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Resumen

Resumen

El oxigeno disuelto en los cultivos de Azotobacter vinelandii tiene un papel importante en
la produccion de alginato. Cuando no existe un control de la tension de oxigeno disuelto (TOD),
los cultivos de A. vinelandii presentan limitacion de oxigeno, lo cual tiene efectos importantes en

el metabolismo microbiano, afectando la sintesis de alginato.

El objetivo principal de este trabajo consistid en entender la influencia que tiene la
limitacion de oxigeno principalmente sobre el peso molecular del alginato sintetizado por
A. vinelandii. Se utiliz6 una cepa silvestre (ATCC 9046), se realizaron cultivos en un biorreactor
de 3.0 L con 2.0 L de volumen de operacion, sin control de la TOD y se evalu6 la influencia de la
limitacién de oxigeno utilizando como parametro la velocidad de transferencia de oxigeno
(VTO). La VTO se manipuld por cambios en la velocidad de agitacion del biorreactor, en un
rango entre 260 y 560 rpm. Los resultados de este trabajo indicaron que durante la etapa de
crecimiento del microorganismo, una disminucion en la velocidad de transferencia de oxigeno
determin6 una menor produccion del polimero y la sintesis de alginatos de mayor peso
molecular. Mientras la bacteria crecio, la TOD fue cercana a cero, se alcanzo la maxima
velocidad de transferencia de oxigeno y los cultivos estuvieron limitados por oxigeno. Asi, la
velocidad de transferencia de oxigeno correspondié a la velocidad de consumo de oxigeno
(respiracion bacteriana), por lo cual es la primera vez que se establece una relacion entre la
velocidad de respiracion celular y la polimerizacion-depolimerizacion (pasos implicados en la

determinacion del peso molecular) del alginato.

Una mayor VTO (9.0 mmol L' h") determiné un incremento en la concentracion de
alginato (1.5 g L) en comparacion con los cultivos realizados a mas baja VTO
(3.0 mmol L™ h™"), en los cuales se obtuvieron 0.5 g L™ de alginato. Esta disminucién en la
produccion de alginato, a bajas velocidades de transferencia de oxigeno, se correlacioné con un
incremento en la sintesis de PHB. La concentracion de este polimero se increment6 desde 17 a
63 % peso seco cuando se diminuy6 la VTO desde 9.0 hasta 3.0 mmol L™ h™'. Las evidencias
demostraron que la distribucidon de carbono para la sintesis de alginato y PHB fue controlada por

la velocidad de transferencia de oxigeno del cultivo.
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En relacién con el peso molecular del polimero, en el periodo de crecimiento celular, se
obtuvieron alginatos con pesos moleculares cercanos a 1560 kDa cuando la VTO fue de
3.0 mmol L' h' y de 220 kDa al incrementarse la VTO hasta 9.0 mmol L™ h™'. Una relacion
similar se obtuvo entre la velocidad especifica de consumo de oxigeno y el peso molecular del
alginato. Desde una perspectiva tecnoldgica y con fines industriales especificos (por €j. en la
industria farmacéutica), la posibilidad de sintetizar alginatos de mas alto peso molecular
manipulando la velocidad de transferencia de oxigeno, puede ser de gran utilidad sobre todo en

cultivos a una mayor escala.

Utilizando PCR en tiempo real, por primera vez, fue posible determinar la influencia de la
VTO sobre la expresion de los genes alg8 y algL. Los resultados demostraron que la expresion de
ambos genes tiene una estrecha relacion con la velocidad de transferencia de oxigeno del cultivo.
Es asi como mas altas velocidades de transferencia de oxigeno determinaron un aumento en la
expresion de algL, lo cual podria explicar la sensible disminucion del peso molecular del alginato

(desde 1560 a 220 kDa) observada a VTO mayores.

En conclusion, los resultados indican que en cultivos bajo condiciones de limitacion de
oxigeno, la velocidad de transferencia de oxigeno tiene efectos sobre la concentracion de
alginato, el peso molecular del polimero y la expresion de los genes alg8 y algL. La influencia de
la velocidad de transferencia de oxigeno sobre el peso molecular del alginato podria ser explicada
debido a un incremento en la expresion de algL, gen que codifica la enzima alginato liasa, la cual

se sabe provoca una disminucion en el peso molecular del alginato.
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Abstract

The dissolved oxygen is of critical importance for alginate production by Azotobacter
vinelandii. The biosynthesis of the polymer is influenced when the culture is realized with or
without dissolved oxygen control. When the cultures of A. vinelandii are carried out without
dissolved oxygen control, oxygen limitation could take place, which has important effects on

cellular metabolism and the alginate production.

The main objective of this work was to understand the influence of oxygen limitation on
alginate molecular mass synthesized by 4. vinelandii. A wild type strain (ATCC 9046) was used;
cultures in bioreactor of 3.0 L (working volume of 2.0 L) without dissolved oxygen tension
(DOT) were realized. The influence of oxygen limitation was evaluated using as parameter the
oxygen transfer rate (OTR). In order to study the influence of the oxygen transfer rate, the OTR
was manipulating changing the agitation rate of the bioreactor, between 260 and 560 rpm. The
results indicated that during cell growth phase, an increase in alginate concentration was obtained
when the OTR was higher, whereas a monotonic increase in molecular mass of the polymer was
obtained when OTR was lower. During the cell growth phase, the DOT was nearly zero, the
maximum OTR was obtained and the cultures were oxygen-limited. In this condition, the oxygen
transfer rate was equals at oxygen uptake rate (bacterial respiration). These findings show for the
first time a link between bacterial respiration and the molecular mass of the alginate synthesized

by A. vinelandii.

A higher OTR (9.0 mmol L' h™") determined an increase in alginate concentration
(1.5 g L") as compared with the cultures developed at lower OTR (3.0 mmol L™ h™"), which
05¢g L' of alginate was obtained. The decrease of the alginate concentration at lower OTR was
linked to an increase in intracellular PHB. The PHB concentration reached 63 % (w/w) when the
OTR was 3.0 mmol L h'l, whereas in cultures at 9.0 mmol L h'l, the intracellular PHB
production was only 17 % (w/w). The evidences indicate that the distribution of carbon between

alginate and PHB was affected by the OTR.
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During the cell growth phase, alginates with molecular mass of 1,560 kDa were obtained
when the OTR was 3.0 mmol L™ h'l, whereas at OTR of 9.0 mmol L™ h'l, the molecular mass of
the alginate was 220 kDa. These results show that alginates with a higher molecular mass
(1,560 kDa as compared to 220 kDa) were synthesized by lowering the maximum OTR.
A similar relationship was obtained between the specific oxygen uptake rate and the molecular
mass of the alginate. From a technological perspective and for specific applications (for example,
pharmaceutical applications), the findings of this work will allow the development of processes

able to produce alginates of specific molecular mass by manipulating the OTR

Using real time PCR, this is the first time that was possible to study the influence of the
OTR on expression of the genes alg8 and algL. The results demonstrated that the expression of
both genes was linked with OTR. In cultures carried out at higher OTR, an increase in the
expression of the al/gl was obtained, which could explain the drop of the alginate molecular mass

(from 1,560 at 220 kDa) observed in the cultures conducted at higher OTR.

Overall, these results indicate that in cultures under oxygen limitations conditions, the
OTR influences the concentration of alginate, the molecular mass of the polymer and the
expression of the genes alg8 y algL. The influence of the oxygen transfer rate on the molecular
mass of alginate could be explained due to an increase of the expression of algl, gene that

encode alginate lyase, which is known that cause the drop in the molecular mass of the alginate.
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1. Introduccion

Los alginatos son polisacaridos compuestos de acido B-D-manurdnico y su epimero el
acido a-L-gulurénico, los cuales se ordenan en bloques irregulares de manera lineal. Se extraen
de diferentes algas pero también pueden ser producidos por la bacteria Azotobacter vinelandii. La
principal aplicacion industrial de los alginatos es como estabilizante, agente gelificante y
emulsificante en industrias de alimentos, textiles y farmacéuticas. Desde los afios 70 se ha
estudiado la sintesis de alginatos por A. vinelandii en cultivos por lotes, continuos (Jarman et al.
1978; Horan et al. 1983; Pefia et al. 1997; Clementi et al. 1999; Sabra et. al. 2000; Trujillo-Roldan et
al. 2004) y recientemente en cultivos por lote alimentado (Priego-Jimenéz et al. 2005). Se sabe que
la concentracion de oxigeno disuelto tiene un importante efecto en la sintesis de alginato y en el
crecimiento de A. vinelandii. A una baja tensioén de oxigeno disuelto (TOD), la bacteria acumula
intracelularmente poli-B-hidroxibutirato (PHB) y a una alta TOD, A. vinelandii usa la fuente de
carbono principalmente para la produccion de biomasa. Otro aspecto que recientemente se ha
estudiado es el efecto que tiene la velocidad especifica de crecimiento sobre la produccion de
alginato. En cultivos por lotes de A. vinelandii, manipulando la potencia volumétrica
suministrada (P/V), Reyes et al. (2003) demostré que al disminuir la velocidad especifica de
crecimiento se sintetizan alginatos de mayor peso molecular. Un comportamiento similar fue
reportado en cultivos por lote alimentado de A. vinelandii limitados por la fuente de carbono
(Priego-Jimenéz et al. 2005). Estas evidencias indican que la velocidad especifica de crecimiento,
independiente de como sea manipulada, determina el peso molecular del alginato sintetizado por

A. vinelandii.
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La mayoria de los estudios relacionados con la producciéon de alginato por
A. vinelandii se han realizado bajo condiciones controladas de la TOD (Sabra et al. 2000; Pefia et
al. 2000; Trujillo-Roldan et al. 2004). En la literatura existen s6lo dos trabajos en los que se
estudio la produccion de alginato por A. vinelandii en cultivos sin control de la tension de
oxigeno disuelto (Parente et al. 1998; Reyes et al. 2003) y aunque en estos estudios, la tension de
oxigeno disuelto fue cercana a cero durante el crecimiento celular, no se evalud la posible
influencia de condiciones de limitacion de oxigeno sobre el crecimiento del microorganismo y la
produccion de alginato. Considerando ademas, que el metabolismo celular cambia
considerablemente si existe o no limitacion de oxigeno en el cultivo (Varma et al. 1993; Khatri y
Hoffmann 2006), en este trabajo se estudio la produccion de alginato por A. vinelandii bajo

condiciones de limitacion de oxigeno en un biorreactor de 3.0 L.

Es sabido que en cultivos aerobios, la medicion de la velocidad de transferencia de
oxigeno (VTO) es un excelente indicador de las diferentes respuestas fisiologicas que presentan
los cultivos (Anderlei y Biichs 2001). Por esto, en el presente estudio se implementé en linea el
analisis de oxigeno en la fase gas (a la salida del biorreactor), lo cual permitiéo estimar la
velocidad de transferencia de oxigeno durante el transcurso del cultivo. Para manipular la VTO
del cultivo se realizaron cultivos de A. vinelandii a diferentes velocidades de agitacion (entre 260
y 560 rpm) y se determind la influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre la

concentracion de alginato y su peso molecular durante el periodo de limitacion de oxigeno.
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2. Antecedentes

2.1. Estructura, propiedades y fuentes de produccion de alginatos

Los alginatos pertenecen a una familia de biopolimeros de importancia biotecnologica y
de interés cientifico. Son polisacaridos que estan constituidos por los acidos uronicos; acido
B-D-manurénico (M) y su epimero acido a-L-gulurénico (G), los cuales se ordenan en bloques
irregulares de manera lineal. En la figura 2.1 se muestra la estructura quimica de ambos acidos
urdnicos. Se utilizan como agentes espesantes, gelificantes y estabilizantes de espumas y
emulsiones, en la microencapsulacion de células y preparacion de biocatalizadores, asi como
material de implantacion y encapsulacion, siendo usados para una variedad de aplicaciones en
industrias de alimentos y farmacéuticas (Rehm y Valla 1997; Gacesa 1998; Sabra et al. 2001;
Remminghorst y Rehm 2006a). En la actualidad, los alginatos son extraidos de algas marinas, tales
como Laminaria y Macrocistis. Los alginatos extraidos de algas son relativamente baratos,
teniendo precios que oscilan entre US$ 5-20/Kg, en cambio, los alginatos de mayor pureza para
ser usados en la industria farmacéutica pueden llegar a costar US$ 40,000/Kg (Rehm y Valla
1997). Los alginatos algales tienen un limitado uso en la industrial farmacéutica, ya que en este
rubro se requiere un polimero con caracteristicas definidas y especificas. Esto, porque los
alginatos algales son una compleja mezcla que presentan un amplio rango de pesos moleculares y
composicion G-M; siendo éstas caracteristicas de composicion imposible de controlar durante la
cosecha de las algas. Por este motivo, ha sido estudiada la produccion de alginatos por bacterias,
bajo condiciones controladas de cultivo. Los alginatos pueden ser producidos por bacterias de los
géneros Pseudomonas y Azotobacter. Los alginatos bacterianos se diferencian de los algales

porque se encuentran acetilados en algunos residuos de acido manurdénico (Davidson et al.1977;
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Pefia et al. 2006) y ademas porque usualmente son de més alto peso molecular (5 a 10 veces) que
el polimero obtenido de algas, que s6lo alcanza pesos moleculares entre 48 y 186 kDa (Rehm y
Valla 1997). Una caracteristica importante de las soluciones que contienen alginato, es que €stas
tienen altas viscosidades, lo cual es atractivo desde una perspectiva de aplicacion tecnologica. Es
sabido que la acetilacion, la proporcion de residuos G-M, el peso molecular y la concentracion
del polimero tienen influencia directa sobre la viscosidad y las propiedades reologicas de las

soluciones de alginato (Geddie y Sutherland 1994).

O H

a-L-gulurénico (G)

Figura 2.1. Estructura quimica de los constituyentes del alginato.
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2.2. Caracteristicas de las especies de Azotobacter

Azotobacter vinelandii pertenece a la familia de las bacterias Azotobacteriaceae y es una
bacteria aerobia estricta, capaz de fijar nitrogeno, ya que posee un complejo enzimatico con
actividad nitrogenasa, el cual es altamente sensible a oxigeno (Kuhla y Oelze 1988). Este
microorganismo produce dos polimeros de interés industrial: el polisacarido alginato y el
poliéster intracelular poli-B-hidroxibutirato (PHB). El PHB es un termoplastico biodegradable
usado como sustituto de plésticos y es acumulado intracelularmente como una fuente de carbono

y energia durante el crecimiento desbalanceado de la bacteria (Senior y Dawes 1973).

A. vinelandii presenta una morfologia variada, que va desde bacilos hasta células en forma
de cocos, con diametros entre 1.5 a 2 um y se mueven por flagelos peritricos. El género
Azotobacter tiene la caracteristica de formar quistes resistentes a la desecacion (Sadoff 1975), los
cuales son estados celulares que presentan una notable disminucion de la actividad metabolica. El
proceso de enquistamiento puede ser inducido por B-hidroxibutirato (Lin y Sadoff 1968) y los
alginatos son esenciales durante el proceso de enquistamiento. Durante la induccion del
enquistamiento, las células vegetativas pierden su motilidad, se tornan esféricas y su pared celular
se engruesa, desarrollandose el quiste. Este proceso genera células en reposo con un cuerpo
central, rodeado por una cépsula formada por dos capas: una interna (intina) y otra externa
(exina) de lipoproteina-lipopolisacarido, constituida entre otros compuestos por acidos urdnicos
(Sadoff 1975). En la tabla 2.1 se muestra el contenido de acidos urdnicos en células vegetativas y

fracciones de quistes en 4. vinelandii.
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Tabla 2.1. Contenido de acido gulurdnico (G) y manurdnico (M) en células vegetativas y

fracciones de quiste en A. vinelandii (Sadoff 1975).

PORCENTAJE TOTAL DE ACIDO URONICO
MATERIAL CELULAR Razén M/G M-G M-M G-G
Célula vegetativa 1.84 62.6 33.5 3.9
Quiste 0.45 528 4.6 426
Exina
Quiste 1.81 513 388 9.1
Intina

M-M polimanuronato, G-G poliguluronato

Como se puede observar en la tabla 2.1, la exina es rica en acido poligulurénico
(42.6 %) y la intina contiene altos niveles de polimanurdnico (38.8 %). La presencia de estos
acidos uronicos (G-M, constituyentes del alginato) en la exina e intina, indica que el alginato

tiene un rol durante el proceso de enquistamiento.

2.3. Metabolismo de fuentes de carbono y energia en A. vinelandii

Desde hace algunos afios se ha establecido que el catabolismo de glucosa en células de
A. vinelandii ocurre principalmente por la via Entner-Doudoroff (Still y Wang 1964) y mas
recientemente estudios con resonancia magnética nuclear han confirmado esta evidencia (Beale y
Foster 1996). La via Entner-Doudoroff es comin en muchas bacterias y es la principal ruta de
oxidacion de la glucosa, la cual es transformada en piruvato y 3P gliceraldehido. En la figura 2.2

se muestra la via del metabolismo de glucosa en A. vinelandii.
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Glucosa
ATP
ADP
Glucosa 6P
NADP" + H,0
NADPH + H'
6P gluconato

Flzo

3 deoxi-2 ceto 6P gluconato

l

3 P gliceraldehido + Piruvato

Figura 2.2. Metabolismo de glucosa por la via Entner-Doudoroff.

Es sabido que A. vinelandii puede metabolizar diferentes fuentes de carbono, entre las
cuales se encuentran sacarosa, galactosa, sorbitol, acetato e intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Horan et al. 1981; George et al. 1985; Wong y Yao 1995). Asimismo, especies de
A. vinelandii pueden crecer y fijar nitrégeno atmosférico en un medio con acido hidroxibenzoico
como unica fuente de carbono (Vargas-Garcia et al. 2001). En algunos trabajos se ha estudiado la
actividad de enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa. Se ha establecido que un
incremento en la actividad de la enzima aldolasa, se relaciona con una disminucion en el
rendimiento celular (Nagai et al. 1971), lo cual puede ser explicado por una disminucion en el
flujo de carbono hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos, debido a una transformaciéon (por

accion de la aldolasa) de dos moléculas de 3P gliceraldehido en fructosa 1,6 difosfato.
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2.4. Biosintesis y regulacion de alginatos bacterianos

La biosintesis de alginatos bacterianos (figura 2.3) es similar en especies de Azotobacter y
Pseudomonas y ha sido descrita recientemente en algunas revisiones (Remminghorst y Rehm
2006a; Galindo et al. 2007). La sintesis de este polisacarido puede ser dividida en cuatro etapas
diferentes: (1) sintesis del precursor (acido GDP-manurdnico), (2) transferencia a la membrana
citoplasmatica y polimerizacion (aumento del peso molecular), (3) transferencia periplasmica y

modificacion y (4) exportacion a través de la membrana externa.

Sintesis del precursor

Se han estudiado con detalle las etapas involucradas en sintesis del precursor de alginato, el
acido GDP-manuronico. La sintesis de dicho precursor ocurre en el citoplasma y su formaciéon a
partir de sacarosa, glucosa o fructosa ha sido estudiada en Azotobacter vinelanddii y en

Pseudomona aeruginosa (Pindar y Bucke 1975).

Diferentes genes estan involucrados en la sintesis del polimero. De acuerdo a los altos
niveles intracelulares de GDP-manosa y su utilizacion en diferentes vias, se ha establecido que la
etapa limitante de la biosintesis de alginato es la mediada por algD (Tatnell et al. 1994), el cual
codifica para la enzima GDP-manosa deshidrogenada, responsable de controlar la reaccion

irreversible a 4&cido-GDP-manuronico (figura 2.3).
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Fructosa
Sacarosa/ — \
algA
Fructosa-6-fosfato Manosa-6-fosfato
PMI-GMP algC
PMM
Glucosa
Manosa-1-fosfato Sintesis del
precursor
lg4
pMI-GMP |“€
Via Entner-Doudoroff v

GDP-manosa

GMD |algD

v Z
acido GDP-manurénico
Transferencia a la

MP | alg8 membrana y
polimerizacion
. " .
acido-polymanurénico <
AlgG, AlgK, AlgX |algG
ME, MEs | algEl-7 Transferencia
Canal idénico | algJ periplasmica,
Acetilasa | algl, algJ,algF > modificacion y
Alginato liasa | algL exportacion
Algd4
v ),
ALGINATO

Figura 2.3. Vias involucradas en la biosintesis de alginato bacteriano (adaptado de Galindo et al.
2007). Los nombres de las enzimas se abrevian en letra mayuscula por sus siglas en
inglés y los genes de cada etapa se indican en letra cursiva. PMI, fosfomasosa
isomerasa; GMP, guanosina difosfomanosa pyrofosforilasa; PMM, fosfomanomutasa;
GMD, GDP-manosa deshidrogenasa; MP, manurotano polimerasa; ME, manuronato
epimerasa AlgG (Pseudomonas); MEs, manuronato epimerasa AlgEl a 7

(Azotobacter).
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Transferencia a la membrana citoplasmadtica y polimerizacion

La segunda etapa en la biosintesis de alginato consiste en la transferencia del precursor
citoplasmatico (acido GDP-manuroénico) a través de la membrana citoplasmatica y la polimerizacion
de los mondmeros para formar polimarunorato. En 4. vinelandii el proceso de polimerizacion de
alginato es mas desconocido que en P. aeruginosa. El complejo polimerasa de la biosintesis de
alginato no ha sido totalmente purificado, por lo que s6lo se tienen algunos posibles candidatos
responsables de la polimerizacion del alginato. La mayoria de los trabajos relacionados con la
funcién y rol de las diferentes unidades responsables de la polimerizacion del alginato (genes al/g$,
alg 44, algK, algX) se han realizado en P. aeruginosa (Remminghorst y Rehm 2006a). En algunos
estudios de A. vinelandii, se ha reportado que los genes alg8 y alg44 son esenciales para la sintesis
de alginato (Mejia-Ruiz et al. 1997). Se ha establecido que la biosintesis de alginato es controlada a
nivel citoplasmatico por la actividad de la enzima GDP-manosa deshidrogenasa (Tatnell et al. 1994).
Recientemente, se ha demostrado en P. aeruginosa que la introduccion de copias extras del gen alg8
incrementa en al menos diez veces la produccién de alginato y por lo tanto, se postula que el
producto de alg8, el complejo de polimerizacion, podria ser otra etapa limitante de la produccion de

alginato (Remminghorst y Rehm 2006b).

Transferencia periplasmica y modificacion

La transferencia y modificacion del alginato es una de las etapas mas desconocidas en la
sintesis de alginato por A. vinelandii. Se sabe que la modificacion de alginatos bacterianos ocurre
casi completamente en el periplasma, lo cual implica que el alginato es sintetizado como

polimarunorato y su modificaciéon se realiza a nivel del polimero. A nivel periplasmico, las
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principales modificaciones del alginato son la acetilacion (genes involucrados algl, algJ, algF) y el
control del tamafio molecular por la accidon de alginato liasas, codificadas por algl. (Wong et al.
2000). La acetilacion ocurre en los grupos hidroxilos, en las posiciones C2 y/o C3 de los residuos de
acido manuroénico, lo cual impide la epimerizacion de esos residuos y su degradacion por alginato
liasas. Asi, la acetilacion periplasmica indirectamente controla la epimerizacion y la degradacion del

alginato bacteriano.

Las alginato liasas (o alginasas) catalizan la degradacién del alginato. En los alginatos
producios por bacterias, las alginato-liasas funcionan como enzimas de ediciéon que controlan la
longitud y peso molecular del polimero (Kennedy et al. 1992). Recientemente, Albrecht y Schiller
(2005) demostraron que en P. aeruginosa, en ausencia de actividad alginato liasa se producen bajos
niveles de &cidos urénicos (manuronico y gulurdnico), por lo que la actividad liasa es critica para la
biosintesis de alginato. En A. vinelandii, los estudios en este sentido son escasos y sélo sugieren que
el rol de la alginato liasa, presente en la cepa tipo silvestre (ATCC 9046), se encuentra limitado a
etapas post-polimerizacion (Trujillo-Roldan et al. 2004). En esta etapa, la alginato liasa es
responsable de depolimerizar el alginato (disminuir su peso molecular) una vez que ya ha sido

sintetizado.

Pseudomonas y Azotobacter difieren con respecto a la epimerizacion del alginato, ya que
Pseudomonas posee solo una epimerasa periplasmica (codificada por el gen algG) y en cambio el
genoma de A. vinelandii codifica una familia de siete epimerasas extracelulares (genes algEl-7)

(Ertesvag et al. 1995) que transforman unidades de manurdnico en gulurénico a nivel del polimero.
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En la figura 2.4 se muestra el modelo propuesto por Remminghorst y Rehm (2006a) del

complejo enzimatico de polimerizacion, modificacion y exportacion del alginato bacteriano.

. AlgXuras Periplasin

AlgG  gxe -"\-I.!%f‘M' MucD)

CM

Cytosol

Figura 2.4. Modelo propuesto de los genes involucrados en la polimerizacion, modificacion y

exportacion del alginato bacteriano (Remminghorst y Rehm 2006a).
Desde un punto de vista de produccion del alginato, el control del nivel de acetilacion,

epimerizacion y peso molecular abren un nuevo campo de aplicacion biotecnologica de los alginatos

bacterianos. En este sentido, Ertesvag et al. (1999) han demostrado que es posible utilizar dos de
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las enzimas responsables de la epimerizacion en A4. vinelandii (algE1 y algE3) para producir

alginatos con propiedades especificas para determinados usos biotecnologicos.

Exportacion a través de la membrana externa

En Pseudomonas, la exportacion del alginato es a través de una proteina de membrana
externa codificada por algE. La proteina codificada por algJ en A. vinelandii es altamente similar

con algE y tiene la misma funcion que en Pseudomonas (Remminghorst y Rehm 2006a).

2.5. Parametros de cultivo que afectan la produccion y composicion de alginatos

bacterianos

Desde la década de los 70 se ha estudiado la sintesis de alginatos por 4. vinelandii, tanto
en cultivos por lotes (Clementi et al. 1995; Peia et al. 1997; Clementi et al. 1999; Sabra et. al. 1999;
Parente et al. 2000; Pefia et al. 2000; Trujillo-Roldan et al. 2004) en sistemas continuos (Jarman et
al.1978; Horan et al.1983; Sabra et al. 2000) y més recientemente en cultivos por lotes alimentado
(Priego-Jimenéz et al. 2005). Asimismo, se ha estudiado la produccion de alginato en cultivos de
A. vinelandii utilizando reactores de membrana (Saude et al. 2002) y usando células inmovilizadas
(Saude y Junter 2002). Recientemente, algunas revisiones han destacado la necesidad de
implementar nuevas estrategias de bioingenieria y de biologia molecular para la obtencion de
alginatos de mejor calidad (Remminghorst y Rehm 2006a; Galindo et al. 2007). Todos los estudios
han reconocido que la produccion de alginato y su peso molecular se afectan considerablemente por
los componentes del medio de cultivo, la velocidad especifica de crecimiento, la tensién de oxigeno

disuelto y el mezclado.
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Influencia del medio de cultivo

Es ampliamente sabido que los componentes del medio de cultivo juegan un papel
importante en la produccion de alginato por A. vinelandii. La mayoria de los estudios en este
sentido, se han centrado en evaluar la influencia de fosfato o nitrégeno sobre el rendimiento del
alginato y el peso molecular del alginato sintetizado (Sabra et al. 1999; Parente et al. 2000). En
cultivos en matraces, al comparar cultivos realizados con diferentes fuentes nitrogenadas
(organicas e inorganicas) se observo que la presencia de amonio en el medio de cultivo afecta

negativamente la sintesis de alginato por A. vinelandii (Brivonese y Sutherland 1989).

Sabra et al. (1999) encontraron en cultivos por lotes, que un exceso de fosfato en el medio
de cultivo (400 mg L) provocé una disminucién del rendimiento especifico de alginato
(0.25 g alg g biomasa™). También se ha demostrado que el nivel de fosfato inicial afecta el
contenido de residuos de acido manurdnico en la molécula de alginato. Asi, cuando la
concentracién inicial de fosfato fue menor (100 mg L), el contenido de manuronato en el
polimero alcanzé un 90 %, en cambio, si el fosfato inicial fue de 200 mg L™ solo se obtuvo un

75 % de manuronato (Sabra et al. 1999).

En cultivo continuo limitado por calcio, no se observo un incremento en la produccion de
alginato; sin embargo, la proporcion de residuos G-M fue mayor, lo cual es reflejo de la actividad

epimerasa dependiente de calcio (Annison y Couperwhite 1986).

Recientemente, Pefia et al. (2006) demostraron en cultivos realizados en matraces, que la

adicion de MOPS (acido 3-(N-morfolino)-propano-sulfénico, un amortiguador del pH) al medio
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de cultivo, determina el contenido de grupos acetilos del alginato y las propiedades

fisicoquimicas del polimero.

El proceso de inoculacion también representa un importante factor en la produccion de
alginato. Utilizando células lavadas para inocular un biorreactor, Trujillo-Roldan et al. (2003b)
demostraron que es posible obtener alginatos de mas alto peso molecular (1200 kDa) que cuando
se cultiva la bacteria con un indculo convencional (350 kDa). Estas evidencias indican que
componentes del indculo agotado (aun desconocidos) afectan las caracteristicas del alginato

sintetizado.

Influencia de la velocidad especifica de crecimiento

Recientemente, se ha estudiado el efecto de la velocidad especifica de crecimiento (L)
sobre la produccion de alginato (Reyes, 2003; Priego-Jimenéz et al. 2005). En cultivos por lotes
de A. vinelandii, manipulando la potencia suministrada (P/V), Reyes (2003) demostré que si la
velocidad especifica de crecimiento disminuye a 0.09 h™' se obtienen alginatos con un peso
molecular de 1800 kDa, mientras que a una pde 0.16 h™' el peso molecular del alginato fue
cercano a 1100 kDa. Estos resultados indican que una disminucion de la velocidad de crecimiento
(manipulada por cambios en P/V) determina la produccion de alginatos de mayor peso molecular.
En este mismo sentido, en cultivos por lote alimentado limitado por carbono (TOD = 3 %),
Priego-Jimenéz et al. (2005) demostraron que una disminucién en la velocidad especifica de

crecimiento (L < 0.1 h™') favorece la sintesis de alginatos de alto peso molecular (1300 kDa).
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Estas evidencias muestran que la velocidad especifica de crecimiento tiene efectos en el peso

molecular del alginato sintetizado por A. vinelandii.

Influencia de la tension de oxigeno disuelto (TOD) y el mezclado

En diferentes estudios se ha demostrado que la aireacion y el mezclado son parametros
criticos para la optimizacion de la produccion de polisacaridos microbianos. En la literatura
existen diferentes reportes acerca del efecto de la TOD sobre la produccion de alginatos. En los
estudios realizados hasta ahora, la TOD se ha controlado por manipulacion de la velocidad de
agitacion (Parente et al. 1998) o por variacion de la proporcidon de oxigeno o nitrégeno presentes

en el gas de entrada (Peia et al. 2000; Sabra et al. 2000; Trujillo-Roldan et al. 2004).

En cultivos de A. vinelandii realizados a una baja tension de oxigeno disuelto (< 1 %), se
favorece la acumulacion intracelular de PHB (Horan et al. 1983) y en cambio a una TOD maés
alta (cercana al 10 %), el microorganismo utiliza la fuente de carbono principalmente para la

produccion de biomasa.

Estudios en cultivos bajo condiciones de fijacién de nitrogeno (Sabra et al. 2000) y en
cultivos que previenen la fijacion de nitrogeno (Parente et al. 2000; Pefia et al. 2000;
Trujillo-Roldén et al. 2004) muestran que el peso molecular del alginato es fuertemente
influenciado por la TOD vy la velocidad de agitacion. A velocidades de agitacion de 300 rpm y a
una TOD de 5 %, A. vinelandii produce un alginato de alto peso molecular (680 kDa) y a una
velocidad de agitacion més alta (700 rpm) e independiente de la TOD utilizada (entre 0.5 y 5 %),

se obtienen alginatos de menor peso molecular (352 kDa) (Pena et al. 2000). Asimismo, a una
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TOD de 5 %, la bacteria produce mas alginato (4.5 g L) que cuando la TOD es mas baja

(0.5 %), el cual alcanzé 1.0 g L™ en los cultivos a 300 rpm.

En este mismo sentido, Trujillo-Roldéan et al. (2004) demostraron que el peso molecular
promedio (PMP) del alginato estd fuertemente influenciado por la TOD. El peso molecular
promedio del alginato se increment6 hasta alcanzar un valor maximo (985 kDa) cuando la TOD
aument6 desde 1 a 3 % y disminuy6 a 400 kDa cuando la TOD fue mas alta (5 %). Estos autores
postularon que el complejo polimerasa es influenciado por la TOD, desconociéndose hasta ahora
el mecanismo celular involucrado. Asimismo, utilizando una cepa modificada (alginato liasa
menos), estos autores demostraron que la actividad alginato liasa no es esencial para la
produccion de alginato y que cuando esta enzima se encuentra presente (como en el caso de la

cepa silvestre), su accion es limitada a etapas de post-polimerizacion.

Desde un punto de vista cinético, existen claras diferencias respecto de la produccion de
alginato en cultivos con o sin control de la TOD. Sin control de la TOD, la sintesis de alginato se
encuentra parcialmente asociada al crecimiento de A. vinelandii (Pena et al. 1997, Parente et al.
1998) y en cambio, si la TOD se controla (a 3 %), la sintesis de alginato se encuentra totalmente
asociada al crecimiento celular (Pefia et al. 2000). Por otra parte, en biorreactores sin control de la
TOD se obtiene una mayor heterogeneidad de familias de alginatos que en cultivos con control
del oxigeno disuelto (Reyes, 2003). El grado de heterogeneidad de familias de peso molecular de
un polimero se determina a través del indice de polidispersion (IP). Mientras menor sea este
indice, mas moléculas del mismo peso molecular existiran en el caldo. En cultivos con control de
la TOD (3 %) se obtienen indices de polidispersion (IP) cercanos a 10 (Pena et al. 2000) y por el

contrario, en cultivos sin control de la TOD el IP varia entre 76 y 250, lo cual refleja una mayor
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distribucion de familias de pesos moleculares de alginato (Reyes, 2003). Estos niveles mayores
de polidispersion de alginatos pueden explicarse porque cuando no hay control de la TOD, las
células estan expuestas a diferentes tensiones de oxigeno: cerca del impulsor a una TOD maxima

y detrés de los bafles, por ejemplo, a una TOD muy baja.

En la literatura so6lo existen dos reportes en los cuales se ha estudiado la produccion de
alginato por A. vinelandii en condiciones no controladas de TOD (Parente et al. 1998; Reyes et al.
2003). En ambos trabajos la TOD disminuy6 a valores cercanos a cero durante la etapa de
crecimiento celular y posiblemente existieron condiciones de limitacion de oxigeno. Sin
embargo, en aquellos trabajos no fue evaluada la existencia e implicaciones de condiciones de
limitacién de oxigeno. Es sabido que el metabolismo celular tiene diferencias importantes bajo
condiciones totalmente aerobias o de limitacion de oxigeno. La limitacion de oxigeno puede
limitar la capacidad respiratoria del sistema y la fuente de carbono puede ser solo parcialmente
oxidada, lo cual conduce a la secrecion de subproductos que permiten la generacion de energia
mientras que el metabolismo redox es balanceado. Aunque la influencia de la limitacion de
oxigeno ha sido estudiada en diferentes cultivos microbianos (Varma et al. 1993; Charoenrat et
al. 2005; Khatri y Hoffmann 2006; Zimmermann et al. 2006), en cultivos de 4. vinelandii no han
sido evaluadas las implicaciones de una condicion de limitacion de oxigeno sobre la produccion

de alginato.

2.6. Escalamiento de la produccion de alginato

En la literatura s6lo existen algunos estudios donde se intenta reproducir la produccion de

alginato a una escala mayor. Trujillo-Roldan et al. (2001) reportd estudios de escalamiento
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descendente, en los cuales condiciones que ocurren en un reactor de mayor volumen se simularon
en un reactor a nivel laboratorio. En ese trabajo, cuando A4. vinelandii se cultivo bajo condiciones
de oscilacion de la tension de oxigeno disuelto, se sintetizaron alginatos de menor peso molecular
si se compara con los obtenidos a una TOD constante del 3 %. Estas evidencias indican que en
cultivos con un deficiente control de la TOD (por ejemplo, causado por una alta viscosidad o
insuficiente mezclado), se obtiene una menor calidad del alginato en términos de su peso

molecular.

En un intento por reproducir el peso molecular del alginato obtenido en matraces en un
biorreactor de 1.0 L (sin control de la TOD ni del pH), Reyes et al. (2003) desarrollaron una
estrategia de escalamiento en donde se utilizdé como criterio la potencia volumétrica (P/V). A una
misma P/V (tanto en matraz como en el reactor), en el biorreactor, el peso molecular fue casi tres
veces menor al obtenido en matraces (1900 kDa) y la viscosidad fue cinco veces mas baja
(100 mPa s) que la obtenida en matraces. Estos autores demostraron que una misma P/V inicial
no permite reproducir el comportamiento, principalmente en términos de peso molecular y
viscosidad. So6lo una disminucion de la P/V durante el desarrollo del cultivo en el biorreactor,

permitio obtener alginatos de peso molecular similar a los obtenidos en matraces.

En este mismo sentido, recientemente en nuestro grupo del IBT-UNAM, Millan (2006),
en un biorreactor de 14 L desarroll6 una estrategia de escalamiento considerando como criterio la
potencia volumétrica. Cuando se reproduce el perfil de P/V del matraz en el biorreactor, se
obtuvieron alginatos de peso molecular similar en ambos sistemas. Este comportamiento fue
atribuido a la existencia de periodos semejantes de limitacion de oxigeno en los matraces y en el

biorreactor. Sin embargo, un parametro que no se determindé en los cultivos realizados en
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biorreactor fue la velocidad de transferencia de oxigeno, el cual ha sido descrito como un
parametro que permite establecer la existencia de condiciones de limitacion de oxigeno en un

cultivo (Anderlei y Biichs 2001).

Recientemente, Pefia et al. (2007) realizaron un estudio de la evolucion de la P/V y la
velocidad de transferencia de oxigeno en cultivos de A. vinelandii llevados a cabo en matraces,
con el fin de tener un mayor entendimiento de la produccion de alginato en matraces y asi
desarrollar mejores estrategias de escalamiento del proceso. Los resultados mostraron que la P/V
se incremento exponencialmente (hasta 1.4 kW m™) durante el transcurso del cultivo, debido a un
aumento en la viscosidad del caldo de cultivo. Asimismo, la velocidad de transferencia de
oxigeno mostrd un perfil tipico de cultivo limitado por oxigeno, caracterizado por una velocidad

de transferencia de oxigeno constante durante el crecimiento celular (Anderlei y Biichs 2001).

2.7. Transferencia de oxigeno en cultivos sumergidos

El suministro de oxigeno a un reactor es una de las tareas mas importantes en cultivos
aerobios, ya que la oxidacion de la fuente de carbono y su metabolismo en células genera una
demanda que es indispensable satisfacer por medio de la aireacion y el mezclado. En muchas
ocasiones y bajo diferentes condiciones de cultivo, el oxigeno puede llegar a ser el limitante del

crecimiento celular.

Un balance de oxigeno para un sistema aerobio, puede ser descrito por la siguiente

ecuacion:

dCO ®
o =k,a-(C;, —Cy.)-q,, -C, =VTO-VCO (2.1)
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donde:
dC 0,
dt

= cambio de la concentracion de oxigeno con respecto al tiempo

k.a = coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (h™ 6 s™)

CZZ = solubilidad de oxigeno en la fase liquida (moles O, L™)
C,, = concentracion de oxigeno en la fase liquida (moles O, LY
q,, = velocidad especifica de consumo de oxigeno (moles O, g'h)

Cyx = concentracion de biomasa (g L)

VIO =k,a- (C(’;2 -Cy, ) = velocidad de transferencia de oxigeno (mol L™ h™)

VCO = 9o, C, = velocidad de consumo de oxigeno (mol L! h'l)

Uno de los aspectos mas importantes en el desarrollo, escalamiento y economia de los
bioprocesos, es sin duda la velocidad de transferencia de oxigeno. Los microorganismos en un
cultivo sumergido consumen el oxigeno a una determinada velocidad (VCO) y si la
concentracion celular es alta o si el microorganismo tiene una alta velocidad especifica de
consumo de oxigeno, es posible que la VCO exceda la velocidad de transferencia de oxigeno
(VTO), por lo cual el cultivo se encuentra limitado por oxigeno. Los cultivos que presentan
limitacion por oxigeno o fuente de carbono, inhibicidon por productos y crecimiento diduxico
pueden ser evaluados basdndose en la variacion de la velocidad de transferencia de oxigeno
durante el transcurso del cultivo (Anderlei et al. 2004). Existen algunos reportes en los cuales se
ha medido la VTO en el transcurso del cultivo (Amanullah et al. 1998; Chen et al. 1999; Sahoo y
Agarwal 2002; Richard y Margaritis 2003; Anderlei et al. 2004; Charoenrat et al. 2006); sin

embargo, no existen mediciones de la VTO en cultivos de 4. vinelandii realizados en biorreactor.
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En la literatura existen diversos estudios que revelan la importancia de la velocidad de
transferencia de oxigeno y de la velocidad de consumo de oxigeno sobre la produccion de
polisacaridos microbianos (Herbst et al. 1992; Amanullah et al. 1998; Schilling et al. 1999). Por
ejemplo, en cultivos de Xanthomonas campestris se ha observado que la productividad de
xantana se incrementa de manera lineal con un aumento de la velocidad de especifica de consumo

de oxigeno (Amanullah et al. 1998).

Una forma de conocer la capacidad y eficiencia de transferencia de oxigeno en un sistema
de cultivo es a través de la medicion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
(kra) o de la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO). En la mayoria de los casos, se ha
utilizado como criterio de escalamiento un k;a constante que permita sustentar cierta demanda de
oxigeno del cultivo. Sin embargo, mas que la capacidad de transferencia de oxigeno (kpa) es la
velocidad de transferencia de oxigeno la determinante en el rendimiento de un proceso aerobio.
Es ampliamente conocido que la VTO depende del gradiente de concentracion de oxigeno y del
kra. En biorreactores aireados agitados mecanicamente, el kpa depende de las condiciones de
operacion (temperatura, P/V, velocidad de agitacion y flujo de gas), de la geometria del
biorreactor, impulsor y difusor de gas y de las propiedades fisicas de la fase liquida (viscosidad,

tension superficial y densidad).

En la literatura existen diversos métodos reportados para caracterizar un cultivo aerobio
en términos de la transferencia de oxigeno, principalmente a través de la medicion del kpa. Entre
los mas utilizados para medirlo se encuentran el método de oxidacion de sulfito, el método
dindmico y el método de balance de gas. Este ultimo, se basa en la medicion de oxigeno en la

fase gaseosa utilizando un sensor paramagnético o un espectrometro de masas. Todos estos
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métodos presentan limitaciones durante los diferentes estados del cultivo. Por ejemplo, el método
dinamico puede ser utilizado con alta precision durante el estado inicial del cultivo, cuando el
consumo de oxigeno es bajo y la TOD es alta. Al progresar el cultivo, el microorganismo crece y
aumenta el consumo de oxigeno, disminuyendo la TOD. En ese periodo el método de balance de

gas da una mayor exactitud en la medicion de kya (Patel y Thibault 2004).

Otra posibilidad es predecir el k;a a través de correlaciones empiricas establecidas tanto
para fluidos Newtonianos y no Newtonianos. Sin embargo, estas correlaciones son validas solo
en el rango de operacion establecido y en algunos casos, resultan especificas para el sistema

donde fueron determinadas.

Una forma generalizada para mostrar la dependencia del ki a es:

kia o (P/V)" (vo)® N)© () (22)

donde P,/V es la potencia volumétrica suministrada, v, la velocidad superficial del gas, N la

velocidad de agitacion del reactor y 1 la viscosidad del cultivo.

Considerando la dependencia de la VTO con el kra (VTO = kra (C*y, — Cyz)), cambios en
la velocidad de agitacion determinaran efectos sobre la velocidad de transferencia de oxigeno del
cultivo. De ahi que en este trabajo se propone manipular la VTO mediante cambios en la

velocidad de agitacion del cultivo.
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3. Justificacion del proyecto

En la literatura existe informacion relacionada con la influencia que tiene el oxigeno
disuelto (bajo condiciones controladas de TOD) sobre el peso molecular y la concentracion del
alginato producido por 4. vinelandii (Sabra et al. 2000; Pena et al. 2000, Trujillo-Roldan et al.
2004). Sin embargo, son limitados los estudios acerca de la produccion de alginato por
A. vinelandii bajo condiciones no controladas de oxigeno. En cultivos sin control del oxigeno
disuelto y debido a la alta velocidad de respiracion que tiene A. vinelandii, se observa que la
tension de oxigeno disuelto es cercana a cero durante la etapa de crecimiento celular. En estas
condiciones (TOD ~ cero), un parametro que resulta util para estudiar la produccion de alginato
es la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO). Por tal motivo, en este trabajo se implemento
la medicién en linea de la VTO en cultivos realizados en un biorreactor de 3.0 L, con el fin de

evaluar su influencia sobre la produccion de alginato y el peso molecular del polimero.
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4. Hipotesis y objetivos

4.1. Hipotesis

» En cultivos limitados por oxigeno, el peso molecular del alginato sintetizado por

Azotobacter vinelandii durante la etapa de crecimiento celular estd determinado por la

velocidad de transferencia de oxigeno.

4.2. Objetivo general

» Determinar, en cultivos limitados por oxigeno, cémo influye la velocidad de

transferencia de oxigeno sobre la produccion de alginato y el peso molecular del

polimero sintetizado por Azotobacter vinelandii.

4.3. Objetivos especificos

= Desarrollar un sistema de anélisis de oxigeno gaseoso que permita estimar en linea la

velocidad de transferencia de oxigeno en cultivos de 4. vinelandii realizados en un

biorreactor.

= [Establecer el efecto de diferentes velocidades de transferencia de oxigeno sobre el

crecimiento celular, la evolucién de la tensidon de oxigeno disuelto y el consumo de

sustratos en cultivos de A. vinelandii realizados en un biorreactor de 3.0 L.
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Determinar el efecto que tiene la velocidad de transferencia de oxigeno sobre la

sintesis de alginato y PHB.

Evaluar y correlacionar la influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre
el peso molecular del alginato sintetizado por A. vinelandii bajo condiciones de

limitacién de oxigeno.

Determinar la influencia que tiene la velocidad de transferencia de oxigeno sobre la

expresion de los genes algl y alg8 en células de A. vinelandii, estableciendo sus

implicaciones sobre la produccion de alginato.
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5. Materiales y métodos

5.1. Microorganismo y mantenimiento de la cepa

En el presente trabajo se utilizo la cepa de Azotobacter vinelandii ATCC 9046. El

microorganismo se conservo en tubos inclinados (slants) a 4° C, llevando a cabo su resiembra

cada 30 dias.

5.2. Medio de cultivo

En la tabla 5.1 se describe el medio de cultivo utilizado en este trabajo.

Tabla 5.1. Composicion del medio de cultivo utilizado en este trabajo.

Componente (4 LY

Sacarosa 20

Acetato de amonio | 1.0

K,HPO, 0.66
KH,PO, 0.16
CaSO0, 0.05
NaCl 0.2
MgS04*7H,0 0.2

Na,MoO4*2H,0 0.0029

FeSO4 0.027
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Las sales de potasio, la sacarosa y el acetato de amonio se disolvieron en agua destilada y
se ajusto el pH a 7.2 con NaOH 2 N. El sulfato de calcio y las sales restantes se disolvieron por
separado. Para evitar precipitaciones, las tres soluciones se esterilizaron por separado a 121° C

durante 20 minutos y una vez estériles todas se mezclaron en una campana de flujo laminar.

5.3. Preparacion del in6culo

En caja Petri se adicionaron 20-25 mL de medio de cultivo con la composicion descrita
anteriormente, incluyendo agar en una concentracion de 18 g L. La cepa fue transferida desde
un tubo inclinado (slanf) a una caja Petri con medio de cultivo e incubada por 72 h a 29° C en

una estufa (Boekel Scientific).

El inoculo para el biorreactor fue preparado en matraces Erlenmeyer de 500 mL con
100 mL de medio. En los matraces se inocularon células generadas en cajas (2 asadas) y estos
fueron incubados a 29° C y 200 rpm durante 24 h (incubadora New Brunswick Scientific Innova
4330). El biorreactor fue inoculado con 200 mL de cultivo generado en el matraz, lo cual

correspondio al 10 % del volumen total de trabajo.

5.4. Descripcion del biorreactor y las condiciones de operacion

Los cultivos se llevaron a cabo en un biorreactor Applikon (Schiedam, Netherlands) de
3.0 L de volumen nominal, con un volumen de trabajo de 2.0 L, equipado con 2 impulsores tipo
turbina Rushton (didmetro = 5 cm) y un difusor de aire con 7 orificios. Se utilizaron 3 puertos del

biorreactor: uno para inoculacion, adicion de sales y CaSOj estériles, otro para muestreo y otro
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para la adicion de antiespumante (silicona al 10 %). El antiespumante se adicion6 manualmente

utilizando una bomba peristaltica.

Para monitorear la evolucion de la tension de oxigeno disuelto (TOD) se utilizd6 un
electrodo polarografico marca Ingold (Columbus, USA). El pH se midi6é en linea utilizando un
electrodo de pH marca Ingold. La evolucion de la TOD y el pH durante el transcurso del cultivo
se registraron utilizando un sistema de adquisicion de datos (SCAD) (Pefia et al. 2000). La TOD

ni el pH fueron controlados durante el cultivo.

Los cultivos se realizaron a 29° C y la temperatura del cultivo se controld utilizando un
bafio termorregulador de circulacion de agua. El flujo de aire fue 1.0 L min™ (0.5 vvm) y se
midié utilizando un rotdmetro (0.5-2.0 L min™). El biorreactor operé a diferentes velocidades de
agitacion: 260, 340, 400, 450 y 560 rpm. En la figura 5.1 se muestra un esquema del sistema

utilizado en este trabajo.
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A
Sistema
adquisicion datos
B C
Retenedor de ’
espuma Desecador

Salida de aire

Condensador

Entrada de aire
—>

Muestreo

Electrodo de pH

Electrodo de
oxigeno

Antiespumante

Figura 5.1. Esquema del sistema utilizado en el desarrollo de este trabajo. La sefal de los
electrodos de pH y TOD fue adquirida por un sistema de adquisicion de datos en
linea (A). El flujo de gas desde la salida del biorreactor sale hacia un frasco
retenedor de espuma (B) y luego entra a una columna de vidrio con silica gel (C),
donde se remueve la humedad y queda la muestra acondicionada para ingresar al

analizador de oxigeno (D).
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5.5. Determinacion de la concentracion de biomasa

La biomasa se determind midiendo la densidad 6ptica de los cultivos a una longitud de
onda de 540 nm (espectrofotdometro Beckman DU 650). Para obtener la concentracion celular, la
densidad optica fue correlacionada con la concentracion celular en (g L) obtenida previamente
mediante una curva de calibrado. El procedimiento realizado y la curva de calibrado se muestran

en el Anexo B.

5.6. Cuantificacion del alginato

La técnica utilizada para extraer y cuantificar el alginato se bas6 en la precipitacion del
polisacarido y su determinacién gravimétrica. El procedimiento realizado se describe en el

Anexo C.

5.7. Determinacion de la concentracion de sacarosa

La determinacion de sacarosa fue realizada utilizando el método de B-fructofuranosidasa-
DNS (Miller, 1959). El método se basa en la hidroélisis de la sacarosa usando la enzima invertasa
y la posterior medicion de los azucares reductores libres por la reduccion del acido
dinitrosalicilico (DNS). En la reaccion se forma un compuesto nitroaminado colorido (amarillo),
cuya densidad optica medida a 540 nm es proporcional a la concentracion de grupos reductores.

El procedimiento aplicado y la curva de calibracion obtenida se describen en el Anexo D.
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5.8. Determinacion de la concentracion de amonio por el método fenol-hipoclorito

La determinacion de amonio fue realizada utilizando el método fenol-hipoclorito, propuesto
por Kaplan (1969). El método se basa en la transformacion del amonio a cloramina mediante la
accion del hipoclorito. La cloramina sintetizada reacciona con el fenol originando el cromogeno
p-hidroxifenil imino benzoquinona, el cudl absorbe a 635 nm y cuya densidad Optica es
proporcional a la concentracién de amonio. El procedimiento aplicado y la curva de calibracion

obtenida se describen en el Anexo E.

5.9. Determinacion de PHB por HPLC-UV

Recuperacion del PHB: el PHB fue extraido de las células de acuerdo al procedimiento
descrito por Hahn et al. (1993) con algunas adaptaciones. El procedimiento realizado se describe

en el Anexo F.

Cuantificacion del PHB: durante el desarrollo de este trabajo, se implemento la determinacion
de PHB utilizando la técnica de HPLC (equipo Waters, 2695) de acuerdo a lo reportado
previamente por Karr et al. (1983). La cuantificacion de PHB se baso en la determinacion de
acido crotonico (producto de la hidrdlisis acida de PHB) utilizando un detector UV (211 nm) y
una columna de intercambio i6nico Aminex HPX-87H. La fase movil utilizada fue H,SO,40.014
N con un flujo de 0.7 mL min y una temperatura de 50°C. El tiempo de corrida de cada muestra
fue de 30 min y las muestras fueron inyectadas por duplicado. La sefial del detector fue procesada
con un programa PC compatible (Empower, Waters). La implementacion de esta técnica

consistio en evaluar una serie de ensayos analiticos (de acuerdo a la International Conference on
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Harmonisation, ICH). En el Anexo G se muestran los cromatogramas y los ensayos de validacion

realizados en la puesta apunto del método de cuantificacion de PHB.

Las soluciones estandares utilizadas y la curva de calibracion obtenida se muestran en el

Anexo F.

5.10. Determinacion de acetato por HPLC

El acetato fue determinado por la técnica de HPLC (equipo Waters, 2695) aplicando el
mismo procedimiento de cuantificacion de PHB descrito anteriormente, s6lo que el tiempo de
corrida de cada muestra fue de 15 min. La concentracién de acetato fue extrapolada utilizando

una curva de calibrado (Anexo H).

5.11. Determinacion del peso molecular promedio del alginato

El peso molecular promedio del alginato fue determinado por cromatografia de filtracion en
gel (GPC) usando una serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500 y 2000, Waters) de 7.8 mm
(didmetro interno) por 300 mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters, 2695) con un detector
de indice de refraccion (Waters, 2414). Se utilizé como fase movil NaNO; 0.1 M a 35° C con un
flujo de 0.9 mL min™. El tiempo de corrida de cada muestra fue de 30 minutos. Las muestras
fueron inyectadas por duplicado. La sefial del detector fue procesada con un programa PC
compatible (Empower, Waters). La calibracion de las columnas se llevo a cabo utilizando
pululanos de Aureobasidium pullulans como estandares de peso molecular con un rango de 5,800

a 788,000 Da. Se inyectaron 100 LL de muestra para el analisis.
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El procedimiento de preparacion de muestras para el analisis de peso molecular por GPC se

muestra en el Anexo L.

5.12. Determinacion de la viscosidad del caldo de cultivo

La viscosidad del caldo de cultivo se midi6 en un viscosimetro de cono y plato (Wells-
Brookfield LVT, Series 82198). Todas las determinaciones se hicieron a temperatura ambiente a
6 rpm y usando el cono CP-52, lo cual corresponde (de acuerdo a los datos del fabricante) a una
velocidad de deformacion de 12 s™. El viscosimetro fue calibrado antes de su utilizacion con
aceites de referencia Brookfield de 100, 500 y 1000 mPa s. Tomando como referencia estos

valores, se estimo un factor de 21.689 para el calculo de la viscosidad.

5.13. Microscopia electronica

Por microscopia electronica se analizaron células cultivadas a velocidades de agitacion de
260 rpm (20 h de cultivo) y 560 rpm (17 h de cultivo). Las células fueron removidas desde el
medio de cultivo, lavadas con NaCl 1.0 M y resuspendidas en glutaraldehido al 3 % (v/v), con
amortiguador de cacodylato 0.1 M. Las células fueron fijadas por 1 h, lavadas y colocadas en
0sO4 1 % (v/v) en solucidon amortiguadora de cacodylato por 1 h a 4° C y finalmente lavadas e
hidratadas. Los cortes fueron examinados con un microscopio EM-900 Zeiss con amplificacion

de x 30,000.
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5.14. Recuperacion, purificacion de RNA y analisis por PCR en tiempo real (RT-PCR)

20 mL de cultivo (muestreado en fase de crecimiento celular) fueron centrifugados
(8,000 rpm por 10 min) y las células resultantes fueron resuspendidas en 5 mL de MgSO4 0.1 M
y 20 uL de proteasa. El procedimiento aplicado para la recuperacion y purificacion del RNA fue
adaptado de Barry et al. (1992). Complementariamente, las muestras fueron purificadas

utilizando el Kit Roche (Cat. No. 11 828 665 001), aplicando el protocolo descrito para tal efecto.

Sintesis de cDNA. El RNA, se cuantificé en espectrofotometro y se verifico en un gel su
integridad y que las concentraciones cuantificadas correspondan a lo observado, esto para
asegurarse de utilizar las mismas cantidades de RNA de las distintas condiciones analizadas. Para
la reverso transcripcion (sintesis de cDNA) se usaron 200 ng de RNA de cada condicién y se
utilizo un Kit Revert Aid™ H minus First Strand cDNA Synthesis, de Fermentas Life Science,

segun la metodologia recomendada.

El RNA se diluy6 a 100 ng pl” en agua con DEPC. Se tomaron 2 ul de RNA (200 ng) y
se agregaron 2 pmoles de cada primer (reverso), tanto de los genes cuya expresion se cuantificd
(algL y alg8), como del gen control (gyrA4). Para el disefio se utiliz6 el programa disponible para

tal efecto en http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www_slow.cgi.

El volumen de la reaccion se levé a 12 pl con agua DEPC. Se mezcl6 y centrifugd

brevemente. Posteriormente se afiadio:
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Buffer de reaccion 5X 4 ul
Inhibidor de nucleasas RiboLock de 20u pl™ 1 ul
Mezcla de ANTPs 10 mM 2 ul

Se incubd a 37°C por 5 minutos y luego se puso 1 pl de la enzima reverso transcriptasa
RevertAid™ (200 u pl™), quedando un volumen final de 20 pl. La mezcla se incubd a 42°C por

60 min. La reaccion se detuvo calentando a 70°C por 10 min.

PCR de tiempo real. La PCR de tiempo real se realiz6 con un equipo ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Perkin-Elmer/Applied Bio-systems) usando SYBR Green PCR
Master Mix (Perkin-Elmer/Applied Bio-systems). Para estas reacciones, los cDNAs resultantes
de la reverso transcipcion de 200 ng de RNA de cada condicién se diluyeron 1:10 en agua estéril,
y se tomd 1 pl. Se afiadieron 10 pl de la mezcla maestra SYBR Green, 7 ul de agua estéril y 2
ul  de los oligos “forward” y “reverse” correspondientes al gen cuyo cDNA se deseaba
cuantificar (concentracion final de los oligos 250 nM). Las condiciones de amplificacion fueron:
un ciclo de 10 min a 95°C, y 40 ciclos de dos pasos, a 95 °C por 15 s y a 60°C por 60 s. El tamafio
de todos los amplimeros fuel00-101 bp. Todas las reacciones de RT PCR se realizaron por
triplicado para cada gen y para cada condicion de agitacion. Adicionalmente, para cada gen la
cuantificacion se realizé utilizando dos amplificaciones independientes usando dos pares de
oligos diferentes. La cantidad de mRNA del gen gyr4 (que codifica para una subunidad de la
DNA girasa) se usé como control interno para normalizar los resultados obtenidos para los
mRNAs de algl y alg8 de las distintas condiciones. La técnica utilizada para analizar los datos

fue el método 2 **“T reportado por Livak y Shmittgen (2001).
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Oligos empleados empleados:

algL1US 5’-CTGCTCACCACCGAGTACAA-3’
algL1DS#  5-GCGAACTGGAGAATTTCAGG-3’
algL2US 5’-ATGCGCTACATGGAGAAAGG-3’
algl2DS#  5-TTGTACTCGGTGGTGAGCAG-3’
alg8-1US 5’-GATCATCGGCTCCATCAAAT-3’
alg8-1DS:#  5-GTCCGGAAAGAGACAACAGC-3’
alg8-2US 5’-CGATCCTTCCCATGTGTTTC-3°
alg8-2DS:#  5’-CAGTTGATCGCCTCCTTGAT-3’
gyrAFw?2 5’-CCAGCAAGGGCAAGGTCTA-3’
gyrARevi  5-TCGTCCAGCGGCAACAGGT-3’
gyrA2US 5’-CGTGATGCTGATCAAGTTGG-3°

gyrA2DS:#  5’-TCCTCGTCGTCGAATAGCTC-3’

Los oligos marcados >k corresponden a oligos reversa (usados en reverso transcripcion y en

RT-PCR).

5.15. Implementacion del sistema de analisis de oxigeno en fase gas y estimacion de la

velocidad de transferencia de oxigeno

Se utiliz6 un analizador paramagnético (Teledyne Instruments, USA) para medir el oxigeno
en el flujo gaseoso de la salida del biorreactor y se implement6 un sistema de acondicionamiento

de la muestra gaseosa. En un principio, esta implementacion fue considerada trivial; sin embargo,
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se presentaron diferentes dificultades experimentales de implementacion que imposibilitaron, en

una primera etapa, una adecuada estabilidad de la sefial de oxigeno detectada por el analizador.

A continuacidn, se enumeran y detallan las diferentes acciones implementadas que permitieron

una correcta medicidon de oxigeno:

Prevencion del ingreso de espuma al analizador paramagnético: se acondicion6 un frasco
receptor de espuma (Fig. 5.1), el cual se instald a la salida del condensador del biorreactor
y mediante el cual fue posible decantar la espuma que en algunos cultivos salié desde el
reactor. Este frasco permitié el paso libre del flujo de gas de salida del reactor hacia el

analizador.

Remocion de la humedad del gas de salida del biorreactor: entre la salida del frasco de
retencion de espuma y el analizador paramagnético se instalé una columna de vidrio

(30 cm) rellena con silica gel (Fig. 5.1).

Determinacion del punto de rocio del gas de salida del biorreactor: rutinariamente, a la
salida de la columna de silica gel, se midi6 el punto de rocio de la muestra gaseosa.
Durante las primeras 10-12 h de cultivo, la medicion del punto de rocio se mantuvo en un
rango adecuado para el anélisis (descrito por el fabricante), periodo después del cual fue
necesario regenerar la silica gel de la columna. Antes de conectar la columna con una
nueva silica gel y hacer pasar gas por ella, fue necesario acondicionarla con gas

proveniente del biorreactor (por 15-20 min) sin hacer pasar esa corriente al analizador.
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»  Control de la temperatura ambiente cercana al analizador: se construyd una camara de
material aislante con un ventilador mecanico al interior. En esta camara, se instald el
analizador paramagnético. Este dispositivo evitd un incremento importante de la
temperatura ambiente durante el tiempo que duraron los experimentos. Asi, durante los
experimentos, la temperatura ambiental cercana al analizador oscil6 entre 28° y 32° C, lo

cual no afect6 sensiblemente la deteccion de oxigeno.

»  Ajuste del flujo de gas de entrada al analizador: para ello, se instald6 un rotametro
(flujo méaximo de 1.5 L min™) entre la salida del gas desde la columna de silica gel y el

analizador de oxigeno.

En la puesta a punto del analizador de oxigeno, se analizaron mezclas conocidas de gases
(de oxigeno y nitrogeno) durante un periodo de tiempo de 50 h, con lo cual se evalu6 la
estabilidad de la senal entregada por el analizador. En la figura 5.2 se muestra un ejemplo tipico
de la respuesta obtenida por el analizador (promedio de tres mediciones independientes), para una

mezcla de composicion conocida (21 % de oxigeno).

Los resultados mostraron que la sefial de oxigeno fue estable, obteniéndose un valor

promedio de oxigeno de 20.99 + 0.058 %.

Es importante destacar, que la menor diferencia de oxigeno (durante la etapa de
crecimiento del microorganismo) detectada entre la salida y la entrada correspondi6 a 0.1 % (con
esta diferencia de oxigeno, se puede calcular la velocidad de transferencia de oxigeno, ver mas

adelante). Considerando que la desviacion estandar del analisis de oxigeno desde el gas de salida
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del reactor sin presencia de microorganismo fue de 0.058 % (mostrado anteriormente), entonces,
es posible detectar sin inconvenientes la variacion de oxigeno a la salida del reactor durante el

transcurso del cultivo.
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0 10 20 30 40 50
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Figura 5.2. Evoluciéon del oxigeno en fase gas desde la salida del biorreactor sin
microorganismos. Analisis de una mezcla 21 % oxigeno y 79 % nitrégeno, con un

flujo de gas de 1.0 L min'. Se muestra el promedio de tres mediciones

independientes.

La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) se estim¢ a partir del analisis en linea del
nivel de oxigeno gaseoso a la salida del biorreactor, utilizando la ecuacion propuesta por Zeng et
al. (1994):

Va

VL Vn

VTO = (Xin — Xour) (5.1
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donde Vg es el flujo de gas en la entrada (L h™), Vi el volumen de trabajo (L), Vy el volumen

molar (L mol™), Xin y Xou la fraccion mol de oxigeno en la entrada y salida, respectivamente.

5.16. Estimacion de la maxima velocidad de consumo de oxigeno

Con el fin de analizar la existencia de condiciones de limitacion de oxigeno en los
cultivos, se realizd un analisis tedrico que consistio en calcular la maxima velocidad de consumo
de oxigeno (VCOn,x) a las diferentes condiciones estudiadas. La siguiente ecuacion se aplico
para calcular VCOyx:

ﬂmaxX

VCO max — (5 2)

x/o

donde max es la maxima velocidad especifica de crecimiento (h™'), X es la concentracion de
biomasa (g L") y Yyo (g mmol O, el rendimiento de oxigeno necesario para el crecimiento.
Para el calculo de la VCOp,x se considero el Yy, calculado a partir del ajuste de minimos

cuadrados de la ecuacion 6.3 (ver resultados y discusion).

5.17. Calculo de la velocidad especifica de consumo de oxigeno

La velocidad especifica de consumo de oxigeno (qo2) fue calculada a partir de los datos
experimentales de la VTOp, y la concentracion de biomasa (X), utilizando para ello la siguiente
ecuacion:

gor = VIO men (5.3)
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5.18. Calculo de la velocidad especifica de crecimiento

Los datos obtenidos experimentalmente de la cinética de crecimiento celular fueron
descritos por la ecuacion logistica (Klimek y Ollis 1980; Pefia et al. 2000; Trujillo-Roldan et al.

2001):

dletLX(l— X ] (5.4)

donde 1 es la velocidad especifica de crecimiento (h™) y Xpmax €s la concentracion méaxima de
biomasa (g L™"). Integrando la ecuacién 5.4, considerando que X, = X(t=0) y reordenando los

términos se obtiene la ecuacion 5.5, la cual describe el crecimiento bacteriano en el tiempo.

X, e
X, = 0 5.5
(t) 1 - (XO /XITIZ.X )(1 - e‘ul ) ( )
Reordenando términos, se obtiene:
,th = _ln[(Xmax /XO )_ 1]+ lnl(X(t) /Xmax )/(1 - (X(t) /Xmax ))J (56)

Al graficar ln[(X o!X max)/ (1— (X 0 ! X nax ))J contra el tiempo se obtuvo la velocidad especifica

de crecimiento (representada por la pendiente del grafico) para cada condicion evaluada.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y los resultados que se presentan
corresponden al promedio de las corridas independientes. Las figuras muestran el valor promedio
y la desviacion estdndar entre las réplicas. Las diferencias entre el promedio de los cultivos

fueron evaluadas por una prueba de t-student’s comparativa (p=0.05).
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5.19. Estrategia experimental

En la literatura solo existe un estudio donde se muestra la variacion de la velocidad de
transferencia de oxigeno en cultivos productores de alginato (Pefa et al. 2007). En ese estudio,
realizado en matraces, la tendencia de la VTO durante el transcurso del cultivo mostré un perfil
caracteristico de cultivos limitados por oxigeno, ya que fue constante durante el crecimiento
celular. Sin embargo, no fue determinado el posible efecto de la VTO sobre el peso molecular
del alginato. Con este antecedente, el objetivo del presente trabajo fue establecer como el peso
molecular y la concentracion del alginato sintetizado durante el crecimiento celular de
A. vinelandii son influenciados por la velocidad de transferencia de oxigeno en cultivos llevados
a cabo en un biorreactor. Para evaluar la influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno,
se implementd un sistema de analisis de oxigeno en la fase gas a la salida del biorreactor.
Se realizaron diferentes cultivos de A. vinelandii en biorreactor, con un medio de cultivo definido
y utilizando amonio como fuente de nitrogeno. Los cultivos fueron realizados a diferentes
velocidades de agitacion (260, 340, 400, 450 y 560 rpm) y en cada uno de ellos se estimd en linea
la velocidad de transferencia de oxigeno. En particular, durante el crecimiento celular se
determinoé (entre otros) el peso molecular promedio y la concentracion del alginato producido
durante el transcurso del cultivo y estos fueron correlacionados con la velocidad de transferencia

de oxigeno medida.
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6. Resultados y discusion

6.1. Influencia de la velocidad de agitacion sobre el crecimiento celular, el consumo de

sustratos y la velocidad de transferencia de oxigeno

Las figuras 6.1 y 6.2 muestran la evolucion de la biomasa, de la tension de oxigeno
disuelto (TOD) y de la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) en cultivos realizados a 260,
340, 400, 450 y 560 rpm en el biorreactor de 3.0 L. En todas las condiciones estudiadas y durante
las primeras horas de cultivo, la VTO mostré un incremento que fue relacionado con una
disminucion de la TOD del cultivo. En todos los casos, se alcanzo el valor maximo de la VTO
durante el periodo de crecimiento celular. Este valor maximo de la VTO fue caracterizado por un
perfil de tipo "plateu”, el cual representa la maxima velocidad de transferencia de oxigeno
(VTOmax). La VTOnmax corresponde a la maxima capacidad de transferencia gas-liquido del
biorreactor y puede ser imaginada como un “techo" del sistema, definido por el més alto valor de
la VTO mantenido durante el cultivo (Maier y Blichs 2001). Este comportamiento de la VTO ha
sido descrito como caracteristico de cultivos limitados por oxigeno y previamente ha sido
observado en otros cultivos celulares (Stockmann et al. 2003; Anderlei et al. 2004). Considerando

esto, los cultivos de A. vinelandii presentaron limitacion por oxigeno.

A una determinada condicion de transferencia de oxigeno en un cultivo microbiano, las
células incrementan su velocidad de consumo de oxigeno hasta alcanzar el "techo” del sistema.
Cuando se alcanza esta maxima velocidad de transferencia de oxigeno, el cultivo se encuentra

limitado por oxigeno y la velocidad de consumo de oxigeno de las células es funcion solamente
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Figura 6.1. Evolucién de la concentracion de biomasa, tension de oxigeno disuelto y velocidad
de transferencia de oxigeno en cultivos de A. vinelandii realizados en biorreactor de

3.0 L bajo diferentes condiciones de agitacion. (@) 260 rpm, () 340 rpm.
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Figura 6.2. Evolucién de la concentracion de biomasa, tension de oxigeno disuelto y velocidad

de transferencia de oxigeno en cultivos de A. vinelandii realizados en biorreactor de

3.0 L bajo diferentes condiciones de agitacion. () 400 rpm, (v) 450 rpm,

(A) 560 rpm.
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de las condiciones de operacion. Asi, bajo esta condicion, el metabolismo celular es influenciado
directamente por la velocidad de transferencia de oxigeno. Es sabido que el metabolismo celular
tiene diferencias significativas bajo condiciones totalmente aerdbicas o limitadas de oxigeno, lo
cual ha sido bastamente estudiado en otros cultivos microbianos (Varma et al. 1993; Charoenrat

et al. 2005; Khatri y Hoffmann 2006; Zimmermann et al. 2006).

Cuando las condiciones de operacion (velocidad de agitacién en nuestro trabajo) fueron
cambiadas, el "techo" del sistema fue alterado. Asi, el valor maximo de la velocidad de
transferencia de oxigeno fue influenciado por la velocidad de agitacion. Se obtuvieron VTOmax de
3.0, 4.0, 5.5, 8.0 y 9.0 mmol L™ h™* en los cultivos realizados a 260, 340, 400, 450 y 560 rpm,

respectivamente.

Los cambios en la concentracion de oxigeno disuelto (medida como tension de oxigeno
disuelto) en un cultivo dependen de la velocidad de transferencia de oxigeno desde las burbujas
de aire al liquido, de la velocidad de consumo de oxigeno y las necesidades de mantenimiento por
parte de las células. En nuestro trabajo, durante la etapa de crecimiento celular y a tempranas
horas de comenzada esta fase (5 h en cultivos a 260, 340 y 400 rpm, 15 h en cultivos a
450 y 560 rpm), la TOD disminuy6 a valores cercanos a cero, lo cual puede ser explicado por una
alta velocidad de consumo de oxigeno (velocidad de respiracién) que presentan las especies de
Azotobacter (Post et al. 1983; Oelze 2000). Esta evidencia es indicativa de que durante el

crecimiento celular no existié acumulacién de oxigeno (dO2/dt ~ 0) y por lo tanto en esa etapa

del cultivo, la velocidad de transferencia de oxigeno es igual a la velocidad de consumo de

oxigeno del microorganismo (VCO). Entonces, considerando que la VCO es funcion de la
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velocidad especifica de crecimiento (ecuacion 5.2) y que cuando existe limitacion de oxigeno
VTO ~ VCO, la velocidad especifica de crecimiento queda determinada por la VTO, lo cual ha

sido establecido previamente en otros cultivos microbianos (Beronio y Tsao 1993).

En un bioproceso aerobio, la velocidad de consumo de oxigeno (VCO) puede ser descrita
por el consumo de oxigeno para funciones celulares de mantenimiento y de crecimiento celular.
Esto puede ser expresado como:

(dX /dt)

x/o

VCO = Moz X (6.1)

donde Yy, es el rendimiento de oxigeno necesario para el crecimiento, mq, es el coeficiente de
consumo de oxigeno para mantenimiento y X la concentracion de biomasa. Se sabe que el

modelo logistico describe el crecimiento de A. vinelandii (Klimek y Ollis 1980; Pefia et al. 2000):

dX X
i =X (1—)(] (6.2)

max
donde p es la velocidad especifica de crecimiento y Xmax la méxima concentracion de biomasa.

Asi, considerando ambas ecuaciones (6.1 y 6.2), es posible definir la velocidad de consumo de

oxigeno (VCO) por la siguiente ecuacion:

vco = 44 {1— X J+mozx (6.3)

x/o max

Como fue mencionado anteriormente, bajo limitacion de oxigeno la VCO equivale a la
VTO, por lo que a partir de las mediciones de la velocidad de transferencia de oxigeno, de la

biomasa (promedio de 7-8 datos experimentales para cada condicién) y el célculo de p, se
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resolvio la ecuacion 6.3 mediante un ajuste de minimos cuadrados y se calcularon los parametros
Yxo Y Moz a las diferentes condiciones estudiadas. En la tabla 6.1 se muestran los valores

obtenidos para ambos parametros.

Tabla 6.1. Valores de los parametros Yy, y Mo obtenidos por el ajuste de minimos

cuadrados de la ecuacion 6.3.

Velocidad de agitacion Mo2 Yo
(rpm) (mmol O, g* h™Y) (g mmol 0,

260 0.011 0.018

340 0.011 0.025

400 0.093 0.023

450 0.017 0.023

560 0.020 0.026

Los Yy, calculados a las diferentes condiciones de transferencia de oxigeno no variaron
de forma importante, alcanzando valores entre 0.018 y 0.026 g mmol O,™. En comparacion con
otros trabajos, los Yy, calculados en nuestro estudio, fueron similares a los reportados
previamente por Nagai y Aiba (1972) en cultivos continuos de A. vinelandii, quienes reportaron
un valor de 0.013 g mmol O,™. El coeficiente de consumo de oxigeno para mantenimiento (moy)
presentd mayores diferencias en los distintos cultivos analizados (tabla 6.1). El valor mas alto de
Moz (0.093 mmol O, g* h™") se obtuvo en los cultivos realizados a 400 rpm, siendo 560 rpm la
mas alta velocidad de agitacion estudiada. A una mayor velocidad de agitacion, se incremento el
suministro de oxigeno al cultivo (mayor es la VTO), pero no necesariamente aumentd el consumo

de oxigeno para mantenimiento. Resultados similares para la tendencia de mo, con la velocidad

54



Resultados y discusién

de agitacion fueron reportados en cultivo continuo de A. vinelandii (Kuhla y Oelze 1988; Sabra et
al. 2000). Estos autores indicaron que un incremento en la concentracion de oxigeno del cultivo,
no esta relacionada directamente con un incremento en my,. En esta misma linea, en cultivos de
E. coli y estudiando la produccion de benzaldehido liasa, Calik et al. (2004) observaron que a una
velocidad de agitacion de 750 rpm, el my, fue 1.6 veces menor que cuando el cultivo se llevo a
cabo a 375 rpm. Estas evidencias demuestran que el my; no depende directamente del suministro
de oxigeno, posiblemente porque corresponde a un consumo de oxigeno celular determinado por

multiples funciones microbianas.

Para evaluar tedricamente la existencia de limitacion de oxigeno en los cultivos de
A. vinelandii, se calculé la maxima velocidad de consumo de oxigeno (VCOma) Yy €ésta fue
comparada con los valores medidos de la VTOnmax. En la tabla 6.2 se muestran los valores de

VCOmax calculadas y VTOnmax medidas para cada una de las velocidades de agitacion estudiadas.

Tabla 6.2. Méaxima velocidad de consumo de oxigeno calculada y velocidad de

transferencia de oxigeno determinadas a diferentes velocidades de agitacion.

Velocidad de agitacion VTOmax VCOpax calculada’
(rpm) (mmol L™ hY) (mmol L™ h™)
260 3.0 18.9
340 4.0 29.7
400 55 415
450 8.0 49.3
560 9.0 52.1
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Los resultados indican que las VCOnax calculadas se incrementaron con el aumento de la
velocidad de agitacion y fueron entre 6 y 8 veces mas altas que las VTOmax medidas en todos los
casos estudiados. Esta evidencia es indicativa de que la maxima velocidad de consumo de
oxigeno de las ceélulas excede la capacidad de entrega de oxigeno del sistema
(VCOmax > VTOmax), lo cual sustenta la existencia de limitacion de oxigeno en los cultivos de

A. vinelandii.

Al incrementarse la velocidad de agitacion (k.a mas alto) y por lo tanto al disminuir las
limitaciones por transferencia de masa, es esperable que la concentracion de biomasa se
incremente conforme aumenta la velocidad de agitacion y la VTO. Este comportamiento se
obtuvo al aumentar la velocidad de agitacion desde 260 a 340 rpm, siendo la maxima
concentracion de biomasa 2.8 g L™ y 3.6 g L™, respectivamente. Sin embargo, a velocidades de
agitacion superiores a 340 rpm (entre 400 y 560 rpm), la biomasa méxima vario levemente, entre
3.6y 4.2 g L™ En este sentido, un comportamiento similar fue reportado por Parente et al. (2000)
en cultivos de A. vinelandii realizados a velocidades de agitacion entre 300 y 700 rpm. Una
posible explicacion, podria estar relacionada con un desacoplamiento del metabolismo
respiratorio, provocado por un aumento de la velocidad de consumo de oxigeno (a una mas alta
velocidad de agitacion), lo cual se traduciria en una mayor velocidad de produccion de CO; y una

consiguiente disminucion en la produccion de biomasa.

En los cultivos llevados a cabo a 450 y 560 rpm, se observo una disminucién gradual de
la TOD, la cual alcanz6 valores cercanos a cero s6lo después de 15 h de cultivo (Fig. 6.2). Este
comportamiento fue diferente al obtenido en los cultivos realizados a 260, 340 y 400 rpm, en los

cuales la TOD disminuyé a cero a tempranas horas de cultivo (< 5 h). Este perfil de la TOD
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(a 450 y 560 rpm) esta relacionado con una menor produccion de biomasa y por lo tanto una
menor demanda de oxigeno. Es asi que antes de las 10 h de cultivo, en los cultivos a 340 rpm la
concentracion de biomasa se incrementé més de 5 veces (desde 0.15 g L™ hasta 0.80 g L™) y en
cambio, por ejemplo, a 560 rpm, la concentracion de biomasa (en ese mismo periodo de tiempo)
s6lo se duplicd (desde 0.15 g L™ a 0.30 g L™"). Considerando que un aumento en la velocidad de
agitacion incrementa el ki a y por lo tanto se transfiere mas oxigeno al medio (a las 15 h de
cultivo se transfirieron 89 mmol O, L™ a 560 rpmy 49 mmol O, L™a 340 rpm), es posible que
un mas alto nivel de oxigeno (a 450 y 560 rpm) tenga un efecto inhibitorio sobre el crecimiento

celular, al menos durante las primeras 10 h de cultivo.

En los cultivos llevados a cabo a 450 rpm, el perfil de la VTO fue muy similar al que se
obtuvo en los cultivos realizados a 560 rpm. El perfil de la VTO de ambos cultivos mostr6 dos
valores méaximos: uno cercano a 5.5 mmol L™ h y el otro alrededor de 8.0-9.0 mmol L™ h, el
cual correspondié a la méaxima velocidad de transferencia de oxigeno durante el crecimiento
celular. Es conocido que la VTO es proporcional a la diferencia entre la concentracion al
equilibrio y la de oxigeno disuelto presente en el seno del liquido, siendo la constante de
proporcionalidad el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k.a). Un incremento en la
velocidad de agitacion aumenta el k,a y la VTO. La figura 6.3 muestra la relacion obtenida entre
la velocidad de agitacion y el k_a calculado (a partir del valor de la VTOnax) a las diferentes
condiciones estudiadas. Se observa que el sistema utilizado alcanza su méaxima capacidad de

transferencia de masa a velocidades de agitacion cercanas a 450 rpm.
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Figura 6.3. Relacién entre la velocidad de agitacion y el k_a calculado a partir de la medicién de
la méxima velocidad de transferencia de oxigeno. El k.a fue calculado usando la

expresion kpa = VTOpmad/C*oz con C*4, = 0.2 mmol L™

El k_a depende de muchos factores, tales como la geometria del biorreactor, la presencia
de microorganismos y las propiedades del medio (por ejemplo, viscosidad). Se sabe que la
produccidn de alginatos incrementa la viscosidad del cultivo, obteniéndose en este trabajo, una
viscosidad del caldo que so6lo alcanzd 10 mPa s durante el periodo de crecimiento celular. Con el
fin de determinar tedricamente la influencia de la viscosidad sobre el k.a, se utilizaron
correlaciones descritas previamente (Garcia-Ochoa et al. 2000). Aplicando estas correlaciones, se
calculd el ki a considerando una viscosidad de 1 mPa s (agua) y de 10 mPa s a las diferentes

velocidades de agitacion estudiadas. Los calculos indicaron que un aumento de la viscosidad
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(desde 1 a 10 mPa s) no provoco una disminuciéon importante en el ki a (menos del 5 %). Sin
embargo, es importante sefialar que la utilizacion de correlaciones para calcular el ka es solo una
aproximacion, debido a que en muchas ocasiones estas correlaciones son validas solo en los
rangos de operacion establecidos y especificas para el sistema en el que fueron determinadas. Por
su parte, las evidencias experimentales muestran que aunque la viscosidad del caldo aumento
durante el crecimiento celular, no disminuyd la velocidad de transferencia de oxigeno del cultivo
(Figs 6.1 y 6.2), lo cual es indicativo de que los cambios en la VTO durante el transcurso del

cultivo no pueden ser atribuidos a un efecto de la viscosidad del medio.

En los cultivos desarrollados a 260, 340, 450 y 560 rpm, una vez que el microorganismo
dejo de crecer, se observo una disminucién de la velocidad de transferencia de oxigeno. Esta
disminucion de la VTO, indica el agotamiento de algun sustrato limitante del crecimiento en
biomasa. Las figuras 6.4 y 6.5 muestran la cinética de consumo de sacarosa y amonio en los
cultivos realizados a 260, 340, 400 y 560 rpm. En las condiciones estudiadas (incluyendo a
450 rpm, no mostrado), la concentracion de sacarosa al final del cultivo (52-72 h, dependiendo
del cultivo) fue superior a 8.5 g L™, por lo que otro sustrato fue responsable del cese del
crecimiento del microorganismo. Por su parte, el analisis de amonio revelé que su agotamiento
coincidi6 con el cese del crecimiento celular (también en los cultivos a 450 rpm) y la disminucion
de la VTO, por lo que éste sustrato limitd el crecimiento de biomasa. Sin embargo, aunque el
amonio también fue limitante del crecimiento celular en los cultivos realizados a 400 rpm, una
vez que se agotd este sustrato no se observd una disminucion de la VTO (Fig. 6.2),
manteniéndose alrededor de 2.0 mmol L™ h™ por mas de 20 h durante la fase estacionaria del
cultivo. Este valor mas alto de la VTO durante la fase estacionaria, puede ser explicado

porque en los cultivos llevados a cabo a 400 rpm, el consumo de oxigeno para funciones de
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mantenimiento celular fue mas elevado (entre 5y 9 veces, tabla 6.1) que en los otros cultivos, en

los cuales la VTO disminuy0 durante la fase estacionaria del cultivo.
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Figura 6.4. Cinética de consumo de sacarosa y amonio en cultivos de A. vinelandii realizados en

biorreactor de 3.0 L bajo diferentes condiciones de agitacion. (@) 260 rpm,

(m) 340 rpm.
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Figura 6.5. Cinética de consumo de sacarosa y amonio en cultivos de A. vinelandii realizados en

biorreactor de 3.0 L bajo diferentes condiciones de agitacion. (¢) 400 rpm,

(A) 560 rpm.

A partir de los datos de la VTOnmax y la concentracion de biomasa, se calcul6 la velocidad
especifica de consumo de oxigeno (qo2). En la figura 6.6 se muestra la evolucién de la qo, durante

el transcurso del cultivo a las diferentes velocidades de agitacion estudiadas.

61



Resultados y discusién

20

260 rpm

340 rpm

400 rpm

A2 (mmol g -7

o
4

560 rpm

A
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de cultivo (h)

Figura 6.6. Evolucion de la velocidad especifica de consumo de oxigeno en cultivos de
A. vinelandii realizados en biorreactor de 3.0 L bajo diferentes condiciones de

agitacion. (@) 260 rpm, (m) 340 rpm, () 400 rpm, ('¥) 450 rpm, (A) 560 rpm.
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Durante el periodo de crecimiento celular, la g2 disminuyd considerablemente, siendo
este comportamiento tipico de cultivos limitados por oxigeno y descrito previamente en cultivos
para la produccion de otros polimeros (Garcia-Ochoa et al. 2000; Richard y Margaritis 2003). La
velocidad especifica de consumo de oxigeno alcanzd su valor maximo antes de las 10 h de
cultivo. En ese periodo inicial del cultivo (10 h), la produccion de biomasa y el consumo de
sacarosa no fueron importantes (Figs. 6.1, 6.2, 6.4, 6.5), no obstante, el acetato, al menos en los
cultivos a 340 y 560 rpm (en los cuales fue medido) fue consumido casi totalmente (ver mas
adelante, Fig. 6.7), lo cual es indicativo de que el incremento de la velocidad especifica de
consumo de oxigeno, durante la primera etapa del cultivo, fue debido al metabolismo de ese

sustrato.

Previamente, en cultivos de Pichia pastoris, Charoenrat et al. (2005) utilizaron el
concepto de velocidad de respiracion relativa (VRR) para establecer el grado de limitacion de
oxigeno del cultivo. Estos autores definieron la VRR como la velocidad de respiracion actual
dividida por la maxima velocidad de respiracion. Asi, cuando mas limitado por oxigeno esta el
cultivo, la velocidad de respiracion actual disminuye considerablemente con respecto a la
maxima velocidad de respiracion y por lo tanto, los cocientes (VRR) son mas pequefios.
Considerando esta definicién, en nuestro trabajo definimos la velocidad de respiracion relativa
como la VTOnax (equivalente a la VCO cuando la TOD es cero) dividida por la maxima
velocidad de consumo de oxigeno (tabla 6.2). En general, los resultados muestran que al
disminuir la velocidad de agitacion del cultivo (disminuye la VTO) se obtienen VRR menores y
por lo tanto el cultivo presenta un mayor grado de limitacion de oxigeno. Por ejemplo, durante el
crecimiento celular en los cultivos realizados a una velocidad de agitacion de 340 rpm

(VTO = 3.0 mmol L™ h") se obtuvo una VRR de 0.134 y en cambio cuando la agitacion fue de
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560 rpm (VTO = 9.0 mmol L™ h?) la VRR fue de 0.172. Esta es la primera vez que en cultivos
de A. vinelandii limitados por oxigeno es posible diferenciar entre diferentes grados de limitacion
de oxigeno, utilizando para ello mediciones de la velocidad de transferencia de oxigeno del

cultivo.

6.2. Analisis del proceso comparando la velocidad de consumo de oxigeno y de transferencia

de oxigeno

En el anélisis de otros bioprocesos, se ha utilizado el nimero de Damkohler (Da) para
establecer cuantitativamente (durante el transcurso del cultivo) si es la velocidad de consumo de
oxigeno o es la velocidad de transferencia de oxigeno la limitante del proceso (Calik et al. 2004).
El ndmero de Damkdhler se define como la méxima velocidad de consumo de oxigeno

(max X/Yxs0) entre la maxima velocidad de transferencia de oxigeno (VTOmax = kia C o).

Durante el transcurso del cultivo, el valor de ambos componentes (1 X/Yyxo Y VTOmax)
varia considerablemente, lo cual determina que paso controla el proceso. Un valor de Da superior
a 1.0 es indicativo de que la etapa limitante del bioproceso es la transferencia de oxigeno al
cultivo. En la tabla 6.3 se muestra el namero de Damkdhler calculado durante el transcurso del
cultivo a las diferentes velocidades de agitacion estudiadas. En todos los casos analizados, el Da
se incrementd conforme transcurrid el cultivo. Al inicio del cultivo (fase de crecimiento
temprana), este pardmetro fue menor a 1.0, lo cual es indicativo que la etapa limitante el proceso

fue la velocidad de consumo de oxigeno. Por el contrario, durante el crecimiento del
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microorganismo, se obtuvieron Da > 1.0, por lo cual, la transferencia de oxigeno fue la limitante

del proceso en ese periodo del cultivo.

Tabla 6.3. Numero de Damkéhler (Da) calculado en cultivos de A. vinelandii realizados a

diferentes velocidades de agitacion.

Velocidad de agitacion Tiempo de cultivo Da
(rpm) (h) (!vlmax XY 0 /VTOmax)

260 5.4 0.6
24 3.2

50 5.3

340 0.2 0.3
18 4.8

40 6.7

400 6.2 0.5
15 4.0

26 7.5

450 10.5 04
22 4.1

34 6.2

560 5.0 0.3
21 4.1

33 5.8

El analisis realizado, permite reforzar la existencia de condiciones de limitacion de

oxigeno, debido a la transferencia de masa, durante el crecimiento de A. vinelandii.
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6.3. Utilizacién de la medicion en linea de la velocidad de transferencia de oxigeno para

evaluar la existencia de crecimiento diauxico

Se ha descrito que la medicion de la velocidad de transferencia de oxigeno es de gran
utilidad para describir procesos bioldgicos como limitacion de oxigeno y crecimiento diduxico
(Anderlei y Bichs 2001). Por tal motivo y considerando que en el medio de cultivo se utilizd
sacarosa (20 g L™) y acetato (1.0 g L™), se evalud la posibilidad de evidenciar el crecimiento
diduxico a través de la medicion de la velocidad de transferencia de oxigeno. La figura 6.7
muestra el incremento en la biomasa, la evolucion de la TOD y la VTO y el consumo de acetato y
sacarosa durante el periodo de crecimiento celular en cultivos realizados a 340 y 560 rpm. Como
se puede observar, en ambas condiciones de agitacion y entre las 10 y 15 h de cultivo, el acetato
se consumid totalmente. En los cultivos realizados a 340 rpm, en las primeras 10 h de cultivo la
sacarosa practicamente no se consumid, por lo que las células de A. vinelandii pueden crecer
utilizando acetato como Unica fuente de carbono. Asi, el incremento de la VTO hasta
5.0 mmol L™ h™ (5 h de cultivo) y la disminucién de la TOD hasta valores cercanos a cero, se
debid principalmente al metabolismo del acetato. En diferentes estudios previos, se ha observado
crecimiento diduxico en cultivos de A. vinelandii con glucosa y acetato como fuentes de carbono,
siendo el acetato la primera fuente de carbono utilizada por el microorganismo. Este
comportamiento puede ser explicado porque el acetato inhibe el sistema de transporte de glucosa
(George et al. 1985) o porque el acetato (0 sus metabolitos) controla ya sea la expresion o la

actividad de enzimas de utilizacion de la glucosa (Tauchert y Oelze 1990).
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Figura 6.7. Cinética de produccion de biomasa, consumo de sacarosa y acetato, evolucion de la

TOD y VTO durante el crecimiento celular en cultivos de A. vinelandii realizados en
biorreactor de 3.0 L a 340 rpmy 560 rpm. (©) acetato, (®) sacarosa, (W) VTO,

(~) biomasa, (*) TOD. Se muestra el promedio de cada medicion.

Aunque el analisis de biomasa no permitidé establecer la existencia de crecimiento
diauxico, ya que se requiere un monitoreo mas continuo de este pardmetro, y considerando que en
los cultivos a 340 rpm se consumid primero el acetato, es posible que en estos cultivos

(a 340 rpm) si exista crecimiento diauxico.
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En cuanto al perfil de la VTO, en los cultivos llevados a cabo a 560 rpm se obtuvieron dos
valores maximos de la VTO, lo cual se ha descrito como caracteristico de cultivos con
crecimiento diauxico (Anderlei y Bichs 2001). Por el contrario, en los cultivos realizados a
340 rpm no se observo un perfil de la VTO caracteristico de crecimiento diduxico (Fig 6.7).
Asimismo, en los cultivos a 340 rpm, la limitacion de oxigeno se alcanzé antes (5 h) que en los
cultivos realizados 560 rpm (15 h). A la luz de estas evidencias, es posible que la caracterizacion
del crecimiento diduxico en base a la medicion de la VTO, s6lo podria ser establecida si el

cultivo no se encuentra limitado por oxigeno.

6.4. Influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre la produccion de alginato y

poli-#-hidroxibutirato (PHB)

La figura 6.8 muestra la cinética de produccion de alginato en cultivos realizados sin
control del oxigeno y a diferentes velocidades de agitacion (260, 340, 400 y 560 rpm). En todos
los casos, la concentracion de alginato no superd los 1.6 g L™ durante el periodo de cultivo (entre
42 y 72 h dependiendo del caso). En concordancia con estos resultados, Parente et al. (2000)
reportaron concentraciones de alginato entre 1.0 y 2.2 g L™ en cultivos de A. vinelandii realizados
a diferentes concentraciones de amonio (entre 0.6 y 0.9 g L™) y velocidades de agitacion (entre
300 y 700 rpm). En cultivos donde la TOD no fue controlada (Reyes et al. 2003), la
concentracion de alginato fue tres veces superior a la obtenida en nuestro trabajo. Esta diferencia
en la produccién de alginato puede ser debida a una diferente razén C/N empleada y/o a la
naturaleza de la fuente de nitrégeno utilizada en ambos estudios. Reyes et al. (2003) utilizé

extracto de levadura y una razén C/N (en base mol mol™) de 27 (para este célculo se considerd un
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12 % de nitrogeno en el extracto de levadura), mientras que en nuestro trabajo se usé amonio (en
vez de extracto de levadura) y la razén C/N fue de 56. Es sabido que la razon C/N esta
involucrada en el control de la respiracion de A. vinelandii (Oelze et al. 2000), por lo que la
diferente razon C/N utilizada en ambos trabajos, puede tener influencia sobre la sintesis del

alginato y la produccion de biomasa.
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Figura 6.8. Cinética de producciéon de alginato en cultivos de A. vinelandii realizados en
biorreactor de 3.0 L bajo diferentes condiciones de agitacion. (@) 260 rpm,

(O) 340 rpm, (<>) 400 rpm, (A) 560 rpm.

Por otro lado, la adicion de extracto de levadura en el medio favorecio la sintesis de
biomasa y es asi que en cultivos con extracto de levadura, se obtuvo una concentracion de

biomasa superior a 5.0 g L™ (Reyes et al. 2003), mientras que en nuestro trabajo (con amonio) se
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obtuvieron entre 3.0 y 4.0 g L™. Considerando que la mayor cantidad de alginato se obtiene
durante la etapa de crecimiento celular, una mayor produccién de biomasa podria explicar la mas
alta concentracion de alginato en los cultivos que utilizaron extracto de levadura (Reyes et al.

2003).

En relacion con la cinética de produccion de alginato, se sabe que la sintesis de este
polimero se encuentra principalmente asociada al crecimiento; sobretodo, si el cultivo es
realizado bajo un control estricto de la TOD (Pefia et al. 2000). Sin embargo, este
comportamiento puede variar si el cultivo es llevado a cabo bajo condiciones no controladas de
oxigeno disuelto, como es el caso de matraces o biorreactor sin control de la TOD. En nuestro
trabajo, en los cultivos realizados a 260, 340 y 560 rpm, se obtuvo una mayor concentracion de
alginato asociada al crecimiento celular (sobre un 80 %) y se sintetiz6 menos alginato una vez
que se detuvo el crecimiento celular y disminuyd la velocidad de transferencia de oxigeno. En los
cultivos realizados a 400 rpm, alrededor de un 50 % del alginato fue sintetizado durante la fase
estacionaria (ver Fig. 6.8, después de las 30 h), cuando la VTO se mantuvo constante cercana a
2.0 mmol L™ h™ (Fig. 6.2). Un incremento de la concentracién de alginato durante la fase
estacionaria ha sido descrito previamente por otros autores (Horan et al. 1981; Parente et al.
1998). Sutherland (1977) propuso que la sintesis de alginato en fase estacionaria podria estar
relacionado con un aumento en la disponibilidad de cofactores isoprenoides durante ese periodo,
los cuales se sabe son utilizados para la sintesis de peptidoglicanos y lipopolisacaridos durante el
crecimiento celular. Sin embargo, la participacion de cofactores isoprenoides en la sintesis de
alginato no ha sido demostrada. En la literatura existente ain no se ha dado una explicacion
satisfactoria a qué se debe el incremento de la concentracion de alginato en fase estacionaria. Las

evidencias de nuestro trabajo, sugieren que un incremento en la concentracion de alginato en fase
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estacionaria, observado principalmente en los cultivos a 400 rpm, es debido a la influencia de la
velocidad de transferencia de oxigeno sobre la biosintesis del polimero. Un incremento en la
concentracion de alginato en fase estacionaria cuando la velocidad de transferencia de oxigeno es
constante, también ha sido observada en cultivos realizados en matraces (Pefia et al. 2007). Un
analisis detallado del trabajo de Pefia et al. (2007), reveld que se obtuvo un incremento de la
concentracion de alginato (cercano al 25 %) durante la fase estacionaria, cuando la VTO fue
constante y cercana a 5.0 mmol L™ h™. Una posible explicacién a esto es que cuando la velocidad
de transferencia de oxigeno (o la velocidad de consumo de oxigeno) es mas alta, las células
presentarian una mayor actividad de las enzimas involucradas en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos que permitiria una mayor sintesis de ATP. Se sabe que la sintesis de
exopolisacaridos microbianos (incluido el alginato) es un proceso altamente demandante de
energia (Jarman y Pace 1984), por lo que en los cultivos llevados a cabo a 400 rpm, durante la
fase estacionaria cuando la VTO es elevada, las células tendrian un mayor contenido de ATP que

permitiria la biosintesis de alginato durante esa etapa.

Con el fin de establecer la influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre la
produccion de alginato y PHB cuando existe limitacion de oxigeno, se correlaciond la
concentracion de alginato y la produccion de PHB con la VTOma. La figura 6.9 muestra la
influencia de la VTOmax sobre la concentracién de alginato y PHB obtenidos durante la etapa de

crecimiento celular.

En los cultivos realizados a una VTOmax de 3.0 mmol L™ h™* (a 260 rpm), se obtuvieron
alrededor de 0.5 g L™ de alginato después de 23 h de cultivo. Cuando la VTOpax fue mayor

(9.0 mmol L™ h*, a 560 rpm) la produccion de alginato se triplic, llegando a 1.5 g L™ luego de
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16 h de cultivo. Un incremento en la velocidad de transferencia de oxigeno aumentd la
produccion de alginato y s6lo a una VTOma de 5.5 mmol L™ h™* (a 400 rpm) se obtuvo una

concentracion de alginato similar a la obtenida a una VTOmay de 4.0 mmol L™ h™* (340 rpm).
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Figura 6.9. Influencia de la maxima velocidad de transferencia de oxigeno sobre la

concentracion de alginato (a) y el contenido de PHB (b) obtenidos durante el

crecimiento celular en cultivos de A. vinelandii.
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Posiblemente, esta produccién de alginato similar en los cultivos a 340 y 400 rpm, se debe
a que en los cultivos a 400 rpm, se obtuvo una mayor produccion de alginato (cercano al 50 %)

durante la fase estacionaria.

La menor produccién de alginato en los cultivos realizados a baja VTOmax Y menor
velocidad de consumo de oxigeno, podria estar relacionada con la disponibilidad energética de
las células. Es conocido el rol de nucleétidos de adenina en la regulacion de actividades celulares
(Chapman et al. 1971) y considerando que la sintesis de polisacaridos microbianos es altamente
demandante de energia, es posible que los niveles celulares de los nucle6tidos de adenina (ATP,
AMP y ADP) regulados por cambios en la velocidad de consumo de oxigeno (o VTO durante el

crecimiento celular) sean determinantes en la sintesis de alginato.

Otra posible explicacion a la influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre
la produccion de alginato, podria estar relacionada con un efecto sobre el flujo de carbono en las
vias de biosintesis del polimero. La ruta de biosintesis de alginato en A. vinelandii se ha
estudiado desde hace varios afos (Pindar y Bucke 1975; Belae y Foster 1986; Anderson et al.
1987). Utilizando glucosa y fructosa marcadas radiactivamente, Anderson et al. (1987)
demostraron que la sintesis de alginato desde glucosa es principalmente a partir de productos de
degradacién de éste carbohidrato (via Entner-Doudoroff), mientras que el polimero es producido
desde fructosa a partir de las hexosas intactas. Considerando que la glucosa y la fructosa son
transformadas de manera diferente para la sintesis de alginato (Anderson et al. 1987), es posible
que la velocidad de transferencia de oxigeno (velocidad de consumo de oxigeno durante el
crecimiento celular) tenga efectos sobre el metabolismo y sobre el flujo de carbono de ambos

carbohidratos, lo cual tendria influencia directa sobre la produccion de alginato.
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Se ha establecido que la etapa limitante y el punto de control en la biosintesis de alginato
es la actividad AlgD, la cual esta involucrada en la oxidacion irreversible de GDP-manurénico
(Tatnell et al. 1994). En esta linea, se han realizado algunos estudios acerca de la influencia de la
TOD sobre la actividad de algunas enzimas involucradas en la sintesis de alginato tanto en
P. aeruginosa (Leitdo y S&-Corriea 1993) como en A. vinelandii (Horan et al. 1981; Horan et al.
1983). Horan et al. (1983) demostraron, en cultivo continuo de A. vinelandii, que un aumento en
la TOD desde 0 a 10 % increment6 la velocidad especifica de consumo de oxigeno, la velocidad
de sintesis de alginato y la actividad de las enzimas fosfomanosa isomerasa y GDP-manosa
pirofosforilasa. De estos resultados es posible deducir (aunque lo autores no hacen mencion), que
existe una relacion entre la velocidad de consumo de oxigeno y la actividad de algunas enzimas
de la ruta de biosintesis de alginato o la expresion de los genes involucrados. En este mismo
sentido, Leitdo y Sa-Corriea (1993), demostraron en cultivos de P. aeruginosa, que la actividad
GDP-manosa deshidrogenasa (gen algD) es dependiente de la TOD entre 0y 10 % y que ésta se
incrementa con el nivel de oxigeno disuelto. A la luz de estas evidencias, es posible que en
nuestro caso, un incremento en la concentracion de alginato, debido a una mayor velocidad de
transferencia de oxigeno (Fig. 6.9a), esté relacionado con una actividad mas alta de las enzimas
claves de la ruta de biosintesis 0 una mayor expresion de los genes que las codifican, de manera
similar como fue previamente reportada la influencia de la TOD en cultivo continuo (Horan et al.

1983) y en cultivo por lote (Horan et al. 1981).

En estudios con A. vinelandii bajo condiciones de fijacion de nitrégeno (Sabra et al. 2000)
0 en cultivos bajo condiciones que previenen la fijacion de nitrogeno (Parente et al. 1998; Pefia et
al. 2000), se ha indicado que la produccion de alginato es fuertemente influenciada por la TOD y

la velocidad de agitacion del cultivo. Pefia et al. (2000) demostraron que la bacteria produce méas
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alginato (4.5 g L™) a una TOD de 5 % que cuando la TOD es menor (1 %), el cual sélo alcanzé
1.0 g L™. Sabra et al. (2000) reportaron que la velocidad especifica de consumo de oxigeno y de
produccion de alginato se incrementaron con un aumento de la TOD entre 1 y 5 %. Asi, un
aumento de la TOD vy por tanto de la velocidad de consumo de oxigeno, favorecen la sintesis de
alginato. Los resultados de nuestro trabajo estan en la misma linea que esta observacion, ya que a
mayores VTO (o velocidades de consumo de oxigeno), se obtuvieron concentraciones mas altas
de alginato durante el crecimiento celular. En este sentido, el principal aporte de nuestro trabajo
es que por primera vez, se ha establecido una relacion directa entre la velocidad de consumo de
oxigeno y la produccién de alginato durante el crecimiento celular bajo condiciones de limitacion

de oxigeno, utilizando para ello mediciones en linea de la velocidad de transferencia de oxigeno.

Como lo muestra la figura 6.9, una disminucion de la concentracion de alginato (a baja
VTOnax) fue relacionada con un incremento en la produccién de PHB. A una méas baja VTOmax
(3.0 mmol L™ h%), se incrementd la produccién de PHB, llegando hasta un 63 % del peso seco de
las células, lo cual representa una desviacion del flujo del metabolismo de carbohidratos hacia la
sintesis de este polimero en desmedro de la produccion de alginato. Utilizando microscopia
electronica, se registraron células cultivadas a 560 y 260 rpm (Fotografia 6.1) y se evidencio el

mas elevado contenido de PHB (63 %) presente en esas células crecidas a 260 rpm.
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Fotografia 6.1. Microfotografias electronicas de células de A. vinelandii con diferente contenido
de PHB. Cultivos realizados a una velocidad de transferencia de oxigeno de (a)

3.0 mmol L™ h™* (260 rpm), (b) 9.0 mmol L™ h™* (560 rpm).

Es sabido que bacterias del género Azotobacter pueden acumular grandes cantidades de
PHB bajo condiciones de limitacion de oxigeno (Senior y Dawes 1973; Brivonese y Sutherland
1989; Page et al. 2001). En condiciones de limitacion de oxigeno, la razén NAD(P)H/NAD(P)*
se incrementa y se inhibe la actividad de algunas enzimas del ciclo TCA, lo cual puede disminuir
la velocidad de metabolizacion del acetil-CoA, por lo que una mayor cantidad de acetil-CoA
puede ser reducida a B-bihidroxibutiril-CoA para ser polimerizado a PHB, con una consiguiente
reoxidacion del NAD(P)H (Senior y Dawes 1973). Este cambio en la actividad metabdlica bajo
condiciones de limitacion de oxigeno, podria afectar el flujo intracelular de carbono con una

disminucion en la produccidon de alginato y un aumento en el contenido de PHB.

Con el propdsito de establecer una base de andlisis comparativa, se evaluo la influencia de

VTOmax Sobre el rendimiento de sacarosa en alginato, PHB y biomasa (figura 6.10). En la figura
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6.10 se muestra que un aumento de la VTOpa (hasta 5.5 mmol L™ h™) del cultivo increment6 el
rendimiento de sacarosa en biomasa (Yys). Un incremento en la velocidad de transferencia de
oxigeno, afecto de manera contraria el rendimiento de la fuente de carbono en alginato (Y aginators)
y en PHB (Ypugsis) (Fig. 6.10a). Al aumentar la VTOpa desde 3.0 a 9.0 mmol L™ h™ disminuy6
once veces el Ypugs y se incremento al doble el Yaginawss. Asimismo, el rendimiento total de
sacarosa, es decir, la sumatoria de los rendimientos Yaginawoss, Yereis Y Yxs fue relativamente
constante, cercano a 0.5 g g™ Los resultados demuestran que la distribucién de carbono entre los

polimeros (alginato y PHB) fue afectada por la velocidad de transferencia de oxigeno.

Debido a que el PHB vy el alginato son dos polimeros que compiten por la fuente de
carbono, si el objetivo es incrementar la produccion de alginato, los resultados de este trabajo
indican que seria de gran utilidad establecer un determinado nivel de la VTO para maximizar un
polimero respecto del otro. Asimismo, si el rendimiento de alginato fuera critico (y no el peso
molecular), un incremento en la VTO permitiria un considerable aumento en el rendimiento de

sacarosa en alginato.

Un aspecto menos estudiado relacionado con la produccion de alginato, es la influencia
que tiene la velocidad especifica de consumo de oxigeno sobre la sintesis del polimero. En la
figura 6.11 se muestra la influencia de la velocidad especifica de consumo de oxigeno (qo2) (se
incluye entre paréntesis el valor de la velocidad especifica de crecimiento) sobre la concentracion

de alginato y la velocidad especifica de produccion de alginato (Qaig).
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Figura 6.11. Efecto de la velocidad especifica de consumo de oxigeno sobre la concentracién de
alginato y la velocidad especifica de produccion de alginato (qp) en cultivos de
A. vinelandii limitados por oxigeno. (®) alginato, (M) (qp). Entre paréntesis se

indica la velocidad especifica de crecimiento (h™).

Con excepcion de los cultivos realizados a 400 rpm (go; = 1.7 mmol g* h™), la
concentracion de alginato durante el crecimiento celular (cuando existe limitacion por oxigeno)
se incrementd al aumentar la velocidad especifica de consumo de oxigeno. La no dependencia
entre (o2 Y la sintesis de alginato obtenida en los cultivos realizados a 400 rpm, puede ser
explicada porque en esas condiciones, la mayor concentracion del polimero (~ 50 %) se obtuvo

en fase estacionaria.
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A velocidades especificas de oxigeno superiores a 1.5 mmol g* h™ se observé un
importante aumento en la velocidad especifica de produccion de alginato, la cual se incrementd
desde 0.006 g g* h™ hasta 0.018 g g* h™cuando la qo, fue de 2.7 mmol g* h™. Asimismo, un
aumento en la concentracion de alginato y en la gag fue correlacionado con un incremento en la
velocidad especifica de crecimiento (valores mostrados entre paréntesis, Fig. 6.11). Resultados
similares fueron reportados por Parente et al. (1998) y Mian et al. (1978), tanto en cultivos de
A. vinelandii y de P. aeruginosa, respectivamente. En un sentido opuesto, Jarman et al. (1978)
determinaron en un cultivo continuo de A. vinelandii que la velocidad de sintesis de alginato es
independiente de la velocidad de crecimiento, sugiriendo que la competencia entre la sintesis de
exopolisacaridos y los componentes de la pared celular no es influenciada por la velocidad de

sintesis del exopolisacarido.

En estudios realizados por Deavin et al. (1977) y Jarman et al. (1978) en cultivo continuo
de A. vinelandii limitado por fosfato, se evalud la influencia de la velocidad especifica de
consumo de oxigeno entre 5y 35 mmol g h™* (manipulada por cambios en la velocidad de
agitacion) sobre la produccién de polisacarido extracelular. A una velocidad de dilucion
constante de 0.15 h™, estos autores indicaron que la concentracion de polisacarido extracelular no
vario con cambios en la velocidad especifica de consumo de oxigeno. Esta independencia entre la
velocidad especifica de consumo de oxigeno y la concentracién de polisacarido es contraria con
los resultados obtenidos en nuestro trabajo (Fig. 6.11). Sin embargo, un analisis méas detallado de
los resultados reportados por Deavin et al. (1977), muestra que a bajas velocidades especificas de
consumo de oxigeno (< 12 mmol g* h™), existe una disminucién de la concentracion de
polisacérido extracelular (desde 1.0 a 0.6 g L™) a medida que disminuye la go; (desde 12 a

5 mmol g* h). Este comportamiento es similar a nuestras evidencias, ya que al disminuir la

80



Resultados y discusién

velocidad especifica de consumo de oxigeno en un rango de bajas qo, (como las estudiadas en
este trabajo, entre 1.2 y 2.7 mmol g* h™), se observé una disminucién de la concentracién de

alginato desde 1.5a 0.5 g L™ (Fig. 6.11).

6.5. Influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre el peso molecular del alginato

En la figura 6.12 se muestra la evolucién del peso molecular promedio (PMP) del alginato
en cultivos realizados a diferentes condiciones de transferencia de oxigeno. Es interesante
destacar que durante el crecimiento de A. vinelandii, la VTO se mantuvo practicamente constante
y el peso molecular del alginato vario considerablemente, en especial en los cultivos realizados a
una velocidad de agitacién de 260 rpm. Este incremento del PMP durante el desarrollo del cultivo
ha sido descrito previamente en cultivos de A. vinelandii con control de oxigeno disuelto (3 %) y
a 300 rpm (Trujillo-Roldan et al. 2003a). Por el contrario, Trujillo-Roldan et al. (2004) en
cultivos con control de la TOD (3 %) y a 700 rpm, demostraron que el peso molecular del
alginato fue similar durante todo el desarrollo del cultivo. Estas diferencias en la evolucion del
peso molecular del alginato pueden ser atribuidas a las condiciones del in6culo, ya que a
diferencia de lo realizado por Trujillo-Roldan et al. (2004), en nuestro trabajo y en el de Trujillo-
Roldan et al. (2003a), el indculo no fue lavado y se adiciond completamente al biorreactor. En
este sentido, se sabe que los componentes del indculo (alginato y/o otros componentes) juegan un
papel importante en la cinética y distribucién del peso molecular del alginato producido por

A. vinelandii (Trujillo-Roldéan et al. 2003b).
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Figura 6.12. Evolucion del peso molecular promedio del alginato sintetizado en cultivos de

A. vinelandii realizados en biorreactor de 3.0 L bajo diferentes condiciones de

agitacion. (@) 260 rpm, (m) 340 rpm, (@) 400 rpm, (A) 560 rpm. En linea

punteada se muestra la cinética de crecimiento celular (reproducida a partir de los

puntos experimentales de las Fi

gs. 6.1y 6.2).

En los cultivos realizados a una VTOpay de 3.0 y de 4.0 mmol L™ h™ (260 y 340 rpm,

respectivamente) se observo una disminucién del peso molecular promedio del alginato después

de 30 h de cultivo (Fig. 6.12). Sin embargo, en cultivos llevados a cabo a VTOnax de 5.5y

9.0 mmol L™ h™* (400 y 560 rpm respectivamente) no se observé una disminucién del PMP.
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Previamente, Parente et al. (2000) en cultivos de A. vinelandii realizados a velocidades de
agitacion superiores a 500 rpm, indicaron que la depolimerizacion (disminucién del peso
molecular) del alginato fue considerablemente menor que cuando el cultivo fue realizado a
velocidades de agitacion menores (300 rpm), lo cual estd de acuerdo con lo obtenido en nuestro
trabajo. Parente et al. (2000) indicaron que la depolimerizacion del alginato no fue correlacionada
con el agotamiento de amonio, la velocidad especifica de crecimiento ni la tension de oxigeno
disuelto, sino que mas bien existio una fuerte relacion entre la depolimerizacion y la velocidad de
agitacion; a mayor velocidad de agitacién menor depolimerizacion del alginato. Estos autores
sugirieron una posible influencia de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre la produccion

de alginato, pero no midieron este pardmetro en sus experimentos.

Sabra et al. (1999) indicaron que la depolimerizacion del alginato se encuentra
relacionada con el agotamiento de fosfato del medio de cultivo. En nuestro trabajo, se utilizaron
niveles iniciales de fosfato entre 4 y 8 veces superior a los empleados por Sabra et al. (1999),
siendo esta concentracion de fosfato (cercana a 0.8 g L™) reportada previamente como no
limitante del crecimiento celular (Parente et al. 2000). Esto indicaria que la disminucién del peso
molecular en los cultivos a 260 y 340 rpm no estaria relacionada con el agotamiento del fosfato.
Es ampliamente sabido que la actividad alginato liasa es responsable de la depolimerizacion del
alginato (Kennedy et al. 1992; Wong et al. 2000; Trujillo-Roldan et al. 2004) y recientemente en
P. fluorescens se ha sugerido que la accidn bioldgica de las alginato liasas (gen algL) es degradar
el alginato en el espacio peripldsmico para evitar su acumulacion y un efecto tdxico sobre las
células (Bakkevig et al. 2005). A la luz de nuestras evidencias, parece mas razonable que la
depolimerizacién del alginato esté controlada por la velocidad de transferencia de oxigeno y no

por el agotamiento de algun nutriente. Es posible que la velocidad de transferencia de oxigeno
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determine la actividad y/o expresion de las enzimas alginato liasas, responsables de editar el

tamano del alginato.

Para determinar el efecto de la velocidad de transferencia de oxigeno sobre el peso
molecular del alginato sintetizado en el periodo de limitacion de oxigeno (cuando la VTOmax €s
constante), se correlacion6 el peso molecular promedio del alginato con la VTOnax del cultivo.
En la figura 6.13 se muestra la influencia de la maxima VTO sobre el peso molecular del alginato

sintetizado durante el crecimiento celular.

El peso molecular promedio del alginato obtenido en la etapa de crecimiento celular (bajo
limitacion de oxigeno) fue mas alto cuando el cultivo se llevo a cabo a una menor velocidad de
transferencia de oxigeno. En cultivos llevados a cabo a una VTOpax de 3.0 mmol L™ h™, el peso
molecular (a las 31 h de cultivo) fue 7.0 veces més alto (1560 kDa) comparado con el sintetizado
a una VTOpa de 9.0 mmol L™ h™, el cual fue de 220 kDa (a las 21 h de cultivo). Esta evidencia
muestra la influencia de la VTO sobre el peso molecular del alginato sintetizado durante la etapa
de limitacion de oxigeno. Estos resultados, constituyen la base fundamental del articulo

publicado en la revista Applied Microbiology Biotechnology (2007) 76: 903-910 (anexo A).

Esta es la primera vez que se establece la influencia de la VTO sobre el peso molecular
del alginato sintetizado por A. vinelandii. Por lo expuesto, nuestro estudio muestra la utilidad de
estimar la VTO durante el crecimiento celular, estableciendo su influencia sobre el peso
molecular del alginato bajo condiciones (TOD cercana a cero) donde la TOD (continuamente

utilizada en otros estudios) no puede ser usada como parametro.
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Figura 6.13. Influencia de la maxima velocidad de transferencia de oxigeno sobre el maximo
peso molecular promedio (PMP) del alginato obtenido bajo condiciones de
limitacion de oxigeno en cultivos de A. vinelandii realizados en biorreactor de

3.0L.

En la literatura existe un numero limitado de estudios acerca de la influencia de la
velocidad de agitacién sobre el peso molecular del alginato sintetizado por A. vinelandii (Pefia et
al. 2000; Parente et al. 2000). Pefia et al. (2000) realizaron estudios a velocidades de agitacion de
300y 700 rpm en cultivos a una TOD constante de 3 % y obtuvieron pesos moleculares més altos
(680 kDa) a una velocidad de agitacién de 300 rpm en comparacion a los cultivos llevados a cabo
a 700 rpm, en los cuales el PMP fue de 352 kDa. Estas evidencias son similares a las obtenidas en
nuestro trabajo, ya que el PMP se increment6 considerablemente a menores VTOnax, €S decir, a

mas bajas velocidades de agitacion. Una explicacion a este comportamiento fue descrita por Pefia
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et al. (2000), quienes indicaron que la presencia de agregados celulares en los cultivos realizados
a 300 rpm son determinantes en el aumento del peso molecular, debido a una posible limitacion
difusional de oxigeno. Sin embargo, en nuestro trabajo esta explicacion no es valida, ya que en
los cultivos realizados a 260 y 340 rpm en los cuales el PMP fue mas alto, no se observé una

cantidad importante de agregados celulares.

En relacién con la influencia de la velocidad especifica de consumo de oxigeno sobre el
peso molecular del alginato, en la figura 6.14 se observa que, de manera semejante al efecto de la
VTOmax (Fig. 6.13), un mayor PMP del alginato se obtuvo a velocidades especificas de consumo
de oxigeno maés bajas. Sabra et al. (2000), usando un cultivo continuo limitado por fosfato bajo
condiciones de fijacion de nitrogeno, reportaron que el peso molecular del alginato y el contenido
de acido gulurdnico se incrementan con un aumento de la velocidad especifica de consumo de
oxigeno, alcanzandose un peso molecular de 800 kDa y un contenido de gulurénico de 50 % en
los cultivos realizados a una TOD de 10 %. Estos autores propusieron que bajo condiciones de
fijacion de nitrégeno, la bacteria sintetiza una cépsula de alginato que protege el sistema
nitrogenasa contra el dafio por oxigeno. Claramente, los resultados de nuestro trabajo que
muestran una disminucién del peso molecular del alginato al incrementarse la velocidad
especifica de consumo de oxigeno (Fig. 6.14) son contrarios a lo observado por Sabra et al.
(2000). Esta diferente influencia de la velocidad especifica de consumo de oxigeno sobre el peso
molecular del alginato obtenida en este trabajo y por Sabra et al. (2000), puede ser explicada
porgue estos autores trabajaron en cultivos a una TOD constante entre 1 y 10 % y en cambio, en
nuestro estudio, los cultivos se realizaron en una region de TOD cercana a 0 % (entre 0 y 1 %).

Asimismo, a diferencia de nuestro trabajo, Sabra et al. (2000) cultivaron la bacteria en
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condiciones de fijacion de nitrogeno, lo cual se sabe tiene efectos importantes sobre el

metabolismo respiratorio de A. vinelandii y la sintesis de alginato.
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Figura 6.14. Efecto de la velocidad especifica de consumo de oxigeno sobre el peso molecular

promedio maximo del alginato obtenido bajo condiciones de limitacién de

oxigeno en cultivos de A. vinelandii realizados en biorreactor de 3.0 L.

Es sabido que la velocidad de transferencia de oxigeno afecta la velocidad especifica de

crecimiento celular (n ). Como era de esperar, un incremento en la VTO provoc6 un aumento de

la u (figura 6.15).
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Figura 6.15. Efecto de la méaxima velocidad de transferencia de oxigeno sobre la velocidad
especifica de crecimiento () en cultivos de A. vinelandii realizados en biorreactor

de3.0L.

Esta evidencia puede ser explicada considerando que a mas bajas velocidades de
transferencia de oxigeno y por tanto menor velocidad de consumo de oxigeno, las células
presentan un ciclo de acidos tricarboxilicos menos activo, disminuyendo la formacion de ATP y
por ende la velocidad de crecimiento del microorganismo. En esta linea, un factor que ha sido
recientemente indicado como determinante en el peso molecular del alginato sintetizado por
A. vinelandii es la velocidad especifica de crecimiento (Reyes 2003; Priego-Jimenéz et al. 2005).
Utilizando diferentes estrategias de cultivo, estos autores han establecido que la velocidad

especifica de crecimiento determina el peso molecular del alginato. Previamente, Priego-Jimenéz
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et al. (2005), en cultivos por lote alimentado limitado por carbono, demostraron que una
disminucion de p provocé un aumento en el peso molecular del alginato, lo cual es similar a lo
obtenido en nuestro trabajo, ya que a méas bajas VTO y por lo tanto mas bajas p, el peso
molecular del alginato fue mayor. Considerando esto, la influencia de la VTO sobre el peso
molecular del alginato podria ser explicada en términos de cambios en la velocidad especifica de

crecimiento.

En concordancia con nuestros resultados, Leitdo et al. (1992), manipulando la velocidad
especifica de crecimiento por cambios de la temperatura del cultivo de P. aeruginosa, obtuvieron
alginatos de mayor peso molecular cuando la temperatura de crecimiento (25° C) y la u fueron
mas bajas. Una hipdtesis que podria explicar la influencia de p sobre el peso molecular del
alginato, esta relacionada con la competencia entre los constituyentes para la sintesis de la pared
celular y del alginato (Sutherland 1977). Asi, una limitada disponibilidad de constituyentes para
la sintesis de pared celular y de alginato, principalmente cuando el microorganismo crece a mas

altas p, podria determinar la liberacién de polimeros de alginato de cadena corta.

Previamente, se ha determinado que la velocidad de agitacion tiene efectos importantes
sobre la polimerizacion (incremento del peso molecular) y depolimerizacion del alginato (Parente
et al. 1998; Parente et al. 2000). Estos autores, que llevaron a cabo cultivos sin control de la
TOD, indicaron que a mas altas velocidades de agitacion (entre 600 y 700 rpm) se sintetizan al
inicio de la fase estacionaria o durante éste periodo, alginatos de mayor peso molecular. Sin
embargo, un analisis detallado de sus resultados, revela que un mas alto peso molecular del

alginato sintetizado durante la fase de crecimiento celular, se encuentra relacionado con una
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menor velocidad especifica de crecimiento, lo cual esta en el mismo sentido de los resultados de

nuestro trabajo.

6.6. Expresion de algL y alg8 en cultivos realizados a diferentes velocidades de transferencia

de oxigeno

Algunos estudios en P. aeruginosa han demostrado que la expresion de genes como algA
0 algD (Leitdo y Sa-Corriea 1993) y alg8 (Remminghorst y Rehm 2006b) son determinantes en
la produccion de alginato y que la transcripcion de los genes algA, algC, algD y la actividad de
las enzimas de la ruta de biosintesis de alginato son influenciadas por el nivel del oxigeno

disuelto del cultivo (Leitdo y S&-Corriea 1997).

En A. vinelandii se ha establecido que la actividad AlgL es fundamental en la edicion del
alginato en etapas post-polimerizacién (Trujillo-Roldan et al. 2004), pero no se conoce el
mecanismo celular que determina el tamafio del alginato. Considerando que los genes algL y alg8
han sido descritos como determinantes en la produccién de alginato, se utilizd la técnica de
reversa transcripcion y PCR en tiempo real (PCR-TR) para determinar el nivel de expresion de
ambos genes en cultivos de A. vinelandii sometidos a diferentes condiciones de transferencia de
oxigeno. La figura 6.16 muestra la influencia de la VTO sobre la expresion de algL y alg8 en
células crecidas bajo condiciones de limitacién de oxigeno. Para propositos de comparacion, en la
figura 6.16b se incluye el peso molecular y la concentracion de alginato (mostrados

anteriormente) obtenidos durante el crecimiento celular, bajo las mismas condiciones de cultivo.
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Figura 6.16. Influencia de la maxima velocidad de transferencia de oxigeno sobre la expresion
de los genes algL y alg8 en cultivos de A. vinelandii realizados a diferentes
velocidades de transferencia de oxigeno. En panel (a) (O) alg8, (4A) algL; en panel
(b) (O) alginato, (4) PMP alginato. Las muestras para el analisis por PCR-TR
fueron recolectadas durante el crecimiento celular (cuando la VTO fue constante).
La cantidad de mRNA del gen gyrA (que codifica para una subunidad de la DNA
girasa) se us6 como control interno para normalizar los resultados de la expresion

de algL y alg8 a las distintas condiciones estudiadas.
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Los resultados muestran que algL y alg8 aumentaron considerablemente su expresion al
incrementarse la VTOnmax, 10 cual demuestra que la expresion de ambos genes (algL y alg8) es

afectada por la velocidad de consumo de oxigeno del microorganismo.

Recientemente, Remminghorst y Rehm (2006b) demostraron que en cultivos de
P. aeruginosa, la incorporacion de alg8 en un plasmido para complementar una mutante,
aumentd 10 veces la concentracion méxima de alginato. En nuestro trabajo, un aumento en la
concentracion del alginato (durante la fase de crecimiento celular) debido al incremento de la
VTOnmax €s coincidente con una mayor expresion de alg8 (Fig 6.16a), por lo cual los resultados
sugieren que, en A. vinelandii al igual que en P. aeruginosa, un aumento en la sintesis de

alginato esta vinculado con una mayor expresion del gen alg8.

Los resultados también muestran que una disminucién en el peso molecular (a més altas
VTOnmax) podria estar relacionada con un incremento en la expresion del gen algL. Como fue
mencionado anteriormente, se sabe que las alginato liasas (producto del gen algL) son enzimas
responsables de editar el tamafio del alginato (Wong et al. 2000) y asi una mayor expresion de
algL, producto de un aumento en la velocidad de consumo de oxigeno (mas alta VTOnmax, cuando
existe limitacion de oxigeno), podria haber incrementado la hidrdlisis del polimero, lo cual

determinaria un peso molecular menor bajo esas condiciones de cultivo.
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Estas evidencias sugieren que la expresion del gen algL depende de la velocidad de
respiracion celular y que el tamafio del alginato sintetizado es afectado por la expresion de algL.
En este sentido, seria de utilidad evaluar la influencia de la VTO sobre el peso molecular y la
expresion de algunos genes claves (por ejemplo alg8) en la sintesis de alginato, utilizando cepas
mutantes como la SLM2, la cual se sabe no produce alginato liasas (Trujillo-Roldan et al. 2003a).
Aunque los resultados utilizando técnicas de PCR en tiempo real son preliminares, sin duda abren
la posibilidad de comprender mejor el proceso de polimerizacién-depolimerizacién del alginato

en cultivos de Azotobacer vinelandii.

6.7. Relacion concentracion-peso molecular del alginato

Una disminucion de la velocidad de transferencia de oxigeno incrementd el peso
molecular del alginato y disminuy6 la concentracion del polimero obtenido durante la fase de
crecimiento celular. Asi, durante este periodo, la biosintesis del alginato y la polimerizacion del
alginato son influenciadas de manera opuesta por la velocidad de consumo de oxigeno del
microorganismo. Aunque se pueden obtener pesos moleculares méas altos del alginato a VTOpmax
més bajas, la concentracion de alginato obtenida (< 1.6 g L™) estd muy lejos de ser de interés
comercial. En este trabajo, la funcion objetivo fue el peso molecular del alginato; sin embargo,
resultaria interesante implementar nuevas estrategias de cultivo (por ejemplo, cultivos por lote
alimentado a una VTO constante) que permitan incrementar la produccion de alginato sin una

disminucion importante en el peso molecular del polimero.
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6.8. Planteamiento final

Los resultados de este trabajo indican que el peso molecular y la concentracion del
alginato son influenciados por la velocidad de transferencia de oxigeno. Bajo condiciones de
limitacion de oxigeno, la velocidad de consumo de oxigeno (respiracion bacteriana) es igual a la
velocidad de transferencia de oxigeno, por lo que los efectos observados sobre el peso molecular
y la concentracion del alginato puede ser atribuidos a la influencia que tiene la velocidad de
respiracion celular sobre el proceso de polimerizacion y depolimerizacion del alginato.
Los resultados utilizando técnicas de biologia molecular como PCR de tiempo real, sugieren que
la expresion de los genes alg8 y algL es afectada por la velocidad de consumo de oxigeno del
microorganismo, lo que podria explicar los resultados de la produccion de alginato obtenidos

bajo condiciones de limitacion de oxigeno.

Desde una perspectiva tecnoldgica y para una aplicacién particular industrial (por
ejemplo, farmacéutica), las evidencias obtenidas muestran la posibilidad de producir alginatos de
alto peso molecular por manipulacién de la VTO del cultivo. Ademas, seria de gran utilidad
desarrollar un sistema para controlar la VTO durante el cultivo, como se ha desarrollado para
otros sistemas (Zeng et al. 1994), lo cual permitiria mantener una velocidad de transferencia de
oxigeno constante para producir alginatos de un peso molecular especifico durante todo el

cultivo.
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7. Conclusiones

En los cultivos realizados en biorreactor existio limitacion de oxigeno, la cual se
caracteriz6 porque la velocidad de transferencia de oxigeno fue constante y alcanzé su
valor maximo (VTOmax) durante el periodo de crecimiento celular. Bajo esas condiciones,
la velocidad de transferencia de oxigeno correspondio a la velocidad de consumo de

oxigeno de las celulas.

En este trabajo, por primera vez, la estimacion en linea de la velocidad de transferencia de
oxigeno, permitio establecer una vinculacion directa entre la velocidad de consumo de
oxigeno y la produccion de alginato durante el crecimiento celular de Azotobacter

vinelandii.

Un incremento en la velocidad de transferencia de oxigeno favorecié la produccion de
alginato y disminuyd la sintesis de PHB, por lo cual la distribucién de carbono entre

ambos polimeros fue afectada por la velocidad de transferencia de oxigeno.

La concentracion de alginato y su peso molecular fueron influenciados de manera opuesta
por la velocidad de transferencia de oxigeno. Es asi que, en el rango de las velocidades de
transferencia de oxigeno estudiadas (3.0 a 9.0 mmol L™* h) y durante la etapa de
limitacion de oxigeno, se obtuvo la menor concentracion de alginato (0.5 g L™) y el més

alto peso molecular promedio (1560 kDa) cuando la VTO fue mas baja.
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Aungue no se conoce el mecanismo exacto mediante el cual la VTO afecta la produccion
de alginato, las evidencias obtenidas con técnicas de biologia molecular indican que la
expresion de los genes alg8 y algL se modifica al cambiar la VTO, lo que podria afectar
tanto la concentracion como del peso molecular del alginato sintetizado por A. vinelandii

durante el crecimiento celular bajo condiciones de limitacidén de oxigeno.
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8. Perspectivas

Debido a que la velocidad de respiracion afecta el peso molecular del alginato, es
conveniente implementar el analisis de CO, gaseoso a la salida del biorreactor, con
el fin de complementar el andlisis, evaluando la influencia del cociente respiratorio

sobre la produccién de alginato.

Considerando que en este estudio se utilizd acetato de amonio como fuente de
nitrdgeno en vez de extracto de levadura (que ha sido usado habitualmente en
nuestro grupo en el IBT-UNAM); seria interesante estudiar la influencia de la VTO
sobre el peso molecular del alginato en cultivos con extracto de levadura realizados

en biorreactor.

Con el fin de incrementar la produccion de alginato en los cultivos limitados por
oxigeno, se sugiere realizar cultivos por lotes alimentados. Con este tipo de cultivos,
seria posible implementar cultivos alimentados en dos etapas: en una primera etapa
se puede favorecer la produccion de biomasa y en una segunda etapa, incrementar la

concentracion de alginato.

Considerando las evidencias obtenidas sobre la influencia de la VTO en la
expresion de los genes alg8 y algL PCR de tiempo real, es conveniente continuar
este tipo de analisis para comprender de manera mas integral la influencia que tiene

la velocidad de respiracidn sobre la polimerizacion del alginato.
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Conclusiones

Desde un punto de vista tecnoldgico, seria conveniente disefiar un sistema de
control de la VTO durante todo el cultivo, para asi producir alginatos de un peso
molecular especifico. Asimismo, este sistema de control facilitaria la utilizacion de

la VTO como criterio de escalamiento del proceso.
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10. Anexos
ANEXO A

Como resultado de este trabajo, se publicé el siguiente manuscrito:

1. Diaz-Barrera A, Pefia C, Galindo E (2007). The oxygen transfer rate influences the molecular
mass of the alginate produced by Azotobacter vinelandii. Appl Microbiol Biotechnol

76:903-910
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Abstract The influence of oxygen transfer rate (OTR) on
the molecular mass of alginate was studied. In batch
cultures without dissolved oxygen tension (DOT) control
and at different agitation rates, the DOT was nearly zero
and the OTR was constant during biomass growth, hence
the cultures were oxygen-limited. The OTR reached
different maximum levels (OTR,;,) and enabled to
establish various relative respiration rates. Overall, the
findings showed that OTR influences alginate molecular
mass. The mean molecular mass (MMM) of the alginate
increased as OTR,,, decreased. The molecular mass
obtained at 3.0 mmol 1" h' was 7.0 times higher
(1.560 kDa) than at 9.0 mmol 1" h™' (220 kDa). An
increase n molecular mass can be a bacterial response to
adverse nutritional conditions such as oxygen limitation.

Kevwords Oxygen transfer rate - Alginate -
Molecular mass - Oxygen limitation

Introduction

Alginate is a biopolymer, which presents a wide range of
applications such as thickener, stabilizer, gelling agent, and
emulsifier in the food as well as textile and pharmaceutical
industries. Recently, a promising potential application in the
medical field (e.g.. in control release of medical drugs) has
been developed (Remminghorst and Rehm 2006a). Cur-
rently, commercial alginates are extracted from marine

A. Diaz-Barrera - C. Pefia - E. Galindo (=)

Departamento de Ingenieria Celular y Biocatdlisis, Instituto de
Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de México,
Apdo. Post. 510-3,

Cuernavaca 62250 Morelos, Mexico

e-mail: galindo{@ibt.unam.mx

algae but can also be produced by the bacterium Azotohac-
ter vinelandii. This bacterium is an obligate aerobe able to
fix nitrogen, which depends on the activity of a nitrogenase
enzyme complex, which is highly oxygen-sensitive (Kuhla
and Oelze 1988). 4. vinelandii also produces the intracel-
lular polymer poly-B-hydroxybutyrate (PHB), and the
synthesis of both polymers is strongly affected by dissolved
oxygen concentration (Galindo et al. 2007).

It 1s generally recognized that dissolved oxygen tension
(DOT) control 1s of critical importance for alginate
synthesis and the MMM of the polymer produced by
A. vinelandii (Sabra et al. 1999; Trujillo-Roldan et al
2004). Usually, alginate production by 4. vinelandii has
been studied at different DOT levels (Peria et al, 2000;
Sabra et al. 2000). In fact, different studies have been con-
ducted under controlled DOT, keeping the DOT constant by
gas blending (Pena et al. 2000) or varying agitation rate
(Parente et al. 1998). On this regard. it is interesting to
point out that 4. vinelandii is known for their high res-
piratory activity (Post et al. 1983) and in cultures without
DOT control; oxygen transfer becomes the limiting factor
for the growth of the microorganism. Without DOT control,
the cultures operate at DOT nearly zero and under that
condition, a parameter than can be utilized for the study
of alginate production is the oxygen transfer rate (OTR). In
aerobic cultures, the cellular activity is coupled to the
oxygen uptake rate (OUR). making OTR an excellent in-
dicator of cellular metabolism. Biological phenomena such
as oxygen limitation, other nutrient limitation, and diauxic
growth can be identificd by the cvolution of the OTR
(Anderlei and Biichs 2001).

There are several reports regarding the measurement of
OTR during fermentation processes (Chen et al. 1999;
Sahoo and Agarwal 2002; Richard and Margaritis 2003;
Anderlei et al. 2004; Charoenrat et al. 2006); however, to
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ANEXO B

Determinacion de biomasa por espectrofotometria

La determinacion de biomasa se realiz6 de la siguiente manera:

e Por cada 10 mL de caldo de cultivo se adicioné 1.0 mL de EDTA (0.1 M) y 1.0 mL de
NaCl (1.0 M). Luego la muestra fue centrifugada (centrifuga Eppendorf, modelo 5804) a
8,000 rpm durante 10 min.

e EIl sobrenadante fue separado del paquete celular decantado. La biomasa obtenida fue
lavada 3 veces con una mezcla de EDTA 0.1 M: NaCl 1 M (1:1 v/v) y centrifugada (8,000
rpom por 10 min) nuevamente. El paquete celular fue filtrado al vacio en membranas
Millipore de 0.45 um de tamafio de poro. Previamente, los filtros (sin biomasa) fueron

secados durante 24 h a 80° C en una estufa y luego pesados.

e La membrana con el paquete celular fue secada por 24 horas a 80° C en una estufa, y

luego pesada para obtener por diferencia de peso la cantidad de biomasa.

e Paralelamente, se tomaron 10 mL de caldo de cultivo y se hicieron diluciones (entre 2 y
50 veces), se midid la absorbancia (a 540 nm) a cada una de las diluciones contra un
blanco de agua destilada.

Los valores de absorbancia fueron correlacionados con la biomasa medida y se obtuvo

una curva de calibrado. En la figura B-1 se muestra la curva de calibrado obtenida para la

determinacidon espectrofotométrica de biomasa.
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1.0

Densidad 6ptica (540 nm)

0.0 - - -

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Concentracién biomasa (g L™)

Figura B-1. Curva de calibrado para la determinacién de biomasa por espectrofotometria.

De la regresion lineal de los datos de la curva de calibrado se obtuvo la siguiente
ecuacion:

Biomasa(gj - [ Absorbancia - 0'0466} r? = 0.9936 (B.1)
L 2.2883
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ANEXO C

Cuantificacién de alginato por precipitacion con isopropanol
El procedimiento aplicado para cuantificar el alginato fue el siguiente:
e A 10 mL de caldo de cultivo se le adicionaron 1.0 mL de EDTA (0.1 M) y 1.0 mL de
NaCl (1.0 M). Se centrifugo a 8,000 rpm durante 10 min (centrifuga Eppendorf, modelo

5804).

e Al sobrenadante obtenido, se le adicionaron 30 mL de isopropanol y se dejo reposar

por 10 min para la precipitacion del producto.

e El producto se filtr6 en membranas Millipore de 0.2 um, previamente secadas durante 24

h a 80° C en una estufa y posteriormente pesadas.

e La membrana con el producto fue secada por 24 horas a 80° C en la estufa, para

finalmente pesarse y obtener por diferencia de peso la cantidad de alginato.

Para la recuperacion del alginato en los cultivos realizados a 260 rpm, fue necesario precipitar

un volumen de 30 mL de caldo de cultivo.
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ANEXO D

Determinacion de sacarosa por el método B-fructofuranosidasa-DNS

Las soluciones utilizadas en este procedimiento fueron preparadas como sigue. La
solucion de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico, Sigma Chemical Co.) se prepar6 con 16 g de
hidréxido de sodio y 300 g de tartrato de sodio mezclados en un volumen determinado de agua
destilada. La disolucion total se completd con la adicion de 10 g de DNS, calentando la solucién
y adicionado lentamente el DNS para evitar su precipitacion. La solucién enzimatica se preparo
mezclando 2.5 mg de la enzima B-fructofuranosidasa (Gist-Brocades con una actividad de
243 U mg™ a 40° C) con 1.0 mL de amortiguador de citrato (0.32 M, pH 4.6).

El procedimiento para el andlisis de azUcares reductores fue el siguiente:

e La muestra de caldo de cultivo fue centrifugada a 8,000 rpm durante 10 min.

e El sobrenadante obtenido fue diluido convenientemente (entre 20 y 25 veces) y 0.9 mL de

esta solucién fue mezclada con 0.1 mL de la solucién enzimatica.

e La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente se adicion0
1.0 mL de DNS a cada muestra.

e Los tubos se calentaron en un bafio de agua a ebullicién durante 5 min y enseguida se

enfriaron en hielo.

e A cada tubo se le adicionaron 10 mL de agua destilada y se leyd la absorbancia a

540 nm (espectrofotémetro Beckman DU 650) contra un blanco de reactivos.
La concentracion de sacarosa fue extrapolada de una curva de calibrado (figura D-1), la cual

fue elaborada utilizando soluciones de sacarosa en concentraciones que van desde 0.1 a 1.0 g L™

y aplicando el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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Densidad 6ptica (540 nm)

0.0 1 1 1 1 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentracion sacarosa (g L™)

Figura D-1. Curva de calibrado para la determinacion de sacarosa por el método DNS.

De la regresion lineal de los datos de la curva de calibrado se obtuvo la siguiente
ecuacion:

( g J { Absorbancia — 0.0069
Sacarosa I

r’ =0.9923 (D.1)
0.4904
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ANEXO E

Determinacion de la concentracion de amonio por el método fenol-hipoclorito

Las soluciones utilizadas en este procedimiento tienen la siguiente composicion. La
solucion A estuvo compuesta por fenol 0.106 M vy nitroferricianuro de sodio 0.17 mM. La
solucion B se compuso por hidréxido de sodio 0.125 N e hipoclorito de sodio 11mM. Todas las

soluciones y diluciones de las muestras fueron preparadas con agua desionizada tipo 1l (agua

Milli Q).

El procedimiento para el analisis de amonio fue el siguiente:
e La muestra de caldo de cultivo fue centrifugada a 8,000 rpm durante 10 min.
e EIl sobrenadante obtenido fue diluido convenientemente (entre 5 y 10 veces) y a

25 pL de esta solucion se le adiciono 1.0 mL de solucion A. La mezcla fue agitada en

vortex.
e Se adicion6 1.0 mL de solucién By se agitdé nuevamente en un vortex.

e Los tubos de reaccion fueron incubados por 30 min a temperatura ambiente en un bafio de

agua y protegidos de la luz con papel aluminio.

e Luego de 30 min las muestras desarrollaron un color “azul de prusia” y se leyo la
absorbancia a 635 nm (espectrofotometro Beckman DU 650) contra un blanco de

reactivos.
La concentracion de amonio se extrapold de la curva de calibrado (figura E-1), la cual fue

elaborada utilizando soluciones de acetato de amonio en concentraciones que van desde 0.008 a
0.19 g L™y aplicando el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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08 |

Densidad 6ptica (635 nm)

0.0 1 1 1 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Concentracién amonio (g L™)

Figura E-1. Curva de calibrado para la determinacion de amonio por el método
fenol-hipoclorito.

De la regresion lineal de los datos de la curva de calibrado se obtuvo la siguiente
ecuacion:

: (g) {Absorbancia+0.000005
Amonio| = | =

r?=0.9973 (E.1)
3.6731
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ANEXO F
Recuperacion de PHB y curva de calibracion del analisis de PHB por HPLC-UV

La recuperacion del PHB se realizé aplicando el siguiente procedimiento:

La muestra de biomasa fue lavada con 3 mL de NaCl 1.0 M por tres veces.

Se seco la muestra a vacio en una centrifuga Eppendorf durante 1 h.

Una muestra de 2.5-3.5 mg de biomasa seca fue pesada y mezclada con 2.0 mL de
cloroformo y 2.0 mL de hipoclorito de sodio (30 % v/v a partir de un hiploclorito
comercial del 6 %).

La mezcla fue incubada a 200 rpm, 30 °C por 90 min.

Los tubos se centrifugaron (centrifuga Eppendorf) a 5000 rpm por 10 min.

Se descarto la fase superior (que contiene hipoclorito) y los restos celulares fueron

retirados (con una jeringa) de la fase inferior que contiene cloroformo.

La fase inferior que contiene cloroformo libre de restos celulares fue filtrada (filtro

Whatman N° 1) y luego centrifugada al vacio para evaporar el cloroformo.

Al tubo con PHB se le adicion6 1.0 mL de H,SO,4 concentrado y fue llevado a un bafio de

agua a 90° C durante 30 min.

Finalmente, la solucién resultante fue enfriada y diluida convenientemente con H,SO,
0.014 N para el anélisis por HPLC-UV a 211 nm.
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La concentracion de &cido crotonico (producto de la hidrolisis del PHB) fue extrapolada
utilizando una curva de calibrado (figura F-1), la cual fue elaborada utilizando soluciones de PHB
comercial (Sigma Chemical Co.) en concentraciones que van desde 1.7 a 56.1 mg L™ .Una
solucién concentrada de PHB comercial (100 mg L™) fue mezclada con 1.0 mL de H,SO,
concentrado y llevada a un bafio de agua a 90°C durante 30 min. La solucién resultante fue
enfriada y diluida convenientemente con H,SO, 0.014 N para el analisis por HPLC-UV a
211 nm.

de+7

3e+7

2e+7

Area (unidades arbitrarias)

le+7

0 10 20 30 40 50 60

Concentracién acido croténico (mg L™)

Figura F-1. Curva de calibrado para la determinacion de &cido croténico por
HPLC-UV.

De la regresion lineal de los datos de la curva de calibrado se obtuvo la siguiente

ecuacion:

mg j - { Area —139953

Crotonico| — r? = 0.9997 (F.1)
L 612461
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ANEXO G
Cromatogramas y ensayos de validacion obtenidos en la implementacion de la
determinacion de PHB por el método de HPLC-UV

T T T T T T T T T T T T
200 400 6.00 600 1000 12.00 1400 16.00 1600 20m 22.00 2400
Minutes

Figura G-1. Cromatograma de 4cido crotdnico comercial. La flecha indica el pico de acido

crotonico.

1804
1604
1.40]
1.204

3 1.004
0.0

0604 /

T T T T T T T T
200 4.00 6.00 a.00 1000 12.00 14.00 16100 18.00 2000 2200 24.00

Figura G-2. Cromatograma del producto del tratamiento del PHB comercial con &cido

sulfurico. La flecha indica el pico del producto del tratamiento del PHB.
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Figura G-3. Ensayos para la validacion del método HPLC-UV para la determinacién de

PHB.
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Tabla G-1. Ensayo Inter.

PRIMERA* 1.7 8.5 19.4 32.4 46.2 58.6
SEGUNDA 1.9 9.6 22.1 375 51.6 65.7
TERCERA 1.7 8.3 20.8 35.1 49.4 56.5
CUARTA 1.8 9.4 19.6 32.1 45.1 57.4
QUINTA 1.7 9.3 205 335 47.4 60.7
SEXTA 1.9 9.3 20.8 34.2 48.1 62.4
MEDIA 1.8 9.1 205 34.1 47.90 60.2
DS 0.1 05 1.0 2.0 2.3 3.4
C.V. (%) 5.8 5.7 4.7 5.9 4.8 5.7

*, NUmero de repeticion; DS, desviacion estandar; C.V., coeficiente de variacion; ERR. REL., error relativo de la media

Tabla G-2. Ensayo Intra.

PRIMERA* 1.7 8.9 19.8 32.7 45.9 58.7
SEGUNDA 1.9 9.1 21.3 34.7 48.7 61.9
TERCERA 1.8 8.6 20.4 33.6 475 60.0
CUARTA 1.8 8.9 20.5 34.1 47.9 61.3
QUINTA 1.9 9.3 21.1 34.7 49.1 62.4
SEXTA 1.8 8.8 20.1 337 47.4 60.3
MEDIA 1.8 8.9 20.5 33.9 478 60.8
DS 0.1 0.2 0.6 0.8 1.1 1.4
C.V. (%) 35 2.5 2.9 2.2 2.4 2.2

*, NUmero de repeticién; DS, desviacion estandar; C.V., coeficiente de variacion; ERR. REL., error relativo de la media
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Las tablas G-1 y G-2 muestran los resultados de los ensayos inter e intra. Los coeficientes
de variacion presentados variaron entre 4.7 y 5.9% para el ensayo inter y entre 2.2y 3.5% para el

ensayo intra. Los resultados demuestran que la técnica implementada es precisa.
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ANEXOH

Curva de calibracion para la determinacion de acetato por HPLC-UV
Para elaborar la curva de calibracién se utilizaron soluciones de acido acético comercial

en concentraciones que van desde 0.1 a 2.5 g L™. La curva de calibracion se muestra en la figura
H-1.

5e+6

4e+6 |

3e+6

2e+6

Avrea (unidades arbitrarias)

le+6

0 | | | | |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Concentracién acido acético (g L™)

Figura H-1. Curva de calibrado para la determinacion de acetato por HPLC-UV.

De la regresion lineal de los datos de la curva de calibrado se obtuvo la siguiente

ecuacion:

Acético(gj _[Area+ 734012 5 9999 (H.1)
L 2000000
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ANEXO |
Preparacion de muestras para el analisis del peso molecular del alginato

El procedimiento de preparacion de muestras para el analisis de peso molecular por GPC fue

el siguiente:

El alginato fue precipitado con isopropanol en una proporcion 3:1

e El alginato precipitado fue transferido a tubos Eppendorf de 2.0 mL y luego centrifugado
a vacio (centrifuga Eppendorf) durante 1 h para secar la muestra y eliminar los residuos
de isopropanol. En algunas ocasiones, previamente fue necesario centrifugar (8,000 rpm

por 10 min) el precipitado para luego transferirlo al tubo Eppendorf.

e EI sélido seco resultante se molio. Se pesaron 6 mg (0 3 mg) y se resuspendieron en
2 mL (0 1 mL) de NaNO; 0.1 M para obtener una concentracion final de 3.0 mg mL™ de
polisacarido para analizar. La solucién se dejo por 24 h para lograr una completa

disolucion.
e La muestra disuelta se filtr6 en membrana Millipore de 0.45 um vy la solucion filtrada fue

transferida a viales para la inyeccion en el HPLC.

Todas las curvas de calibracion fueron construidas a partir de los resultados de tres réplicas
independientes. En cada figura de las curvas de calibracion, se grafica solo el promedio de las

mediciones realizadas.
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