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Introduccion. La produccion de alginatos por A. vinelandii
en cultivo sumergido implica una serie de pasos, incluyendo
la preparacion del inéeculo. El proceso tipico de inoculacion
consiste en la proliferacion de células en un precultivo, donde
el medio de cultivo agotado, junto con las células, es
adicionado a nuevo medio en €l fermentador (1).

A. vinelandii produce la enzima alginasa que depolimeriza €l
alginato, observandose una disminucion en el peso molecular
promedio (PMP) del polimero (1, 2). Con € fin de evitar la
presencia de componentes (que incluyen alginasay alginato)
provenientes del indculo, se realizaron cultivos inoculados
con células lavadas (CICL) y se compararon con aquellos
convencionalmente inoculados (CCl). En este trabgjo se
determiné como estos componentes provenientes del indculo
afectan la biosintesis del alginato y sus caracteristicas
moleculares.

Metodologia. Los cultivos se llevaron a cabo en lote en un
fermentador de 1.0 L a 3 % de TOD constante y a 700 rpm,
utilizando la cepa silvestre (ATCC9046) y la mutante SML2
incapaz de producir alginasas (2). Con técnicas gravimétricas
se midieron la concentracion de biomasa y de alginato (1).
Los PMP e indices de polidispersion (IP) se cuantificaron por
cromatografia de filtracion en gel (1), en un equipo de HPLC
y laactividad alginasa por un método espectrofotométrico (2).

Los CCI fueron llevados a cabo adicionando a nuevo medio
de cultivo en e fermentador (900 mL), € preinéculo completo
de matraces Erlenmeyer (100 mL), mientras que los CICL
fueron realizados usando células lavadas como indculo,
colectadas por centrifugacion (15500 x @), resuspendidas en
nuevo medio de cultivo (100 mL) y adicionadas &
fermentador (900 mL.).

Resultados y Discusion. La velocidad especifica de
crecimiento y la concentracion final de biomasa ig. 1.a) de
los CCl (2=0.21 h' y 4.0 g/l) fueron muy similares a los que
se observaron en los CICL (?=0.20 k' y 3.8 g/l). Se obtuvo
una concentracion fina del alginato de 3.5 g/l en los CICL,
que resulté méas baja que la obtenida en los CCI (4.8 g/l). En
todos los cultivos, la sacarosa (20 g/l) fue consumida
totalmente (datos no presentados).

En los CICL, se abtuvieron aginatos de alto peso molecular
(1200 KDa, fig. 1.c) y con menor polidispersién (IP = 6.0)
comparado con €l alginato obtenido en los CCl (PMP = 350
KDa, IP = 8.2). Al utilizar células lavadas, la actividad

méxima de la enzima alginato-liasa se presentd a la mitad de
la fase exponencia de crecimiento (CCl) mientras que en €l
CICL se observd hasta la fase estacionaria (fig. 1.d). Un
comportamiento similar fue observado utilizando una cepa
mutante SML 2, incapaz de producir alginasas (2). Se obtuvo
un alginato de 908 KDay un IP de 5.5 en los cultivos CICL,
mientras que en los CCl el PMPfuede 475y el IPde7.2.

i —
a. 130 |C.

i i
= e e | F 1o
m e [ ]
i ¥ x
m 2 o E00
E " g .
o e ang ¥ o
]
5 5b P Fozd 4 M
_ E :
E 4 2 o0 i
B - Z .-
E 2 : w 08 ™ .
= 1 & %}
a4 i + = Lyt L
-—a o [ s 3
oo oo & *.=
o 10 0 0 0 10 0 ]
Tiempa (h) Tiempao (h)

Fig. 2 Cinéticas de crecimiento de biomasa (a), produccion de
alginato (b), PMP (c), y actividad especifica alginasa (d) de cultivos
Ilevados a cabo con la cepa silvestre, en CCl (?) y CICL (?).

Conclusiones. Los componentes provenientes del indculo
desempefian un papel importante en la biosintesis del alginato
y en la definicion de sus caracteristicas moleculares. Lavando
las células, es posible evitar la presencia de tales
componentes, aumentando draméticamente e PMP del
alginato y reduciendo su indice de polidispersion. Al evitar
estos componentes, se podran llevar interpretar correctamente
los resultados de estudios detallados de la biosintesis de
alginato.
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