sacarosa, PHB y peso molecular del alginato de acuerdo
a trabajos previos (2).

Resultados y discusion. Durante la primera etapa del
cultivo se control6 la TOD al 10 %. Bajo estas
condiciones se promovi6 el crecimiento de la cepa AT6,
alcanzando una produccién de biomasa de 7.5 g/L
después de 18 h de cultivo (Fig. 1b). Durante la segunda
etapa, la p disminuyé debido a la limitacion de oxigeno
impuesta en el cultivo. La concentracion de alginato
alcanzada con la mutante AT6 fue de 9.5 g/L, dos veces
mas que lo obtenido con la cepa silvestre (Fig. 1 d) y la
mayor reportada hasta ahora en la literatura. La
concentracion de PHB sintetizado por la cepa silvestre,
es similar a la concentracién de alginato adicional que se
logra empleando la cepa AT®6, lo cual indica que la fuente
de carbono es canalizada hacia la produccién de
alginato. Se observan diferencias importantes en el peso

molecular (PM) de los alginatos sintetizados por ambas
cepas (Fig. 1e, f). Este efecto posiblemente pueda estar
relacionado a las diferencias en la velocidad de
crecimiento durante la segunda etapa del cultivo.
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Fig. 1. Cultivo comparativo de A. vinelandii ATCC 9046 (m) y
ATE6 (e) crecidas en un proceso por etapas. Crecimiento
celular (a, b); produccién de alginato (c, d); peso
molecular del alginato (e, f).

Conclusiones. El cultivo en un sistema de fermentacion
por etapas con la mutante AT6 de A. vinelandii permitio
mejorar la produccién volumétrica de alginato. Sin
embargo, el peso molecular del alginato sintetizado por la
mutante fue menor al que se obtiene con la cepa
silvestre.
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